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Streszczenie: Utrzymanie homeostazy organizmu wymaga sprawnego wspó³dzia³ania uk³adów odporno-
�ciowego, hormonalnego i nerwowego, w tym tak¿e uk³adu opioidowego. Opioidy mog¹ wp³ywaæ na
funkcjonowanie uk³adu odporno�ciowego zarówno bezpo�rednio poprzez receptory opioidowe zlokali-
zowane na leukocytach, albo po�rednio poprzez pobudzenie wydzielania kortykosterydów i katechola-
min. Leukocyty s¹ równie¿ zdolne do syntezy i wydzielania peptydów opioidowych, które dzia³aj¹
przeciwbólowo podczas tocz¹cego siê odczynu zapalnego. Wiele wyników wskazuje, ¿e podczas zapa-
lenia spe³niaj¹ one równie¿ funkcje immunomodulacyjne, wp³ywaj¹c miêdzy innymi na migracjê leukocy-
tów, ich aktywno�æ  bakteriobójcz¹  czy apoptozê. Badania porównawcze uk³adu opioidowego bezkrê-
gowców i krêgowców wskazuj¹ na konserwatywno�æ tego systemu, ale co ciekawe, równie¿ zdaj¹ siê
potwierdzaæ teoriê, ¿e opioidy pierwotnie spe³nia³y funkcjê przeciwbakteryjn¹ i immunomoduluj¹c¹, a
dopiero wraz ze skomplikowaniem systemu nerwowego i pojawieniem siê bólu jako czynnika ostrzega-
nia wyewoluowa³a ich funkcja przeciwbólowa. Obecna praca stanowi przegl¹d najnowszej literatury
dotycz¹cej powi¹zañ pomiêdzy opioidami a odporno�ci¹ wrodzon¹, w szczególno�ci odczynem zapal-
nym pojawiaj¹cym siê zarówno u krêgowców, jak i bezkregowców.

S³owa kluczowe: opioidy, fagocyty, zapalenie, leukocyty.

Summary: Homeostasis is critically dependent on communication between the immune, endocrine and
nervous systems, and also the opioid system. Opioids can affect immune processes directly through the
activation of opioid receptors on leukocytes or indirectly through the stimulation of the corticosteroid and
catecholamine release. Leukocytes can also synthesize and release opioid peptides, which act as analgesic
factors during inflammatory process. Many data indicate that opioids are also immunomodulators, and

*�ród³o finansowania:  FP6-2002-Human Resources and Mobility-5-number 024034, BW/IZ/18/
2005.



264 M. CHADZIÑSKA

can affect leukocyte migration, killing activity and apoptosis. The comparative studies of invertebrates
and vertebrates indicate that the opioid system is strongly conserved. Moreover, it has been proposed
that opioids arose as antibacterial and immunomodulatory peptides and that the analgesic properties were
developed later in evolution, when the nervous system become more complicated and the pain appeared
to be an alerting process. The present work is a review of the papers concerning the connection between
opioids and innate immunity, in particular inflammatory reactions.

Key words: opioids, phagocytes, inflammation, leukocytes.

Jak wspomniano na wstêpie do cz. I. �Opioidy i  receptory opioidowe�, istnieje hipoteza,
¿e opioidy pocz¹tkowo spe³nia³y funkcjê immomodulacyjn¹, a ich funkcja przeciwbólowa
wyewoluowa³a pó�niej wraz ze skomplikowaniem uk³adu nerwowego. Obecnie nie ulega
ju¿ w¹tpliwo�ci, ¿e opioidy wp³ywaj¹ na przebieg reakcji odporno�-ciowych. Dzieje siê
tak poprzez zlokalizowane na leukocytach receptory opioidowe, których obecno�æ wykryto
metodami biochemicznymi i potwierdzono technikami biologii moleku-larnej zarówno u
ssaków, jak i krêgowców zmiennocieplnych, a tak¿e u bezkrêgowców [35, 85, 93]. Opioidy
wi¹¿¹c siê z receptorami opioidowymi w centralnym systemie nerwowym mog¹ równie¿
pobudzaæ wydzielanie kortykosterydów i katecholamin i w ten sposób po�rednio modulowaæ
reakcje odporno�ciowe [8].

