R e anOPIS PATENTOWY  19PL 11239546
a3 Bl

. (51) Int.Cl.
(21) Numer zgtoszenia: 430603 AB1K 35/64 (2015.01)

A61P 35/00 (2006.01)

Urzad Patentowy (22) Data zgtoszenia: 15.07.2019
Rzeczypospolitej Polskiej

Ekstrakt z gniazd mrowek Lasius fuliginosus do zastosowania

(54) w leczeniu czerniaka ludzkiego

(73) Uprawniony z patentu:

UNIWERSYTET
MARII CURIE-SKLODOWSKIEJ W LUBLINIE,
Lublin, PL

UNIWERSYTET MEDYCZNY W LUBLINIE,
Lublin, PL

(43) Zgtoszenie ogtoszono: (72) Tworca(y) wynalazku:

25.01.2021 BUP 02/21 BERNARD STANIEC, Lublin, PL
GRZEGORZ K. WAGNER, Lublin, PL
EWA PIETRYKOWSKA-TUDRUJ, Lublin, PL
MAGDALENA JASZEK, Piotrawin, PL
DAWID STEFANIUK, Lublin, PL
ANNA MATUSZEWSKA, Kalinéwka, PL
KRZYSZTOF GRZYWNOWICZ, Lublin, PL
MONIKA PRENDECKA, Lublin, PL
ANNA BELCARZ, Lublin, PL
MIROSLAW ZAGAJA, Lublin, PL

(45) O udzieleniu patentu ogtoszono:
13.12.2021 WUP 37/21

(74) Petnomocnik:
rzecz. pat. Maria Brodzicka

PL 239546 B1



2 PL 239 546 B1

Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest zastosowanie ekstraktu wodnego wyizolowanego z materiatu bu-
dulcowego gniazd mréwek z gatunku kartonéwka zwyczajna Lasius fuliginosus, w leczeniu nowotworu
czerniaka ludzkiego. Lasius fuliginosus to gatunek mréwki kartonéwki zwyczajnej, budujgcej gniazda
w dziuplach drzew lesnych czy parkowych, z rozdrobnionego préchna wymieszanego z wiasng $ling
i spadzig mszyc, przerosnietego strzepkami symbiotycznych grzybdéw, przypominajgcego strukture pa-
pieru lub kartonu.

Dotychczasowe badania nad owadami spotecznymi, a przede wszystkim termitami i mrowkami,
zyjacymi w specyficznych warunkach, gdzie panuje ciepto, ciemno i wilgotno wykazaty, ze wyksztatcity
one w obrebie swoich kolonii, doskonate mechanizmy zabezpieczajgce przed rozprzestrzenianiem sie
drobnoustrojéw chorobotworczych, np. w postaci substancji bioaktywnych o wiasciwosciach przeciw-
drobnoustrojowych. Przyktadowo, w artykule Arbisera i in., opublikowanym w czasopismie Blood, 2007
Jan 15; 109(2):560-5. Epub 2006 Sep 21, przedstawiono wyniki badan, ktére dowodza, ze solenopsyna
A, gtéwny alkaloid w jadzie mréwek ogniowych Solenopsis invicta, dziata hamujgco na angiogeneze.
Z kolei Hasanuddin i inni, w badaniach opisanych w 2015 roku w American Journal of Research Com-
munication, nr 3(9), www.usa-joumals.com, ISSN: 2325-4076, udowodnili przeciwnowotworowe dzia-
tanie bioaktywnego sktadnika z grupy terpenoidoéw, wyizolowanego z materiatu gniazdowego mrowek
Myrmecodia pendens z Papui Nowej Gwinei. Skfadnik ten indukowat apoptoze komérek nowotworo-
wych raka jajnikéw z linii SKOV-3 poprzez aktywacje kaspazy — 9. Sen i inni, wyizolowali z ciat mréwek
zniwiarek Attini i ich gniazd, szczepy bakterii Pseudonocardia oraz Amycolatopsis, wykazujgce wyrazng
aktywnosé przeciwgrzybiczg co opisano w czasopismie PNAS October 20,. vol. 106, nr. 42, 2009. Pro-
wadzone dotychczas badania mikrobiologiczne na mréwkach z gatunku Lasius fuliginosus, ograniczaty
sie jedynie do materiatu biologicznego pochodzacego od samych owaddéw. Jak opisujg Lan Ye i in.
w International Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology, 2017; 67: 1529-1534; z gtéw tych
owadow wyizolowano szczep bakterii promieniowej Streptomyces lasiicapitis, produkujgcy kanchano-
mycyne — substancje o aktywnosci przeciwgrzybiczej. W znanym stanie techniki brak jest doniesien
opisujgcych wyniki badan materiatu budulcowego gniazd mréwek z gatunku kartonéwka zwyczajna La-
sius fuliginosus , a takze zastosowania substanc;ji o potencjale bioaktywnym czy przeciwnowotworowym
pozyskanych z tego zrédia. Jedyne dane dotyczgce samej budowy i struktury morfologicznej produko-
wanego przez mrowki Lasius fuliginosus kartonu, opublikowane zostaty przez autorow Maschwitz &
Holldobler w Zeitschrift fiir vergleichende Physiologie, Volume 66, 1970, a takze w ksigzce autorstwa
Holldobler & Wilson, wydanej przez The Belknap Press of Harvard University Press Cambridge, Mas-
sachusetts, 1990. Z kolei informacje na temat gatunkdéw symbiotycznych grzybéw porastajgcych sciany
kartonowych gniazd pochodzg z publikacji Schlick-Steiner i in., wydanej w PNAS Jan 22, 105 (3), 2008,
a takze — Mayer & Voglmayr, opublikowanej w Proceedings of the Royal Society — B: Biological Scien-
ces, 3265-3273, doi:10.1098/rspb.2009.0768 Published online 25 June 2009.

