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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest wysokoczgsteczkowa frakcja biatkowo-cukrowa ptynu celomatycz-
nego z dzdzownicy Dendrobaena veneta znajdujgca zastosowanie do leczenia grzybic spowodowanych
drozdzakiem Candida albicans.

W zgtoszeniu patentowym P.411346 wskazano zastosowanie ptynu celomatycznego z dzdzow-
nicy Dendrobaena veneta do zastosowania w leczeniu raka ptuc. Ptyn celomatyczny opisany w w/w
zgtoszeniu nie wykazywat aktywnosci cytotoksycznej na komérki prawidtowe fibroblastéw i dlatego zo-
stat uzyty do dalszych badan nad dziataniem przeciwgrzybowym.

Z innych ujawnionych badan nad zastosowaniem ptynu celomatycznego z dzdzownicy Dendro-
baena veneta, — praca magisterska M. Majczak (UMCS Lublin, 2016) pt. ,Przeciwgrzybowe dziatanie
ptynu celomatycznego z dzdzownicy Dendrobaena veneta,”, a takze materiatéw pokonferencyjnych au-
torstwa Miziak i inni, z Interdyscyplinarnej Konferencji Naukowej Tygiel 2017, Lublin, marzec, 2017 wy-
nika, iz zmiany morfologiczne komérek Candida albicans po inkubacji z surowym ptynem celomatycz-
nym o stezeniu biatka 100 ug/ml, niefrakcjonowanym i nie poddawanym zadnej obrébce, zwlaszcza
termicznej, charakteryzowaty sie gtéwnie dziataniem hamujgcym wzrost komérek grzyba, a jego dziata-
nie catkowicie niszczgce wynosito ok. 12%, przy czym ptyn taki wykazywat silne toksyczne dziatanie na
komorki fibroblastow cziowieka, co wykluczato jego zastosowanie w medycynie. W leczeniu zakazen
wywotanych Candida albicans stosuje sie kilka lekow przeciwgrzybiczych, niestety, niewystarczajgco
efektywnych, poniewaz grzyb ten staje sie coraz bardziej oporny na dziatanie dostepnych lekéw. Sto-
sowane leki przeciwgrzybowe wykazujg rowniez wiele dziatan niepozadanych lub toksycznych. Przy-
ktadowo, amfoterycyna B wywiera silne dziatanie nefrotoksyczne, a dziatania niepozadane nystatyny
podobnie jak natamycyny, dotyczg gtdwnie przewodu pokarmowego i reakcji alergicznych. Stosowana
do niedawna w leczeniach miejscowych grzybic gryzeofulwina, zostata wycofana z obrotu z uwagi na
liczne niepozgdane dziatania uboczne. Z kolei leki oparte na pochodnych azolowych np. flukonazol
dziatajg teratogennie, dlatego nie znajdujg powszechnego zastosowania, a zwtaszcza w leczeniu grzy-
bic uktadowych kobiet ciezarnych.

W Swietle powyzszych niedogodnosci, zasadnym byto podjecie proby otrzymania preparatu
o efektywnym dziataniu przeciwgrzybowym, nie wywotujgcym skutkédw ubocznych i nie wykazujgcym
dziatania toksycznego na komorki prawidtowe cztowieka. Nieoczekiwanie okazato sie, ze powyzsze wy-
mogi spetnia jedna z frakcji wyizolowana z podgrzanego ptynu celomatycznego z dzdzownicy Dendro-
baena veneta.

Istotg wynalazku jest wysokoczgsteczkowa, o masie powyzej 14 kDa, frakcja biatkowo-cukrowa
wyizolowana z podgrzanego do 70°C ptynu celomatycznego z dzdzownicy Dendrobaena veneta, znaj-
dujgca zastosowanie do leczenia grzybic spowodowanych drozdZzakiem Candida albicans. Frakcja
ptynu celomatycznego wedtug wynalazku, wykazuje wysokg aktywnos¢ w kierunku niszczenia aktyw-
nych metabolicznie komdérek Candida albicans i pozbawiona jest cytotoksycznosci na komaorki prawi-
diowe skoéry ludzkiej. Mozliwo$¢ jej liofilizacji, utatwia przechowywanie preparatu przez dlugi czas
w temp. 0-5°C i uzycie jako substancji czynnej, w kazdej formie aplikacyjnej medykamentu majgcego
zastosowanie do leczenia grzybic. Jak wykazano w badaniach, przezywalnos¢ komoérek grzyba po in-
kubacji z frakcjg ptynu o stezeniu biatka 200 pg/ml w poréwnaniu z dziataniem surowego ptynu celoma-
tycznego o identycznym stezeniu biatka, zmniejszata sie ponad dziesieciokrotnie z 59% do 4,72%.