1. WP£YW OPIOIDÓW NA FAGOCYTY

1.1. Rozpoznanie antygenu i fagocytoza

Stwierdzono, ¿e agoni�ci receptorów opioidowych typu MOR i DOR wykazuj¹
tendencjê do hamowania fagocytozy. Przyk³adowo, morfina i selektywny agonista
receptorów opioidowych typu MOR � DAMGO (Tyr-D-Ala-Gly-N-methyl-Phe-Gly-
ol-enkefalina) hamuj¹ fagocytozê Candida albicans przez makrofagi [95]. Równie¿
inni selektywni agoni�ci tego samego typu receptora � endomorfina-1 i -2 hamuj¹
fagocytozê opsonizowanych bakterii Escherichia coli przez makrofagi [1, 2]. Co
ciekawe zarówno endomorfina-1, jak  i -2 nie wp³ywaj¹ na fagocytozê nieopsonizo-
wanych bakterii [1, 2, 31]. Wyniki te pozostaj¹ w sprzeczno�ci z zaobserwowanym
przez tych samych autorów stymuluj¹cym wp³ywem endormorfiny-1 i -2 na ekspresjê
integryny Mac-1, bêd¹cej receptorem czynnika C3b dope³niacza (inna nazwa receptora
to CR3) [1, 2, 31]. Z kolei wyniki wskazuj¹ce na hamuj¹cy wp³yw agonistów receptorów
typu MOR na ekspresjê receptorów zaanga¿owanych w fagocytozê: CR1, CR3 i FcγR
mo¿na znale�æ w pracy Weltersa i wspó³pracowników [102]. W zgodzie z tym pozostaj¹,
otrzymane przez Lugo-Chinchilla i wspó³pracowników [51], wyniki pokazuj¹ce, ¿e
morfina hamuje zale¿n¹ od FcγR fagocytozê w makrofagach, a zjawisko to jest
hamowane przez toksynê krztu�ca, co wskazuje na zaanga¿owanie w tym procesie
receptorów zwi¹zanych z bia³kami Gi. Podobne zjawisko obni¿enia ekspresji receptora
CR3 stwierdzono równie¿ w przypadku inkubacji neutrofili szpiku kostnego myszy z
agonist¹ receptorów typu KOR � U50,488H [46]. Przeciwne, tzn. wskazuj¹ce na
wzrost ekspresji receptorów CR1, CR3  i FcγR wyniki otrzymano z kolei inkubuj¹c
neutrofile z agonistami receptorów typu DOR [57].
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Wp³yw morfiny na fagocytozê zale¿y od czasu inkubacji komórek z opioidem oraz
od sposobu jego podania. I tak na przyk³ad morfina hamuje poch³anianie przez makrofagi
zopsonizowanych erytrocytów w 30. minucie inkubacji, ale nasila ten proces po 17
godzinach inkubacji [48]. W przypadku jednorazowego, ostrego podania morfiny lub
selektywnych agonistów receptorów opioidowych typu DOR wykazano zahamowanie
fagocytozy erytrocytów owcy (SRBC, ang. sheep red blood cells) przez mysie makro-
fagi otrzewnowe i zjawisko to by³o odwracane przez naltrekson. Z kolei chroniczne
podawanie morfiny powodowa³o u zwierz¹t rozwój tolerancji, co skutkowa³o zanikiem
hamuj¹cego dzia³ania morfiny na fagocytozê [14]. Inne ciekawe wyniki wskazuj¹ce
na kooperacjê receptorów opioidowych typu DOR i MOR w hamowaniu fagocytozy
uzyskali Tomassini i wspó³pracownicy [96]. Wykazali oni mianowicie, ¿e u myszy
nieposiadaj¹cych receptora typu MOR hamuj¹cy efekt dzia³ania agonistów receptora
DOR na fagocytozê by³ mniejszy ani¿eli obserwowany u myszy z czynnym receptorem
MOR. Ci sami autorzy nie stwierdzili wp³ywu agonistów receptorów typu KOR na
fagocytozê [96]. Z kolei Ichinose i wspó³pracownicy [30] stwierdzili, ¿e dynorfina A, a
w nieco mniejszym stopniu tak¿e α-neoendorfina, dynorfina B, dynorfina A(1-13) i
dynorfina A(6-17), powoduj¹ nasilenie fagocytozy w makrofagach otrzewnowych.
Podobnego zjawiska nie obserwowali natomiast w przypadku zastosowania leu-
enkefaliny, met-enkefaliny, β-neoendorfiny i dynorfiny A(9-17).

1.2. Zabijanie zale¿ne od tlenu

Wp³yw opioidów na wybuch tlenowy (ang. respiratory burst) zale¿y zarówno od
tego, jakiego typu agonistê wybrano do badañ, jak i od tego, na jakich komórkach
badania przeprowadzono. I tak na przyk³ad Menzebach i wspó³pracownicy [58]
stwierdzili, ¿e morfina hamuje wybuch tlenowy w ludzkich monocytach i zjawisko to
jest odwracane przez N-nitro-L-argininê (inhibitor syntazy tlenku azotu), jak równie¿
nalokson. Podobne wyniki wskazuj¹ce na hamuj¹cy wp³yw morfiny na wybuch tlenowy
w stymulowanych estrem forbolu (PMA) monocytach cz³owieka otrzymali Peterson i
wspó³pracownicy [67]. Równie¿ wyniki wskazuj¹ce na hamowanie wybuchu tlenowego
uzyskano badaj¹c wp³yw endomorfiny-1 i -2 na stymulowane PMA neutrofile [1, 2,
31]. Ci sami autorzy stwierdzaj¹, ¿e zarówno endomorfina-1, jak i -2 pobudzaj¹
niestymulowane neutrofile do wybuchu tlenowego. Ciekawe wyniki dotycz¹ce wp³ywu
opioidów na produkcjê wolnych rodników tlenowych otrzymali równie¿ Billert i
wspó³pracownicy [6]. Stwierdzili oni, ¿e β-endorfina hamuje wybuch tlenowy w
stymulowanych PMA makrofagach p³ucnych królika, a pobudza go w tych samych
komórkach, ale stymulowanych opsonizowanym zymosanem [6]. Kilka prac wskazuje
na stymuluj¹ce dzia³anie dynorfiny i β-endorfiny, ale nie morfiny, na wybuch tlenowy w
ludzkich makrofagach [84]. Mazenbach i wspó³pracownicy [57] stwierdzili, ¿e inkubacja
neutrofili krwi z agonistami receptorów opioidowych typu DOR powoduje wzrost
poziomu wolnych rodników tlenowych produkowanych przez te komórki. Równie¿
inkubacja stymulowanych PMA makrofagów otrzewnowych szczura z met-enkefalin¹
pobudza wydzielanie z tych komórek nadtlenku wodoru i reakcja ta jest odwracana
przez antagonistów receptora DOR1 [98].
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Z kolei wyniki naszego zespo³u wskazuj¹ na silne pobudzenie produkcji rodników
tlenowych w wysiêkowych leukocytach otrzewnowych pobranych od ryb i myszy
potraktowanych morfin¹ [15]. Podobne zjawisko nasilenia wybuchu tlenowego w
komórkach wysiêkowych od zwierz¹t potraktowanych morfin¹ obserwowano równie¿
u kurcz¹t [53].

1.3. Produkcja cytokin pro- i przeciwzapalnych oraz tlenku azotu

Szereg badañ wskazuje, ¿e opioidy zarówno w warunkach in vivo, jak i in vitro
wp³ywaj¹ na syntezê i wydzielanie cytokin pro- i przeciwzapalnych i w ten sposób
mog¹ modyfikowaæ  rozwój zapalenia. Okazuje siê, na przyk³ad, ¿e morfina hamuje
wydzielania czynnika martwicy nowotworu typu alfa (TNF-α, ang. tumor necrosis
factor) oraz interleukin 1 i 6 (IL-1 i IL-6) z makrofagów myszy, a zjawisko to zale¿ne
jest od receptorów opioidowych typu MOR, co wykazano w badaniach na myszach
genetycznie pozbawionych tego receptora [80]. Podobne, tzn. wskazuj¹ce na hamowanie
wydzielania TNF-α wyniki otrzymano dzia³aj¹c endomorfin¹-1 i -2 na stymulowane
PMA i lipopolisacharydem (LPS) makrofagi. Co jednak zaskakuj¹ce, w tym samym
uk³adzie eksperymentalnym endomorfiny hamowa³y równie¿ produkcjê przeciwzapalnej
IL-10, a stymulowa³y syntezê IL-1 [1, 2, 31]. Tak jak we wspomnianych ju¿  poprzednio
przypadkach  równie¿ wp³yw opioidów na syntezê cytokin zale¿y od sposobu podania
opioidu. Stwierdzono na przyk³ad, ¿e chroniczne podawanie morfiny myszom powoduje
wzrost produkcji TNF-α, IL-1 oraz tlenku azotu (NO) i dzieje siê to za po�rednictwem
receptora MOR, bowiem efekt ten nie pojawia siê u myszy pozbawionych tego receptora
[101]. Natomiast domózgowe podanie morfiny powoduje u szczurów obni¿enie poziomu
tlenku azotu wydzielanego przez niestymulowane i stymulowane interferonem gamma
(IFN-γ) lub LPS makrofagi �ledziony. Ponadto morfina podana t¹ drog¹ powoduje te¿
spadek produkcji TNF-α w makrofagach stymulowanych LPS [26].