Celem wynalazku byty badania materiatu pochodzgcego z gniazd mréwek z gatunku kartonéwka
zwyczajna Lasius fuliginosus, zawierajacego substancje produkowane przez same mréwki, jak réwniez
symbiotyczne grzyby porastajgce Sciany kartonowych gniazd w kierunku ich medycznego zastosowa-
nia. Nieoczekiwanie okazato sie, ze ekstrakt wodny otrzymany z gniazd zbudowanych przez mrowki
L. fuliginosus w dziuplach drzew, wykazuje dziatanie cytotoksyczne i antyproliferacyjne w leczeniu no-
wotworu czerniaka ludzkiego.

Istotg wynalazku jest wiec ekstrakt wodny wyizolowany z gniazd mréwek z gatunku kartonéwka
zwyczajna Lasius fuliginosus, znajdujagcy zastosowanie w leczeniu nowotworu czerniaka ludzkiego.

Wynalazek przedstawiono w ponizszych przyktadach, co nie wyczerpuje innych jego potencjal-
nych mozliwosci zastosowania.

Przyktad 1. Otrzymywanie ekstraktu wedlug wynalazku i okreslenie jego
wtasciwosci biochemicznych.

Z materiatu pobranego z gniazda mrowek Lasius fuliginosus, zbudowanego w dziupli wierzby
biatej Salix alba, ktérego strukture uwidoczniono w postaci zdjecia z mikroskopu elektronowego na ry-
sunku jako fig. 1, jego oczyszczeniu ze zbednych fragmentéw drewna i mrowek oraz zamrozeniu, spo-
rzadzono ekstrakt wodny.1 g odwazki materiatu z gniazda mréwek zawieszono w wodzie MQ w proporcji
1 g odwazki na 10 ml wody. Tak przygotowane zawiesiny poddawano wstepnej obrobce mechanicznej
przy pomocy homogenizatora ostrzowego, a nastepnie procesowi sonifikacji w cyklach 4 min. przy am-
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plitudzie 80% i impulsie 30 s (przerwa 30 s), z chtodzeniem preparatu w lodzie. Po przefiltrowaniu pre-
paratu przez filtr typu Miracloth i odwirowaniu otrzymano supernatant, ktéry po liofilizacji wykorzysty-
wano do dalszych badan. W kolejnym etapie, wykonano znanymi sposobami analizy wybranych para-
metréw biochemicznych otrzymanego ekstraktu, okreslajac zawarto$¢ biatka metodg Bradford na po-
ziomie 0,08 mg/ml, zawartos¢ substancji fenolowych jako parametru bezposrednio zwigzanego z ak-
tywnoscig antyoksydacyjng ekstraktu — testem DASA na poziomie 0,2 mM oraz zawarto$é cukrow cat-
kowitych metodg Dubois na poziomie 0,24 mg/ml. Catkowitg aktywnos$¢ mikrobiologiczng ekstraktu
okreslono metodg Schnurer i Roswall, 1982 na poziomie 12,7 g/kg/h uwolnionej fluoresceiny. Z uwagi
na udziat enzymow proteolitycznych w procesach nowotworzenia, w ekstrakcie oznaczono réwniez ak-
tywnos¢é enzymow proteolitycznych dla trzech zakresow pH: 3,0; 7,0 i 8,0 metodg fluorescencyjna,
opartg na trawieniu substratu BSA-BIODYPY. W ekstrakcie wedlug wynalazku,, stwierdzono aktywnos$é
specyficzng proteaz w badanych zakresach pH, wynoszacg odpowiednio dla pH=3,0 — 3,9 U/mg, dla
pH=7,0 — 70,3 U/mg, a dla pH=8,0 — 85,05 U/mg biatka. Charakteryzujgc aktywno$¢ mikrobiologiczng
ekstraktu, okreslano zawarto$¢ zwigzkéw o charakterze antyoksydantéw, odgrywajacych istotng role
zaroéwno w procesach nowotworzenia jak i ochronie zdrowych komérek organizmu. Aktywnos¢ antyok-
sydacyjng ekstraktu oznaczono metoda z wykorzystaniem DPPH oraz ABTS jako procedury detekcji.
Otrzymany ekstrakt wykazat odpowiednio 35% i 25% zmiatania wolnych rodnikéw co odpowiada warto-
sciom dla 250 pg witaminy C.
Wyniki przedstawiono w tabeli 1.