Wynalazek przedstawiono w nastepujgcych przyktadach wykonania.

Przyktad 1. Otrzymywanie frakcji z ptynu celomatycznego wedtug wynalazku

Ptyn celomatyczny pobrany z jamy ciata dzdzownic Dendrobaena veneta metodg szoku elek-
trycznego, wirowano przez 10 minut przy predko$ci 5000 obr/min., przesgczono przez sgczki Millipore
o Srednicy poréow 0,22 um i rozlano po 1 ml do probdéwek, ktére ogrzewano w temp. 70°C przez
10 minut. Zebrany z kilku probéwek ptyn, poddano dializie w wodzie, w worku dializacyjnym o $rednicy
poréw odcinajgcych zwigzki o masie powyzej 14 kDa. Dialize prowadzono przez 24 godziny w temp.
4°C. Ptyn po dializie przeniesiono do probdéwek typu Falkon i poddano liofilizacji przez 24 godziny.
Otrzymang frakcje zwigzkéw o masie powyzej 14 kDa w postaci biatego proszku, poddano badaniom
w celu identyfikacji sktadnikdéw biatkowych i niebiatkowych, po czym uzywano do dalszych badan
w kierunku dziatania na aktywne metabolicznie komérki Candida albicans oraz na prawidtowe komorki
fibroblastow skory ludzkiej.
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Przyktad 2. Identyfikacja otrzymanej frakcji ptynu celomatycznego

Analize biatek frakcji wyodrebnionej z ptynu celomatycznego, jak opisano w przyktadzie 1, pro-
wadzono metodg elektroforezy SDS/PAGE w zelu poliakrylamidowym w obecnosci siarczanu dodecylu,
w warunkach natywnych oraz w warunkach denaturujgcych. Barwienie otrzymanych zeli dowodzi obec-
nosci w preparacie licznych biatek, a takze komplekséw biatkowo-cukrowych, czego potwierdzeniem
jest obecnos¢ na obrazach zeli, w tych samych miejscach prgzkéw pochodzgcych od biatek barwionych
barwnikiem Coomassie Brilliant Blue R-250 i od cukréow barwionych po utlenianiu nadjodanem sodu
metodg z azotanem srebra.

Na rysunku, jako figura 1, przedstawiono wybarwione prgzki biatkowe:

A — po elektroforezie bez SDS, odpowiadajgce 1-10 pg biatka i 2—40 pg biatka

B — po elektroforezie z SDS, odpowiadajgce 1-20 pg biatka, 2—30 ng biatka i 3—40 ug biatka wraz
z prazkiem 4 odpowiadajgcym markerom masy, zas$ jako figura 2, przedstawiono zabarwione prazki po
elektroforezie SDS/PAGE w kierunku obecnosci cukréw i biatek. Barwienie zeli po elektroforezie i na-
ktadanie sie sygnatéw pochodzacych od biatek i od cukréw, co zaznaczono na figurze 2 strzatkami,
dowodzi obecnoéci we frakcji ptynu zwigzkéw biatkowo-cukrowych. Sciezka 1 oznacza barwienie zelu
w kierunku identyfikacji cukrow, $ciezka 2 w kierunku identyfikacji biatek, zas sciezka 3 obrazuje poto-
zenie wzorcow biatkowych masy.

W celu identyfikacji sktadnikdéw cukrowych we frakcji ptynu celomatycznego o masie powyzej
14 kDa, zastosowano znang metode przeprowadzania takich sktadnikow w lotne octany alditoli.