W warunkach in vitro selektywny agonista receptorów typu MOR � DAMGO
powoduje podniesienie poziomu chemokin: MCP-1/CCL2, RANTES/CCL5 i IP-10/
CXCL10 w monocytach krwi zarówno na poziomie mRNA, jak i bia³ka [103]. W przypadku
inkubacji stymulowanych LPS mysich makrofagów RAW 264.7 z agonistami receptorów
opioidowych typu DOR (DADLE - [D-Ala2, D-Leu5]-enkefalina, DPDPE � [D-Pen2,5]-
enkefalina i deltorfina) stwierdzono, ¿e deltorfina (selektywny agonista receptorów DOR2),
ale nie DADLE (nieselektywny agonista receptorów typu DOR) oraz DPDPE (selektywny
agonista receptorów DOR1) zmniejszaj¹ produkcjê TNF-α i MIP-2/CCL1. Co ciekawe,
agonista ten nie wp³ywa na poziom czynników transkrypcyjnych NF- κB (j¹drowy czynnik
transkrypcyjny κB, ang. nuclear factor kappa B) lub  AP-1, ale znacz¹co obni¿a
aktywacjê p38 MAPK [29]. Z kolei wp³yw met-enkefaliny na produkcjê tlenku azotu
wydzielanego przez stymulowane LPS makrofagi szczura odwracany jest przez
antagonistów receptorów DOR1 i MOR [98]. Kowalski i wspó³pracownicy [44] wykazali,
¿e inkubacja in vitro stymulowanych IL-1 lub IFN-γ mysich makrofagów otrzewnowych
z met-enkefalin¹ powoduje wzrost poziomu IL-6 w hodowli [44]. Podobne efekty
uzyskano, kiedy te same komórki stymulowano IFN-γ i LPS w obecno�ci selektywnych
agonistów receptorów typu MOR, DOR i KOR. Natomiast, kiedy opioidy zosta³y dodane
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8 godzin po stymulacji makrofagów, nie obserwowano zmian w poziomie wydzielonego
przez komórki tlenku azotu, co mo¿e �wiadczyæ, i¿ dzia³aj¹ one w tym wypadku na
poziomie transkrypcji genów [44].

Agonista receptora KOR � dynorfina A(1-13) powoduje spadek poziomu tlenku
azotu w stymulowanych LPS i IFN-γ mysich makrofagach linii J774, ale efekt ten nie
jest odwracany przez antagonistê tych receptorów � norbinaltorfinê [25]. Równie¿
obni¿enie poziomu IL-6 obserwowano po inkubacji stymulowanych LPS mysich
monocytów linii P388D1 z syntetycznym agonist¹ receptorów opioidowych typu KOR
� U50,488 [66].

Inkubacja in vitro mysich makrofagów ze specyficznymi agonistami receptorów
MOR � DAMGO i KOR - U-50488 powoduje spadek syntezy IL-12, ale nie IL-10. W
warunkach in vivo jednorazowe podanie myszom morfiny powoduje spadek poziomu
zarówno IL-12, jak i IL-10. Je¿eli natomiast morfina podawana by³a zwierzêtom
chronicznie, po trzech dniach zanika³ hamuj¹cy efekt morfiny na produkcjê IL-12, a po
10�12 dniach efekt obni¿aj¹cy poziom IL-10 [81].

Ciekawe wyniki dotycz¹ce powi¹zañ pomiêdzy produkcj¹ cytokin prozapalnych a
opioidami otrzymali Greeneltch i wspó³pracownicy [27]. Stwierdzili oni mianowicie, ¿e
podanie myszom BALB/c antagonisty receptorów opioidowych � naltreksonu powoduje
u nich obni¿enie poziomu TNF-α podczas posocznicy wywo³anej LPS i D-galaktozamin¹
(LPS+D-gal), ale nie w przypadku, gdy by³a ona wywo³ana gronkowcow¹ enterotok-
syn¹ B (SEB+D-gal). Jednak w przypadku potraktowania naltreksonem in vitro
stymulowanych LPS makrofagów szpiku, �ledziony i otrzewnej nie stwierdzono
podobnego zjawiska [27]. �wiadczyæ to mo¿e o tym, ¿e endogenne opioidy dzia³aj¹ce
za po�rednictwem receptorów zlokalizowanych w centralnym systemie nerwowym
dzia³aæ mog¹ przeciwzapalnie, poprzez hamowanie wydzielania cytokin. Fakt ten
potwierdzaæ te¿ mog¹ wyniki uzyskane przez Refojo i wspó³pracowników [77], którzy
wykazali, ¿e makrofagi �ledziony pozyskane od myszy nieposiadaj¹cych β-endorfiny
po stymulacji LPS wydzielaj¹ wiêcej IL-6 i TNF-α  ani¿eli myszy zdolne do produkcji
tego peptydu [77].