Tabelal
Charakterystyka biochemiczna preparatu
Substancje fenolowe (test DASA) 10,2 mM !
Biatko (Bradford) 0,08 mg/ml
Cukry catkowite (Dubois) ‘ 0,24 mg/ml

Aktywno$¢ mikrobiologiczna (Schnurer i| 12,7 g/kg/h
Roswall, 1982)

Aktywnosé proteolityczna (pH 3,0) 3.9 U/mg,
Aktywnos¢ proteolityczna (pH 7,0) 70,3 U/mg
Aktywno$é proteolityczna (pH 8,0) 85,05 U/mg

Aktywno$¢ antyoksydacyjna (test ABTS) 25%
Aktywnos$c antyoksydacyjna (test DPPH) 35%

Zwigzki o udowodnionym dziataniu przeciwnowotworowym, jak np. polisacharydy czy zwigzki fe-
nolowe, zidentyfikowano w ekstrakcie wedtug wynalazku, wykonujac analize jakosciowag prébek metoda
spektroskopii w podczerwieni z transformacijg furierowskg FT-IR. Badania prowadzono na spektrome-
trze Vertex 70 sprzezonym z mikroskopem Hyperion 3000 wyposazonym w krysztat germanowy, a try-
bie ATR, przy rozdzielczosci 4 cm. Za pomocg programu OPUS 7.0., wykonano analizy kazdego widma,
ktore wskazywaty na obecnos¢ w ekstrakcie zwigzkow fenolowych w postaci komplekséw zelazowo-
fenolowych oraz polisacharydéw niecelulozowych zawierajgcych kwasy, takie jak, wanilinowy, syrin-
gowy, cynamonowy, kwasy uronowe, czy tez cukry zestryfikowane resztami acylowymi. Obraz uzyska-
nego widma przedstawiono na rysunku jako figura 2.

Przyktad 2. Badanie aktywnosci cytotoksycznej i antyproliferacyjnej ekstraktu
weditug wynalazku, wobec komérek prawidtowych.