Do 0,5 mg zliofilizowanej frakcji ptynu celomatycznego dodano 0,5 ml 2M kwasu trifluoroocto-
wego i poddano hydrolizie w temp. 120°C przez 2 godz. Kwas trifluorooctowy odparowano w strumieniu
azotu, a pozostatos¢ zalkalizowano 1M NH4OH do pH=8,0. Otrzymany preparat redukowano w temp.
4°C dodajac swiezo przygotowany roztwoér 10% borodeuterku sodu w wodzie MQ, poczatkowo przez
3 godz. w temp. 22°C, a potem w ciggu 1 godz. w temp. 50°C. Nadmiar odczynnika redukujgcego usu-
wano dodajgc kroplami lodowaty kwas octowy, az do zaniku wydzielania pecherzykéw deuteru. Probki
suszono w strumieniu azotu, a nadmiar boranu sodu usuwano przez kilkukrotne odparowanie z 10%
HCI w metanolu. Otrzymane alkohole cukrowe acetylowano dodajgc 0,5 ml mieszaniny bezwodnika
octowego i pirydyny w stosunku objetosciowym 1:1 przez 30 min. w temp. 95°C. Prébke odparowywano
do suchosci najpierw w strumieniu azotu, a nastepnie z kilkoma porcjami po 100 ml wody MQ, az do
zaniku zapachu pirydyny. Prébki octanéw alditoli ekstrahowano z wody chloroformem, dodajgc dwu-
krotnie porcje chloroformu z wodg MQ w stosunku objetosciowym jak 1:1. Ekstrakt chloroformowy su-
Szono przepuszczajgc przez mini kolumienki z bezwodnym siarczanem sodu.

Octany alditoli analizowano wprowadzajgc ekstrakt chloroformowy na kolumne chromatogra-
ficzng kapilarng HP-5MS, 30 m x 0,25 mm, z helem jako gazem nodnym. Analize prébek przeprowa-
dzono przy uzyciu chromatografu gazowego sprzezonego ze spektrometrem masowym, w nastepuja-
cym programie temperaturowym: poczgtkowo w ciggu 5 min. w temp. 150°C, potem zwiekszano tem-
perature o 5°C w ciggu 1 min., az do wartosci kohcowej 310°C, utrzymywanej co najmniej przez 10 min.
Sktadniki cukrowe identyfikowano na podstawie poréwnania ich czaséw retencji i widm masowych do
czasow retencji i widm masowych standardéw oraz podobienstwa widm masowych identyfikowanych
skfadnikéw cukrowych z widmami masowymi sktadnikéw zamieszczonych w bazie danych NIST library.
Na podstawie powyzszej procedury, we frakcji ptynu celomatycznego, zostaty zidentyfikowane alkohole
cukrowe i monosacharydy takie jak: glicerol, 4 stereoizomery inozytolu, mannoza, glukoza i galaktoza
w nastepujgcym procentowym stosunku molowym: 37,3:53,7:0,4:6,4:2,1 wzgledem catkowitej zawarto-
$ci zwigzkoéw cukrowych.

Przyktad 3. Sprawdzanie obecnosci endotoksyn we frakcji ptynu celomatycznego wedtug
wynalazku

Przedmiotem badan opisanych w ponizszym przyktadzie byto zbadanie we frakcji ptynu celoma-
tycznego obecnosci endotoksyn — lipopolisacharydowych skfadnikéw $cian komdérkowych bakterii Gra-
mujemnych, odpowiedzialnych za szok endotoksyczny organizmu gospodarza zakazonego tymi bakte-
riami. Stezenie endotoksyn we frakcji ptynu celomatycznego, oznaczano metodg chromogenng punktu
koncowego, przy uzyciu testu LAL, postugujac sie zestawem do kwantyfikacji p-nitroaniliny uwalnianej
z biatkowych komplekséw p-nitroalininy w wyniku reakcji enzymatycznej zachodzacej w amebocytach
kraba Limulus polyphemus pod wptywem endotoksyny. W celu okreslenia zawartosci endotoksyny
w jednostkach EU, wykonano krzywg wzorcowg dla standardowego preparatu lipopolisacharydu Esche-
richia coli szczep O11LB4. Preparat wzorcowy LPS E. coli zostat rozpuszczony w pozbawionej endo-
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toksyn wodzie, zgodnie z instrukcjg producenta, do wyjsciowego stezenia 20 EU/mI, ktére potem postu-
zyto do wykonania serii rozcienczen o wartosciach: 1,0; 0,5; 0,25 i 0,1 EU/ml. Nastepnie przygotowano
prébki z frakcjg ptynu celomatycznego, sporzadzajgc roztwor w apirogennej wodzie o stezeniu poczat-
kowym 2x101 mg/ml, po czym wykonano serie rozcienczen, az do stezenia koncowego 2x10-5. Prébki
preparatu z frakcjg ptynu celomatycznego umieszczono w 96 dotkowych ptytkach mikrotitracyjnych i po
dodaniu odczynnika LAL w stosunku v/v 1:1, inkubowano przez 10 min. w temp. 37°C. W koncowym
etapie badan, do kazdej probki z frakcjami ptynu celomatycznego, préobek wzorcowych oraz prébek
kontrolnych w postaci apirogennej jatowej wody, dodano chromogennego substratu — biatkowej pochod-
nej p-nitroaniliny i kontynuowano inkubacje przez 6 min., po czym wszystkie procesy inkubacji zatrzy-
mywano dodajgc 25% kwas octowy.