1.4. Chemotaksja

Met-enkefalina, β-endorfina i morfina dzia³aj¹ jak chemoatraktanty na wiele typów
leukocytów [20, 28, 59]. Jednak te same opioidy hamuj¹ migracjê komórek w kierunku
chemoatraktantów (np. TNF-α, RANTES/CCL5, C5a, fMLP) [28, 59]. Stwierdzono, ¿e
agoni�ci receptorów opioidowych, w tym tak¿e morfina, powoduj¹ zjawisko hetero-
logicznego odwra¿liwienia receptorów chemokin i innych czynników o charakterze
chemoatrakcyjnym, np. sk³adników C3a i C5a dope³niacza [28, 50, 79]. Najogólniej rzecz
ujmuj¹c  aktywacja  jednego  typu  receptora  zwi¹zanego  z  bia³kami  G (GPCR,  ang.
G protein-coupled receptor), w tym przypadku receptora opioidowego, mo¿e prowadziæ
do fosforylacji cytoplazmatycznego C-koñca innego receptora z rodziny GPCR, np.
receptora chemokin. Fosforylacja taka przeprowadzana jest przez kinazy bia³kowe PKA
lub PKC. Ufosforylowany receptor traci zdolno�æ do ponownego utworzenia kompleksu
heterodimeru z podjednostkami bia³ka G, a przez to staje siê niewra¿liwy na stymulacjê
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[79]. Zjawisko os³abienia migracji w kierunku chemoatraktantów w obecno�ci morfiny,
DAMGO i met-enkefaliny zaobserwowano w przypadku neutrofili i monocytów krwi
obwodowej ma³p Macaca mulatta i cz³owieka [28, 59]. Podobnego zjawiska
zahamowania chemotaksji nie zaobserwowano po zadzia³aniu dynorfiny A � agonisty
receptorów typu KOR [28]. Równie¿ w przypadku leukocytów szpiku kostnego myszy i
nerki g³owowej karasia srebrzystego inkubacja in vitro komórek z agonistami receptorów
opioidowych typu MOR i DOR (odpowiednio z morfin¹ i deltorfin¹) os³abia migracjê
tych komórek w kierunku surowicy aktywowanej zymosanem, bêd¹cej �ród³em
chemotaktycznych sk³adników dope³niacza. Z kolei U50,488H � selektywny agonista
receptorów opioidowych typu KOR nie wywo³uje podobnego os³abienia migracji komórek
myszy i ryb. ̄ aden z zastosowanych ligandów receptorów opioidowych nie wp³ywa na
migracjê leukocytów szpiku kostnego ¿aby wodnej [20]. Podobne zjawisko os³abienia
migracji w kierunku aktywowanej zymosanem surowicy zaobserwowano w przypadku
potraktowania otrzewnowych makrofagów szczura selektywnymi agonistami receptorów
opioidowych typu MOR � endomorfin¹-1 i -2 [1, 2, 31].

1.5. Apoptoza

W przypadku mysich i szczurzych makrofagów otrzewnowych, mysich makrofagów
linii J774.16 oraz monocytów krwi cz³owieka stwierdzono, ¿e w warunkach in vitro
morfina, a tak¿e inni agoni�ci receptorów opioidowych typu MOR, ale nie DOR, w
sposób zale¿ny od dawki i czasu powoduj¹ wzrost liczby komórek apoptotycznych [5,
86, 87]. Równie¿ w warunkach in vivo, po jednorazowym dootrzewnowym podaniu
myszom i szczurom morfiny zaobserwowano wzrost apoptozy makrofagów otrzewno-
wych [5]. Ci sami autorzy stwierdzaj¹, ¿e morfina zwiêksza ekspresjê indukowalnej
syntazy tlenku azotu (iNOS, ang. inducible nitric oxide synthase) i wydzielanie tlenku
azotu zarówno w niestymulowanych, jak i stymulowanych LPS makrofagach i zjawisko
to jest odwracane przez inhibitory syntazy tlenku azotu � L-NAME (N

w
-Nitro-L-

arginina) i L-NMMA (NG-Methyl-L-arginina). Co ciekawe, obydwie te substancje
hamuj¹ równie¿ zale¿n¹ od morfiny apoptozê makrofagów, co wskazuje na istotn¹ rolê
tlenku azotu w tym przypadku. Badania tego samego zespo³u sugeruj¹ równie¿, ¿e
morfina aktywuje oksydazê NADPH, co z kolei powoduje wzrost poziomu wolnych
rodników tlenowych. Podobnie jak to mia³o miejsce w przypadku tlenku azotu, równie¿
zablokowanie oksydazy NADPH znosi proapoptotyczne dzia³anie morfiny [5]. Podobne
wyniki wskazuj¹ce na zaanga¿owanie tlenku azotu i wolnych rodników w indukowanej
przez morfinê apoptozie makrofagów znale�æ mo¿na w pracy Kapasi i wspó³pracow-
ników [36]. Autorzy ci stwierdzaj¹, ¿e morfina wzmaga apoptozê mysich makrofagów
i zjawisko to jest odwracane zarówno przez inhibitory syntazy tlenku azotu (L-NAME
i L-NMMA), jak równie¿ zmiatacze wolnych rodników (np. dysmutaza ponadtlenkowa
i katalaza) [36]. Kolejnym czynnikiem zaanga¿owanym w procesie stymulowanej przez
morfinê apoptozy makrofagów okaza³ siê byæ czynnik wzrostu TGF-β i znowu podanie
przeciwcia³ anty-TGF przeciwdzia³a³o wywo³ywanej przez morfinê apoptozie [86].

Stwierdzono ponadto, ¿e zarówno niestymulowane, jak i stymulowane TNF-α ludzkie
neutrofile krwi obwodowej hodowane w obecno�ci met-enkefaliny i β-endorfiny
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wykazuj¹ wy¿sz¹ apoptozê ani¿eli komórki hodowane bez opioidów, a efekt ten
odwracany jest przez naltrekson [94].

1.6. Prezentacja antygenu

Bardzo ma³o wiadomo na temat wp³ywu opioidów na zdolno�æ komórek APC
(komórki dendrytyczne, limfocyty B i makrofagi) do prezentacji antygenu. W warunkach
in vivo nie stwierdzono wp³ywu morfiny podanej jednorazowo na ekspresjê cz¹steczek
g³ównego kompleksu zgodno�ci tkankowej klasy II (MHC-II, ang. major histocompati-
bility complex) w monocytach szczura. Takie potraktowanie zwierz¹t w sposób istotny
statystycznie obni¿y³o natomiast ekspresjê MHC-II na limfocytach B [3]. Z kolei w
warunkach in vitro agoni�ci receptorów opioidowych typu KOR � dynorfina A i
U50,488H hamuj¹ zdolno�æ komórek dendrytycznych do pobudzenia proliferacji
limfocytów T, podczas gdy zdolno�æ do poch³aniania antygenu przez te komórki pozostaje
niezmieniona [39].