Do badan wykorzystano prawidtowe komorki linii Vero ATCC, wyizolowane z nerki matpy wasko-
nosej Cercopithecus aethiops, hodowane zgodnie z instrukcjg producenta w inkubatorze, o statej wil-
gotnosci i nasyceniu powietrza 5% COz2, na petnej pozywce ATCC uzupetnionej 10% FBS z dodatkiem
100 IU/ml antybiotyku w postaci Streptomycyna/Penicylina/Ampfoterycyna B. Po namnozeniu komérek
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do osiggniecia przez hodowle co najmniej 75% konfluencji, w kolejnym etapie wykonano kilka zawiesin
komorek o gestosci ~ 1.2 x 10"5 komérek na 1 ml, ktére postuzyty, po dodaniu ekstraktu wedtug wyna-
lazku, do sporzadzenia preparatéw do dalszej hodowli. Inkubacje preparatéow o stezeniach ekstraktu
2,5; 25; 50; 100 250 ug/ml, prowadzono przez 24, 48 i 72 godziny. Po inkubaciji, liczbe zywych komaérek
poddanych dziataniu substancji cytotoksycznych i antyproliferacyjnych jakim jest ekstrakt wedtug wyna-
lazku, oceniano za pomocg rutynowego testu kolorymetrycznego MTT, poréwnujac z kontrolg, ktorg
stanowity czyste komorki linii prawidlowej Vero ATCC. Intensywnos$¢ zabarwienia roztworu, wynikajgca
z redukcji barwnika tetrazoliowego MTT do jego nierozpuszczalnej pochodnej formazanowej o purpuro-
wej barwie, przy pomocy oksydoreduktaz mitochondrialnych — enzymow katalizujgcych uwalnianych
w procesie przemiany metabolicznej komoérek NAD(P), odzwierciedla poziom proliferaciji i liczbe zywych
komodrek poddanych dziataniu substancji cytotoksycznych i antyproliferacyjnych. W koncowej fazie testu
mierzono absorbancje zabarwionych roztworéw przy dtugosci fali 570 nm. Wyniki badan wyrazone jako
odsetek zywotnosci komorek linii Vero poddanych dziataniu ekstraktu wedtug wynalazku o okreslonym
stezeniu, w stosunku do hodowli kontrolnych czystych komoérek, przedstawiono w tabeli 2.

Tabela 2
| Stezenie ekstraktu | % zywych komorek Vero (w odniesieniu do kontroli),
pg/ml pozostatych po inkubacji
| (24 [48h 72h
2,5 70 100 89
i 25 63 100 92
750 67 100 94
100 72 81 100
250 88 100 100

Przezywalnos¢ komorek Vero po 48 inkubacji z ekstraktem wedlug wynalazku o stezeniu
250 pg/ml, uwidoczniono na obrazie mikroskopowym, gdzie fig. 3 przedstawia kontrole w postaci komo-
rek linii Vero bez dodatku ekstraktu , a fig. 4 obraz komoérek poddanych dziataniu ekstraktu.

Przyktad 3. Badanie zmian morfologicznych komoérek prawidtowych linii Vero
pod wptywem ekstraktu wedtug wynalazku.

Badania przeprowadzono metodg ECIS — elektrycznego systemu monitorowania impedanciji i ka-
pacytancji w czasie rzeczywistym, na podtozu komdrkowym linii prawidtowej Vero ATCC. Podczas sty-
mulacji komérek Vero ekstraktem wedtug wynalazku, zmieniajg one swoja funkcje, a towarzyszgce temu
zjawisku zmiany morfologiczne komarek, hamowanie ich proliferacji oraz wigzacy sie z tym stopien po-
krywania powierzchni elektrod zmieniajg pomiar impedanciji i pomiar biernego oporu pojemnosciowego
— kapacytancji. W opisywanym przyktadzie, w sktad zastosowanego systemu ECIS wchodzity dwie jed-
nostki podtgczone do komputera przetwarzajgcego dane — umieszczona w inkubatorze stacja dokujgca,
zawierajgca dwie 8-dotkowe ptytki hodowlane z badanymi preparatami oraz urzadzenie pomiarowe.
Standardowe plytki hodowlane uzywane w technologii ECIS, przed umieszczeniem w nich badanego
materiatu, inkubowano z poprzez 24 godziny, w temp, 37°C i 5% stezeniu COz2, z podiozami hodowla-
nymi MEM (Eagle's Minimum Essential Medium). Nastepnie, inokulowano plytki zawiesing komorek
w ilosci ~ 1,2* 10"5 komorek na 1 ml, po czym podawano badany preparat w stezeniu 250 ug/ml
i rozpoczynano pomiary impedancji oraz kapacytancji, najpierw w probie kontrolnej czystych komorek,
a potem w hodowlach komérkowych linii Vero z ekstraktem wedtug wynalazku. Obserwacje prowadzono
przez okres ponad 100 godzin. Wyniki przedstawiono na rysunku w postaci wykreséw obrazujgcych
wartosci impedancji [Q] przebiegajgcych w czasie pomiaru — jako figura 5 oraz jako fig. 6 — wartosci
kapacytancji — oporu biernego pojemnosciowego [nF], zarejestrowane w czasie pomiaru. W przypadku
komoérek prawidtowych, we wszystkich dotkach zarejestrowano w ciggu 24 godz. powolne narastanie
impedanciji $wiadczgcej 0 namnazaniu sie komoérek w czasie inkubaciji i przyleganiu ich w wiekszym
stopniu do elektrody. Po dobowej obserwacji, do prawidtowych komoérek Vero dodano ekstrakt wedtug
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wynalazku o stezeniu 250 ug/ml, i w dalszym czasie, az do 100 godz. hodowli rejestrowano wartosci
impedanciji i kapacytancji. Po pewnym czasie, pod wptywem dziatania antyproliferacyjnej, cytotoksycz-
nej substancji, jakg jest ekstrakt wedtug wynalazku, spadaty wartosci impedanciji, zas wartosci oporu
biernego pojemnosciowego — kapacytancji wzrastaty adekwatnie do spadajgcej impedancji, co swiadczy
0 obumieraniu komorek i odklejaniu sie ich od elektrody. Zmiany impedancji przebiegajace w czasie
w hodowli komérek prawidtowych Vero zostaty przedstawione na rysunku jako figura 5, gdzie:

— M —impedancja podtoza hodowlanego,

— K — impedancja w hodowli komérek nie poddanych dziataniu preparatu,

— BP — impedancja w hodowli po podaniu badanego preparatu o stezeniu ekstraktu 250 pg/ml,
zas zmiany kapacytancji — oporu biernego pojemnosciowego — w czasie hodowli komoérek prawidtowych
Vero, przedstawiono jako figura 6, gdzie:

— M — kapacytancja podtoza hodowlanego,

— K — kapacytancja w hodowli komérek nie poddanych dziataniu preparatu,

— BP — kapacytancja w hodowli po podaniu badanego preparatu o stezeniu ekstraktu 250 pg/ml.

Przyktad 4. Badanie aktywnosci cytotoksycznej ekstraktu wedtug wynalazku,
na komorki czerniaka ludzkiego.

Do badan wykorzystano komérki nowotworowe czerniaka ludzkiego linii A-375 wyizolowane
z nabtonka skéry ludzkiej, namnozone zgodnie z instrukcjg producenta. Materiat do hodowli, a takze
same hodowle o réznych stezeniach ekstraktu wedtug wynalazku przygotowano i prowadzono analo-
gicznie jak opisano w przyktadzie 2. Do oceny aktywnosci cytotoksycznej ekstraktu wedtug wynalazku,
na komorki czerniaka ludzkiego, wykorzystano test MTT, analogicznie jak opisano w przyktadzie 2. Wy-
niki badan wyrazone w stosunku do hodowli kontrolnych, bez obecnosci ekstraktu, jako odsetek zywot-
nosci komorek czerniaka ludzkiego linii A-375, poddanych dziataniu ekstraktu o réznych stezeniach,
przedstawiono w tabeli 3.

Tabela 3
% zywych komorek linii A-375 w odniesieniu do

Stezenie ekstraktu kontroli, po okre$lonym czasie inkubacji:

pg/ml 24h  [48h 72h
2,5 87 100 100
25 73 83 85
50 69 78 77
100 59 69 67
250 66 72 19

Przedstawione wyniki wskazujg na dziatanie zaréwno cytotoksyczne jak i antyproliferacyjne eks-
traktu w stosunku do komérek nowotworowych czerniaka ludzkiego. Najwyzszy stopierh zahamowania
tempa namnazania, a tym samym najnizszy 19% stopien przezywalnosci komoérek nowotworowych
otrzymano w dla stezenia ekstraktu 250 pug/ml po 72 godzinach inkubacji. Przezywalno$¢ komérek no-
wotworowych linii A-375 po 48 godz. inkubacji z ekstraktem wedtug wynalazku o stezeniu 250 pg/ml,
uwidoczniono na obrazie mikroskopowym, gdzie fig. 7 przedstawia kontrole w postaci komérek nowo-
tworowych bez dodatku ekstraktu, a fig. 8 obraz komérek poddanych dziataniu ekstraktu o stezeniu
250 pg/mil.

Przyktad 5. Badanie zmian morfologicznych komérek czerniaka ludzkiego
pod wptywem ekstraktu wedtug wynalazku.