Kazde stezenie wzorcowego preparatu endotoksyny i preparatéw zawierajgcych frakcje ptynu
celomatycznego oznaczano w trzech powtérzeniach. Absorbancje badanych roztworéw frakcji ptynu
i wzorcowych endotoksyn mierzono przy dtugosci fali 405 nm wobec préby kontrolnej jakg byta woda
pozbawiona endotoksyn. Zawarto$¢ endotoksyn w badanych roztworach frakcji ptynu wedlug wyna-
lazku, wynosita 0,09 EU/ml, co jest warto$cig znacznie nizszg niz dopuszczalne wedtug Farmakopei
USA stezenie endotoksyn w wodzie do iniekcji, wynoszgce 0,25 EU/mI. Negatywne wyniki testu LAL
w badanych prébkach frakcji ptynu celomatycznego, zostaty potwierdzone analizg chromatograficzng
w kierunku obecnosci 3-hydroksylowych kwasow ttuszczowych, bedgcych charakterystycznymi sktad-
nikami LPS. Zamieszczona na rysunku figura 3 przedstawia:

— zdjecie A — wzorcowe widmo masowe estru metylowego trimetylosililowego eteru kwasu
3-hydroksymirystynowego pochodzacego z LPS E. coli, z uwidocznionym pikiem dla jonu m/z 175
Swiadczgcym o obecnosci endotoksyny,

— zdjecie B — jonogram selektywny frakcji ptynu celomatycznego wedtug wynalazku, na ktérym
uwidocznione sg jedynie piki pochodzace od zanieczyszczen z nosnika kolumny chromatograficznej
i membrany, i brak sygnatu dla jonu m/z 175 charakterystycznego dla 3-hydroksykwasow.

Przyktad 4. Dziatanie frakcji biatkowo-cukrowej z ptynu celomatycznego wedtug wynalazku
na komorki Candida albicans

Do okreslania aktywnosci metabolicznej komérek C. albicans pod wplywem frakcji biatkowo-cu-
krowej otrzymanej wedtug przyktadu 1, uzyto zestawu LIVE/DEAD Yeast Viability Kit F-7030. Zaréwno
komorki hodowli kontrolnej C. albicans jak i komoérki hodowli inkubowanej z frakcjg ptynu celomatycz-
nego przez 48 godz., odwirowano przez 5 min. przy 10 000 obr./min. Supernatant obu hodowli odcig-
gnieto i osad zmieszano z roztworem 30 pl roztworu GH. Zawiesine drozdzy w GH i wymieszano
z mieszaning barwnika FUN1 i GH w proporcji 1:1. Przygotowane hodowle: kontrolng i hodowle poddang
dziataniu frakcji ptynu celomatycznego inkubowano przez 30 min. w temp. 37°C, po czym 2 ul kazdej
hodowli naktadano na szkietko mikroskopowe i obrazowano w mikroskopie fluorescencyjnym.

Tylko aktywne metabolicznie komérki zawieraly wyrazne oznaczone fluorescencyjne czerwone
struktury wewnatrzkomoérkowe. Martwe komaorki wykazywaty wyjgtkowo jasng, rozproszong, zielono-
26Mtg fluorescencje. Komorki nieaktywne metabolicznie Swiecity na zielono. Zliczano komérki zywe, mar-
twe i nieaktywne metabolicznie po dziataniu frakcji ptynu celomatycznego, poréwnujac ich liczbe z prébg
hodowli kontrolnej. Przezywalno$¢ komérek C. albicans w procentach, po 48 godz. inkubac;ji z frakcjg
ptynu celomatycznego o réznych stezeniach biatka, takich jak: 12,5; 25; 50; 100 i 200 pg/ml, przedstawia
wykres zamieszczony na rysunku jako figura 4. Wynika z niego, ze wraz ze wzrostem stezenia biatka
we frakcji ptynu celomatycznego zmniejsza sie przezywalno$é aktywnie metabolicznych komorek
grzyba C. albicans.