W tabeli 1 podjêto próbê usystematyzowania danych na temat wp³ywu opioidów na
aktywno�æ fagocytów. W tym miejscu trzeba jednak zaznaczyæ, ¿e ka¿de takie
zestawienie bêdzie u³omne, bowiem nie uwzglêdnia ró¿nych sposobów podania opioidów,
ró¿nych ich dawek, a tak¿e gatunkowej specyfiki odpowiedzi.

2. OPIOIDY  A  ODCZYN ZAPALNY

2.1. Wp³yw opioidów na zapalenie

Wszystkie wymienione aktywno�ci fagocytów sk³adaj¹ siê na odczyn zapalny, którego
celem jest nap³yw komórek immunokompetentnych do ogniska zapalnego i efektywna
eliminacja czynnika, który reakcjê wywo³a³ [54]. W pierwszym etapie zapalenia, w wyniku
aktywacji osiad³ych makrofagów i komórek tucznych dochodzi do uwolnienia czynników
naczyniowoaktywnych (histaminy, leukotrienów cysteinowych itp.) i do wzrostu
przepuszczalno�ci lokalnych naczyñ krwiono�nych, co wi¹¿e siê z wynaczynieniem do
ogniska zapalenia szeregu bia³ek osocza [43, 54]. Drugim niezwykle istotnym etapem
zapalenia jest migracja leukocytów z ³o¿yska naczyniowego do miejsca reakcji. W ostrym
odczynie zapalnym s¹ to najpierw neutrofile, które poprzedzaj¹ monocyty/makrofagi [43,
54]. Wa¿nymi mediatorami tego zjawiska s¹ cytokiny i chemokiny prozapalne, takie jak:
IL-1, TNF-α, IL-6, IL-8 /CXCL8, MCP-1/CCL2 [43, 54].

Najwiêcej danych dotycz¹cych wp³ywu opioidów na odczyn zapalny otrzymano
stosuj¹c ró¿nego typu zwierzêce modele zapalenia, takie jak: zapalenie stawów, zapalenie
³apy, jelita grubego i zapalenie jamy otrzewnej. W badaniach z wykorzystaniem tego
ostatniego modelu stwierdzono miêdzy innymi, ¿e równoczesne dootrzewnowe podanie
morfiny wraz ze stymulantem wywo³uj¹cym odczyn zapalny (tioglikolatem, zymosanem)
powoduje w wielu przypadkach os³abienie nap³ywu leukocytów do miejsca zapalenia
[15, 16, 19, 42, 64, 70]. Zjawisko takie zaobserwowano u kilku szczepów myszy (Swiss,
C57/Bl, Balb/c, CB6, C3H) [15, 19, 42, 64, 70], u królików [97], a tak¿e u  przedstawicieli
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ryb kostnoszkieletowych (³ososia atlantyckiego, karasia srebrzystego i karpia królewskie-
go) [15, 17, 19, Chadziñska i wsp., w przygotowaniu]. Przypuszczalnie jest to konsek-
wencj¹ obni¿enia poziomu czynników chemotaktycznych [15, 16, Chadziñska i wsp.,
w przygotowaniu]. Podobne zjawisko obni¿enia migracji leukocytów do ogniska
zapalenia obserwowano równie¿ po chronicznym podaniu morfiny u zwierz¹t z
zaka¿eniem S. pneumoniae. By³o to zwi¹zane z zahamowaniem zale¿nej od NF-κB
transkrypcji genów koduj¹cych chemokinê MIP-2/CXCL1 i cytokiny prozapalne [100].
Wywo³ane opioidami os³abienie migracji leukocytów do ogniska zapalenia mo¿e mieæ
równie¿ zwi¹zek ze zmianami we wra¿liwo�ci receptorów chemoatraktantów, o którym
to zjawisku by³a ju¿ mowa wcze�niej (rozdzia³ 1.4.). W przypadku myszy Swiss
stwierdzono ponadto, ¿e lokalne podanie morfiny do ogniska zapalenia wzmaga zale¿n¹
od kaspaz apoptozê komórek wysiêkowych [Natorska i wsp., w przygotowaniu].
Najprawdopodobniej zwiêkszona apoptoza leukocytów u zwierz¹t potraktowanych
morfin¹ jest konsekwencj¹ podniesienia u nich poziomu tlenku azotu [Natorska i wsp.,
w przygotowaniu]. O podobnym zjawisku proapoptotycznego dzia³ania morfiny
wspomniano ju¿ w rozdziale dotycz¹cym apoptozy (rozdzia³ 1.5). Byæ mo¿e na os³abienie
migracji leukocytów do ogniska zapalnego w przypadku modulowanego morfin¹
zapalenia otrzewnej myszy wp³ywaæ mo¿e równie¿ poziom enzymów odpowiedzialnych
za trawienie macierzy zewn¹trzkomórkowej � metaloproteinaz. Z jednej strony
Ko³aczkowska i wspó³pracownicy [40] wykazali, ¿e metaloproteinaza 9 bierze udzia³
w migracji leukocytów podczas wywo³anego zymosanem zapalenia jamy otrzewnej, a
z drugiej strony istniej¹ doniesienia, ¿e morfina mo¿e wp³ywaæ na obni¿enie poziomu
metaloproteinaz [82]. Wywo³ane morfin¹ zmniejszenie migracji leukocytów do ogniska
zapalenia mo¿na równie¿ t³umaczyæ wp³ywem tego opioidu na interakcje leukocyty �
�ródb³onek. Warto w tym miejscu przypomnieæ, ¿e na skutek dzia³ania mediatorów
prozapalnych dochodzi do aktywacji komórek �ródb³onka i leukocytów w naczyniach i
do wzmo¿onej ekspresji bia³ek przylegania [54]. Istniej¹ doniesienia, ¿e chroniczne
podawanie morfiny powoduje u myszy obni¿enie interakcji leukocytów ze �ródb³onkiem
(zmniejszenie toczenia siê i przylegania komórek), a zjawisko to odwracane jest przez
inhibitory syntazy tlenku azotu [65].