W sposéb analogiczny do opisanego w przyktadzie 3, przeprowadzono badania metodg ECIS —
elektrycznego systemu monitorowania impedancji w czasie rzeczywistym, na podtozu komorkowym
czerniaka ludzkiego linii A-375 CRL-1619. W opisywanym przyktadzie, w sktad zastosowanego systemu
ECIS wchodzity dwie jednostki podtgczone do komputera przetwarzajgcego dane — umieszczona w in-
kubatorze stacja dokujaca, zawierajgca dwie 8-dotkowe ptytki hodowlane z badanymi preparatami oraz
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urzagdzenie pomiarowe. Standardowe ptytki hodowlane uzywane w technologii ECIS, inkubowano z pod-
tozami hodowlanymi jak w przyktadzie 3, a nastepnie inokulowano zawiesing komoérek w ilosci ~ 1,2*
1075 komorek na 1 ml, po czym podawano badany preparat w stezeniu 250 pug/ml i rozpoczynano po-
miary impedancji oraz kapacytancji — oporu biernego pojemnosciowego, najpierw w prébie kontrolnej
czystych komorek, a potem w hodowlach komérek nowotworowych z ekstraktem wedtug wynalazku.
Obserwacje prowadzono przez okres ponad 100 godzin. Wyniki przedstawiono na rysunku w postaci
wykreséw obrazujgcych wartosci impedancji [Q] przebiegajgcych w czasie pomiaru — jako figura 9 oraz
jako fig. 10 — wartosci kapacytancji — oporu biernego pojemnosciowego [nF], zarejestrowane w czasie
pomiaru. W przypadku komaérek prawidtowych, we wszystkich dotkach zarejestrowano w ciggu 24 godz.
powolne narastanie impedancji $wiadczacej o namnazaniu sie komorek w czasie inkubacji i przyleganiu
ich w wiekszym stopniu do elektrody. Po dobowej obserwaciji, do komorek nowotworowych dodano eks-
trakt wedtug wynalazku o stezeniu 250 pg/ml, i w dalszym czasie, az do 100 godz. hodowli, rejestrowano
wartosci impedanc;ji i kapacytanciji. Po pewnym czasie, pod wplywem dziatania antyproliferacyjnej, cy-
totoksycznej substanciji, jakg jest ekstrakt wedtug wynalazku, spadaty wartosci impedanciji, zas wartosci
oporu biernego pojemnosciowego — kapacytancji wzrastaty adekwatnie do spadajgcej impedancji, co
Swiadczy o obumieraniu komérek i odklejaniu sie ich od elektrody. Zmiany impedancji przebiegajace
w czasie w hodowli komérek czerniaka ludzkiego linii A-375 z ekstraktem wedtug wynalazku, zostaty
przedstawione na rysunku jako figura 9, gdzie:

— M —impedancja podtoza hodowlanego,

— K — impedancja w hodowli komérek nie poddanych dziataniu preparatu,

— BP — impedancja w hodowli po podaniu badanego preparatu o stezeniu ekstraktu 250 pg/ml,
zas$ zmiany kapacytancji — oporu biernego pojemnosciowego — w czasie hodowli komoérek czerniaka,
ludzkiego linii A-375 z ekstraktem wedtug wynalazku, przedstawiono jako figura 10, gdzie:

— M — kapacytancja podtoza hodowlanego,

— K — kapacytancja w hodowli komérek nie poddanych dziataniu preparatu,

— BP — kapacytancja w hodowli po podaniu badanego preparatu o stezeniu ekstraktu 250 pg/ml.

Jak udowodniono w powyzszych przyktadach, wodny ekstrakt wyizolowany z materiatu budulco-
wego gniazd mrowek z gatunku kartonéwka zwyczajna Lasius fuliginosus, wykazuje dziatanie cytotok-
syczne i antyproliferacyjne w stosunku do komoérek nowotworowych czerniaka ludzkiego, przy jedno-
czesnym braku cytotoksycznosci w stosunku do prawidtowych komaérek linii Vero ATCC. co predyspo-
nuje go do zastosowania w leczeniu czerniaka ludzkiego.

Zastrzezenie patentowe

1. Ekstrakt wodny wyizolowany z materiatu budulcowego gniazd mréwek z gatunku kartonéwka
zwyczajna Lasius fuliginosus do zastosowania w leczeniu nowotworu czerniaka ludzkiego.
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