Innym sposobem wykazania wptywu frakcji wedtug wynalazku na aktywno$¢ metaboliczng komé-
rek C. albicans, byto obrazowanie za pomocg skaningowej mikroskopii elektronowej W tym celu za-
réwno komérki hodowli kontrolnej C. albicans jak i hodowli inkubowanej frakcji ptynu celomatycznego
o réznych stezeniach, poddano odpowiedniej preparatyce. Po wymieszaniu zawiesiny drozdzy z 4%
aldehydem glutarowym w 0,1 M buforze fosforanowym o pH 7,0, komorki inkubowano roztworem OsOa
przez 30 minut, po czym odwadniano je stopniowo w wodnych roztworach 15%, 30%, 60%, 90% i 100%
acetonu, a nastepnie naktadano na szkietka przymocowane do stolikow i suszono w eksykatorze. Po
24 godzinach napylono ztotem i poddano obrazowaniu uzywajgc skaningowego mikroskopu elektro-
nowego.

Obrazy mikroskopowe deformacji i zniszczenia komaérek tego grzyba, przedstawia zamieszczona
na rysunku figura 5, przy czym:

Al i A2 to komorki hodowli kontrolnej grzyba C. albicans,
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B1i B2 — komoérki hodowli grzyba C. albicans po inkubaciji frakcjg ptynu celomatycznego o steze-
niu biatka 25 pug/ml,

Cl i C2 — komorki hodowli grzyba C. albicans po inkubacji z frakcjg ptynu celomatycznego
o stezeniu biatka 50 pg/ml,

D1 i D2 — komérki hodowli grzyba C. albicans po inkubacji z frakcjg ptynu celomatycznego
o stezeniu biatka 100 pg/ml.

Przyktad 5. Okreslanie sposobow smierci komérek grzyba C. albicans, pod wptywem frakcji
biatkowo-cukrowej wedtug wynalazku.

Analizy przeprowadzano przy uzyciu mikroskopii fluorescencyjnej. Komérki hodowli kontrolnej
C. albicans i hodowli po inkubacji z frakcjami ptynu celomatycznego o réznym stezeniu biatka, barwiono
mieszaning barwnikow fluorescencyjnych Hoechst 33342 i jodku propidyny, dodajgc odpowiednio do
hodowli z komdrkami C. albicans w objetosci 2,5 pl/ml, po czym inkubowano przez 5 minut w 37°C
w ciemnosci. Komorki, ktére ulegty apoptozie charakteryzowaty sie na obrazie mikroskopowym, niebie-
skim silnie fluoryzujgcym pofragmentowanym jgdrem, zas komorki wykazujgce rézowe zabarwienie byty
interpretowane jako komérki nekrotyczne, co wskazuje na fakt, iz po inkubacji z frakcjg ptynu celoma-
tycznego w réznym zakresie stezenia biatek, komérki C. albicans, ginety zaréwno na drodze nekrozy
jak i apoptozy — zmiany apoptotyczne zaznaczone strzatkami, co obrazowano na rysunku jako figura 6,
gdzie:

Al i A2 to komérki hodowli kontrolnej C. albicans,

Bl i B2 — komérki hodowli grzyba C. albicans po inkubacji z frakcjg ptynu celomatycznego
o stezeniu biatka 25 pg/ml,

Cl i C2 — komorki hodowli grzyba C. albicans po inkubacji z frakcjg ptynu celomatycznego
o stezeniu biatka 50 pg/ml,

D1 i D2 — komérki hodowli grzyba C. albicans po inkubacji z frakcjg ptynu celomatycznego
o stezeniu biatka 100 pg/ml.

Przyktad 6. Dziatanie frakcji biatkowo-cukrowej z ptynu celomatycznego otrzymanego wedtug
wynalazku na ludzkie prawidtowe komorki fibroblastow skéry HSF.

Badania wptywu frakcji ptynu celomatycznego wedlug wynalazku w réznych stezeniach na ludz-
kie fibroblasty skéry wykonano metoda opartg na reakcji redukcji bromku 3[4,5-dwumetylotiazolo-2-yl]-
-2,5-dwufenyltetrazolu — MTT do formazanu przez dehydrogenaze mitochondrialng; enzym funkcjonalny
tylko w zywych komérkach. Reakcja pozytywna manifestuje sie zmiang zabarwienia komérek z zéttego
na purpurowy.