Trzeba jednak zaznaczyæ, ¿e hamuj¹ce dzia³anie morfiny na odczyn zapalny jamy
otrzewnej nie jest zjawiskiem ogólnobiologicznym, nie zaobserwowano go bowiem u
p³azów [19, 41], kurcz¹t [53], niektórych szczepów szczurów [23], a tak¿e u myszy
szczepu CBA [64, 88, 89, Natorska i wsp., w przygotowaniu]. Szczególnie to ostatnie
wydaje siê ciekawe, bo wiele danych wskazuje, i¿ w tym przypadku wyj¹tkowo�æ
myszy CBA polega na wystêpowaniu w ich otrzewnej znacznie wiêkszej liczby
mastocytów, ni¿ ma to miejsce u myszy szczepów wra¿liwych na dzia³anie morfiny
[90]. Na zaanga¿owanie komórek tucznych w wywo³anym przez morfinê zahamowaniu
odczynu zapalnego wskazuj¹ równie¿ wyniki uzyskane przez Kolaczkowsk¹ i wspó³-
pracowników [42]. Wykazali oni, ¿e u myszy pozbawionych komórek tucznych (zarówno
farmakologicznie przez u¿ycie czynnika degranuluj¹cego 48/80, jak i genetycznie) nie
dochodzi do zale¿nego od morfiny zahamowania odczynu zapalnego. Podobnych
rezultatów nie uzyskano po eksperymentalnym pozbawieniu zwierz¹t makrofagów
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otrzewnowych [19]. Inn¹ przyczyn¹ braku zahamowania nap³ywu leukocytów do jamy
otrzewnej podczas zapalenia u myszy CBA potraktowanych morfin¹ mo¿e byæ
zaobserwowana u nich ni¿sza ekspresja receptorów opioidowych na leukocytach w
porównaniu do tej obserwowanej np. u myszy Swiss [Natorska i wsp., w przygotowaniu].

Na zale¿ne od szczepu ró¿nice we wra¿liwo�ci na opioidy wskazuj¹ równie¿ badania
na szczurach. Stwierdzono mianowicie, ¿e lokalne podanie met-enkefaliny do ³apy
szczurów DA (Dark Aguti) z zapaleniem wywo³anym konkanawalin¹ A (Con A)
powoduje zmniejszenie obrzêku, natomiast zjawisko przeciwne, tj. nasilenie obrzêku
obserwowano w tym samym uk³adzie eksperymentalnym u szczurów szczepu AO
(Albino Oxford). W przypadku tego pierwszego zjawiska by³o ono odwracane przez
nalokson (nieselektywny antagonista receptorów opioidowych) i naltrindol (selektywny
antagonista receptorów DOR). Natomiast zjawisko wywo³anego met-enkefalin¹
nasilenia obrzêku blokowa³y nalokson, nor-binaltorfina (antagonista receptorów KOR)
i β-funaltreksamina (antagonista receptorów MOR) [91].

Z kolei w pracy dotycz¹cej wp³ywu morfiny na odczyn zapalny jamy otrzewnej u
kurcz¹t wykazano, ¿e kierunek zadzia³ania morfiny zale¿y od p³ci zwierz¹t [53].
Przeciwnie ni¿ w opisywanych poprzednio przypadkach, u kurcz¹t morfina nasila³a
zapalenie wywo³ane dootrzewnowym podaniem tioglikolatu, ale dzia³o siê tak tylko u
samców, podczas gdy u samic nie obserwowano wp³ywu morfiny na odczyn zapalny
[53]. Podobne zjawisko nasilenia nacieku neutrofili do otrzewnej zwierz¹t potraktowa-
nych podskórnie morfin¹ stwierdzono równie¿ podczas odczynu zapalnego jamy
otrzewnej u szczurów Lewis [23].

Ciekawych informacji na temat wp³ywu opioidów na odczyn zapalny dostarczy³y
równie¿ prace Pol i Puig, opieraj¹ce siê na modelu zapalenia jelit u myszy [np. 71�75].
Pol i Puig stwierdzi³y miêdzy innymi, ¿e zmiany przepuszczalno�ci naczyniowej w tym
modelu zapalenia s¹ w wiêkszym stopniu modulowane przez agonistów receptorów
opioidowych typu DOR i MOR ni¿ przez agonistów receptorów KOR [73]. Wyniki
potwierdzaj¹ce przeciwzapalne dzia³anie agonistów receptora MOR pochodz¹ równie¿
z pracy Philippe i wspó³pracowników [69]. Zaobserwowali oni, ¿e podskórne podanie
selektywnych agonistów receptorów MOR � DALDA i DAMGO powoduje redukcjê
eksperymentalnego zapalenia jelita grubego, a efekt ten jest odwracany przez nalokson.
O przeciwzapalnym dzia³aniu ligandów receptorów opioidowych typu MOR �wiadczy
te¿ znacznie wy¿sza ni¿ u normalnych myszy �miertelno�æ obserwowana podczas
zapalenia jelita w przypadku zwierz¹t z zablokowanym genem koduj¹cym MOR.
Najprawdopodobniej endogenne peptydy opioidowe wi¹¿¹c siê z receptorami typu MOR
wp³ywaj¹ na produkcjê cytokin i proliferacjê leukocytów [69]. Warto jednak wspomnieæ,
¿e istniej¹ te¿ dowody wskazuj¹ce na udzia³ agonistów receptorów KOR w hamowaniu
zapalenia jelit [34]. Zaobserwowano, ¿e agonista receptorów KOR � U50,488H hamuje
zmiany w przepuszczalno�ci naczyñ krwiono�nych podczas ostrego i chronicznego
zapalenia jelit, przy czym hamowanie to jest znacznie silniejsze podczas zapalenia
chronicznego i zjawisko to jest odwracane przez inhibitory syntazy tlenku azotu [34].
Równie¿ silny hamuj¹cy wp³yw agonistów receptorów KOR na zapalenie stawów
zaobserwowa³ Walker [99]. Zauwa¿y³ on, ¿e zwi¹zki te powoduj¹ obni¿enie ekspresji
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bia³ek przylegania, zahamowanie migracji leukocytów oraz redukcjê ekspresji i
wydzielania TNF [99].

Równie¿ lokalne podanie nietypowych peptydów opioidowych, jak endomorfina-1
czy hemorfina hamuje ostry odczyn zapalny i zjawisko to jest odwracane przez nalokson
[38]. Na przyk³ad u myszy perfuzja stawów, objêtych zapaleniem endomorfin¹-1,
spowodowa³a zmniejszenie przepuszczalno�ci naczyñ i zjawisko to by³o blokowane
przez antagonistê receptorów MOR � CTOP [56]. Z kolei na udzia³ nocyceptyny w
modulacji zapalenia wskazuj¹ badania z u¿yciem myszy z genetycznie zablokowanym
genem koduj¹cym receptor nocyceptyny, u których obserwowano zmniejszon¹ ekspresjê
adresyny MAdCAM-1 oraz zmniejszony naciek leukocytów do ogniska zapalnego [37].

2.2. Wp³yw zapalenia na uk³ad opioidowy

2.2.1. Zmiany endogennych peptydów opioidowych

Jak ju¿ wspomniano, niezwykle pomocne w rozszyfrowaniu powi¹zañ pomiêdzy
opioidami a odczynem zapalnym s¹ ró¿nego rodzaju zwierzêce modele zapalenia. W
ka¿dym z zastosowanych modeli w ognisku zapalenia, jak równie¿ w narz¹dach
limfatycznych i strukturach neuroendokrynnych obserwuje siê zmiany poziomu
endogennych peptydów opioidowych. I tak na przyk³ad u szczurów z eksperymentalnym
zapaleniem stawów obserwuje siê w �ledzionie i grasicy wzrost poziomu endomorfiny-1,
ale nie endomorfiny-2. U niektórych  z tych szczurów wystêpuje równie¿ podniesienie
poziomu obydwóch endomorfin w stawach, podczas gdy nie stwierdza siê obecno�ci
tych opioidów w tkankach pobranych ze stawów zdrowych zwierz¹t [33]. Ci sami autorzy
donosz¹ ponadto, ¿e zarówno endomorfina-1, jak i -2 (w mniejszej ilo�ci) obecne s¹ w
leukocytach krwi obwodowej zdrowych ludzi [33]. W tym samym typie odczynu zapalnego
dochodzi równie¿ do podniesienia w ognisku zapalenia poziomu dynorfiny B i met-
enkefaliny-Arg6-Phe7 [88]. Metodami immunohistochemicznymi wykazano obecno�æ
enkefalin, ale nie dynorfin podczas stanu zapalnego w maziówce, szpiku kostnym, okostnej
i ko�ciach w okolicy stawów [4]. W maziówce pacjentów z zapaleniem stawów zwiêksza
siê te¿ poziom nocyceptyny [24]. Podobne zjawisko, podniesienia poziomu nocyceptyny
stwierdzono równie¿ u myszy podczas eksperymentalnego zapalenia jelita grubego [37].

Bardzo wiele istotnych informacji na temat zmian w uk³adzie opioidowym przynios³y
prace wykorzystuj¹ce model wywo³anego podaniem adjuwanta Freunda zapalenia ³apy
u szczura. S¹ to g³ównie prace pochodz¹ce z zespo³u Christopha Steina. Stwierdzili oni
miêdzy innymi, ¿e po podaniu szczurom do ³apy czynnika prozapalnego obserwuje siê
pojawienie leukocytów wysiêkowych zawieraj¹cych β-endorfinê, met-enkefalinê,
dynorfinê A [52], a tak¿e endomorfinê-1 i -2 [47, 62]. We wczesnych stadiach odczynu
zapalnego leukocytami zawieraj¹cymi opioidy s¹ granulocyty, pó�niej (96 h po podaniu
adjuwanta Freunda) s¹ to monocyty i makrofagi [78]. Stwierdzono ponadto, ¿e w
czwartym dniu zapalenia liczba komórek wysiêkowych zawieraj¹cych peptydy opioidowe
wzrasta prawie 6-krotnie w stosunku do stanu wyj�ciowego [78]. Zahamowanie migracji
leukocytów do ogniska zapalnego poprzez zablokowanie obecnej na �ródb³onku cz¹stecz-
ki przylegania ICAM-1 (CD54) powoduje dramatyczny spadek poziomu opioidów w
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ognisku zapalenia, co powoduje obni¿enie analgezji, wywo³anej stresem lub podaniem
kortykoliberyny [52]. Podobn¹ do ICAM-1 rolê w migracji do ogniska zapalnego komórek
zawieraj¹cych β-endorfinê spe³niaj¹ ponadto selektyny L, P i E, oraz PECAM-1 [61].
Tak¿e równoczesne zablokowanie receptorów chemokin MIP-2/CCL1 i KC/CXCL1
powoduje obni¿enie migracji leukocytów zawieraj¹cych opioidy [10].

Czynnikami bardzo silnie pobudzaj¹cymi uwalnianie opioidów w ognisku zapalnym
s¹ stres oraz lokalne podanie noradrenaliny. Spowodowane podaniem noradrenaliny
uwalnianie opioidów hamowane jest przez antagonistów receptorów adrenergicznych
alfa(1), alfa(2) i beta(2) [7]. Podobne zjawisko zwiêkszonego uwalniania β-endorfiny z
leukocytów wysiêkowych obserwuje siê po podaniu kortykoliberyny szczurom z
eksperymentalnym zapaleniem ³apy. Immunohistochemicznie stwierdzono wysok¹
koekspresjê β-endorfiny i obydwu typów receptorów kortykoliberyny (CRHR1 i
CRHR2) w makrofagach/monocytach, granulocytach i limfocytach zarówno we krwi,
jak i w ognisku zapalenia [60]. Kortykoliberyna powoduje równie¿ uwalnianie z
leukocytów met-enkefaliny i dynorfin. Lokalnie podana IL-1 powoduje równie¿
uwolnienie z leukocytów β-endorfiny i dynorfiny, ale nie met-enkefaliny [11, 12].

Podobne zjawisko wzrostu poziomu endogennych peptydów opioidowych obserwuje
siê u myszy z wywo³anym zymosanem zapaleniem jamy otrzewnej [19, 21]. Zjawisko
to jest szczególnie wyra�ne w przypadku poziomu met-enkefaliny, której poziom
drastycznie wzrasta ju¿ 30 minut po podaniu zymosanu w p³ynie wysiêkowym, przy
równoczesnym spadku tego peptydu w leukocytach, pr¹¿kowiu i podwzgórzu [17, 18].
Ponadto stwierdzono, i¿ w czwartej godzinie zapalenia w leukocytach otrzewnowych
dochodzi do zwiêkszenia poziomu mRNA koduj¹cego prodynorfinê i do wzrostu poziomu
dynorfiny w p³ynie wysiêkowym [22]. W badanych punktach czasowych poziom
ekspresji proopiomelanokortyny w leukocytach pozostawa³ niezmieniony, wzrasta³
natomiast poziom β-endorfiny w p³ynie wysiêkowym [22].

Uwa¿a siê, ¿e interakcja endogennych peptydów opioidowych pochodz¹cych z
leukocytów zapalnych z obwodowymi receptorami opioidowymi mo¿e skutkowaæ siln¹
analgezj¹ obwodow¹, a immunosupresja mo¿e ca³kowicie znosiæ to zjawisko [32].