Hodowle fibroblastow ludzkiej skéry — HSF, o gestosci 1x10% komérek/ml, prowadzono w miesza-
ninie 1:1 (v/v) ptynéw do hodowli komérkowych in vitro (RPMI 1640 i DMEM) zmieszanych w stosunku
objetosciowym jak 1:1, z dodatkiem 10% FCS — ptodowej surowicy cielecej oraz antybiotykdéw: penicy-
liny (100 U/ml) i streptomycyny (100 ug/ml). Inkubacje komérek HSF z frakcjg ptynu celomatycznego
o stezeniach biatka: 12,5 pg/ml; 25 pg/ml; 50 pg/ml; 100 pg/ml i 200 pg/ml prowadzono w warunkach
standardowych w temp. 37°C i atmosferze przeptywu mieszaniny 95% powietrza i 5% CO:2 przez
48 godz. Po tym czasie wykonano spektrofotometryczng analize z odczynnikiem MTT.

MTT rozciernczano w PBS do stezenia 5 mg/ml. Do hodowli komérek na 96-dotkowej ptytce do-
dawano po 25 pl roztworu MTT/dotek, a po 3 godzinach inkubacji w temp. 37°C komorki lizowano przez
dodanie mieszaniny 10% SDS - siarczanie dodecylu sodu w 0,01M HCI w ilosci 100 pl/dotek. Po
24 godzinnej inkubacji w temp. 37°C mierzono gestos¢ optyczng OD w automatycznym czytniku mikro-
ptytek przy dtugosci fali 570 nm.

Uzyskana warto$¢ absorbancji dla kazdej hodowli byta wprost proporcjonalna do stezenia zre-
dukowanej przez zywe komorki pochodnej barwnika MTT, a tym samym aktywno$ci metabolicznej
komoérek.

Barwienie ludzkich prawidtowych komdrek skéry wykonano metodg AgNORs okreslajgcg liczbe
i wielkos¢ regiondw jaderkotwdrczych odzwierciedlajgcych aktywnos$¢ proliferacyjng komorek.

Komorki o gestosci 1x10° komoérek/ml inkubowano w 4-dotkowych ptytkach Lab-Tek Il przez
48 godz. z frakcjg ptynu celomatycznego wedtug wynalazku, o stezeniach biatka: 12,5; 25,0; 50;
100 pg/ml i 200 pg/ml. Po tym czasie hodowle przeptukano roztworem soli fizjologicznej i utrwalano
w ciggu 10 min. mieszaning 1:1 (v/v) etanolu z kwasem octowym. Dla barwienia tak przygotowanych
komoérek, sporzadzono roztwor zawierajgcy dwa wodne roztwory: roztwor 2% zelatyny w 1% kwasie
mrowkowym oraz 30% roztwor azotanu srebra, przygotowanych w stosunku objetosciowym, odpowied-
nio 1:2. Komérki barwiono w ciggu 5 min. w temp. 37°C, a nastepnie, przeptukiwano wodg dejonizowang
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i wysuszono. Ocene organizacji jgderek wykonano w mikroskopie $wietinym Olympus BX51. Zdjecia
mikroskopowe wykonane przy powiekszeniu 200x, obrazujgce hodowle czystych komérek HSF przed-
stawiono na rysunku jako figura 7, zas figury 8, 9 i 10 obrazujg hodowle HSF po 48 godzinnej inkubacji
z frakcjg ptynu celomatycznego wediug wynalazku, o stezeniach biatka odpowiednio: 50, 100 i 200 pg/ml.
Poréwnanie obrazéw hodowli czystych komérek HSF z obrazami hodowli HSF po inkubac;ji
z frakcjg ptynu celomatycznego, nie wykazujg zmian morfologicznych komaérek, co wskazuje na brak
toksycznego dziatania frakcji ptynu celomatycznego wedtug wynalazku na ludzkie komoérki HSF.

Zastrzezenia patentowe

1. Wysokoczgsteczkowa frakcja ptynu celomatycznego z dzdzownicy Dendrobaena veneta do
zastosowania w leczeniu grzybic spowodowanych drozdzakiem Candida albicans.

2. Frakcja jak okreslono w zastrzezeniu 1, znamienna tym, ze zostata wyizolowana z ptynu ce-
lomatycznego podgrzanego do temperatury 70°C.

3. Frakcja jak okreslono w zastrzezeniu 1, znamienna tym, ze tworzace jg czasteczki biatkowo-
cukrowe majg mase powyzej 14 kDa.

Rysunki
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Fig. 8

Fig. 9
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Fig. 10
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