2.2.2. Zmiany ekspresji receptorów opioidowych

Podczas tocz¹cego siê odczynu zapalnego dochodzi równie¿ do zmian w ekspresji
receptorów opioidowych. Na przyk³ad u pacjentów z zapaleniem jelit stwierdza siê
podniesienie poziomu mRNA koduj¹cego receptory opioidowe typu MOR [68]. Podobne
zjawisko wzrostu ekspresji receptorów opioidowych MOR obserwuje siê równie¿ w
zwojach korzeni grzbietowych u szczurów z zapaleniem ³apy [61, 62]. Dodatkowo w
tym modelu zapalenia stwierdzono, ¿e podczas odczynu zapalnego dochodzi do wzrostu
transportu aksonalnego receptorów opioidowych do zakoñczeñ w³ókien czuciowych
[63]. W tym samym modelu zapalenia stwierdzono wzrost w rdzeniu krêgowym ekspresji
mRNA koduj¹cego receptory DOR [13] i KOR [76]. Podobny efekt wzrostu ekspresji
receptorów opioidowych typu DOR uzyskano równie¿ podaj¹c szczurom IL-1. Nato-
miast lokalne podanie antagonisty receptora IL-1 blokuje to zjawisko, ale nie wp³ywa
na infiltracjê miejsca zapalenia przez leukocyty [76]. Z kolei po potraktowaniu in vitro
komórek ludzkiej neuroblastomy SH SY5Y IL-6 dochodzi do wzrostu ekspresji receptora
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opioidowego MOR, ale nie
DOR i zjawisko to zale¿ne jest
od czynników transkrypcyj-
nych  STAT1  i  STAT3  [9].  Z
kolei w zjawisko stymulacji
ekspresji receptorów MOR
przez TNF-α zaanga¿owany
jest NF-κB, ale nie AP-1 [45].
Równie¿ podczas chroniczne-
go zapalenia jelit u myszy do-
chodzi w jelicie czczym i �lu-
zówce do wzrostu poziomu
receptorów opioidowych DOR
i KOR [34] oraz MOR [74].
Co ciekawe zjawisko zwiêk-
szonej ekspresji receptorów
MOR wystêpuje tylko u myszy
maj¹cych sprawny gen kodu-
j¹cy iNOS [74]. S¹dzi siê, ¿e
wy¿sza ekspresja receptorów
opioidowych w miejscu zapa-
lenia powoduje, i¿ dzia³anie
przeciwbólowe miejscowo sto-
sowanych opioidów, jak rów-
nie¿ tych dostarczanych przez
leukocyty jest silniejsze w wa-
runkach tocz¹cego siê odczy-
nu zapalnego [32]. Nie mo¿na
jednak zapominaæ, ¿e istniej¹ prace, które nie wykazuj¹ zmian w ekspresji receptorów
opioidowych typu MOR, DOR i  KOR podczas tocz¹cego siê odczynu zapalnego [88]
oraz takie, w których stwierdzono wrêcz spadek ekspresji receptorów [49]. Trzeba równie¿
pamiêtaæ, ¿e zmiany w ekspresji receptorów opioidowych podczas zapalenia dotyczyæ
mog¹ nie tylko zakoñczeñ nerwowych, ale równie¿ leukocytów. I tak na przyk³ad w 24
godzinie zapalenia jamy otrzewnej myszy wywo³anego podaniem zymosanu stwierdzono
wzrost ekspresji mRNA koduj¹cego receptor MOR i spadek mRNA dla receptorów
KOR  na leukocytach wysiêkowych [22].

4. PODSUMOWANIE

Model odczynu zapalnego jamy otrzewnej wywo³anego podaniem sterylnego
stymulanta, np. zymosanu lub tioglikolatu okaza³ siê niezwykle przydatny w badaniach
oddzia³ywañ pomiêdzy opioidami a odporno�ci¹ nieswoist¹. Pozwoli³ miêdzy innymi na

RYCINA 1. Uproszczony schemat prawdopodobnych oddzia³y-
wañ pomiêdzy opioidami a  odczynem zapalnym. (+) � stymulacja,
(-) � hamowanie (opis w tek�cie)

.
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wykazanie, ¿e u wiêkszo�ci przebadanych pod tym k¹tem szczepów myszy oraz u ryb
kostnoszkieletowych podana lokalnie morfina hamuje nap³yw do ogniska zapalnego
leukocytów [np. 15, 16, 19]. Dzieje siê tak miêdzy innymi na skutek obni¿enia syntezy/
wydzielania czynników chemotaktycznych, jak równie¿ poprzez heterologiczne odwra¿li-
wienie receptorów dla tych czynników [20]. Wstêpne wyniki dotycz¹ce wp³ywu morfiny
na produkcjê cytokin nie s¹ jednoznaczne, u myszy Swiss nie stwierdzono bowiem
zmian w ich poziomie [17], natomiast zmiany takie obserwuje siê u karpia [Chadzinska
i wsp., w przygotowaniu]. Ponadto morfina w ognisku zapalenia powoduje wzmo¿one
wydzielanie rodników tlenowych i tlenku azotu, co z kolei indukuje zale¿n¹ od kaspaz
apoptozê komórek zapalnych (ryc. 1). Wykorzystuj¹c ten sam model stwierdzono
ponadto, ¿e znajduj¹ce siê w ognisku zapalenia leukocyty zdolne s¹ do do produkcji i
wydzielania peptydów opioidowych, które spe³niaj¹ funkcje zarówno przeciwbólowe,
jak i immunomodulacyjne [17, 18, 21, 22]. Dodatkowo stwierdzono, ¿e podczas zapalenia
otrzewnej dochodzi do zmian ekspresji receptorów opioidowych na powierzchni komórek
wysiêkowych [22] (ryc. 1).

A zatem wspó³praca uk³adu opioidowego i odporno�ciowego w utrzymaniu równowagi
albo te¿ w dostosowaniu siê do stanu zaburzonej równowagi (allostaza) podczas tocz¹cego
siê odczynu zapalnego nie ulega ju¿ w¹tpliwo�ci. Jednak wiele elementów tej �uk³adanki�
nie zosta³o jeszcze odkrytych, a wiele wymaga dalszych badañ.

Podziêkowanie

Bardzo dziêkujê Pani Prof. dr hab. Barbarze P³ytycz za dyskusjê i uwagi.
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