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1. Wstep

W ostatnich latach obserwujemy dynamiczny rozw6j wiedzy na temat
mechanizméw powstawania bdlu, ale réwniez jego istoty i metod leczenia. W dzisiejszych
czasach zniesienie bdlu nie jest problemem samym w sobie, problemem sg liczne dziatanie
uboczne standardowo stosowanych w tym celu preparatéw, jak rowniez przechylajaca sie
szala skutecznosci leczenia przeciwbdlowego i przeciwzapalnego na niekorzystna strone
interakcji i zaburzen metabolicznych wywotanych leczeniem. Zasady farmakoterapii bolu
kaza likwidowa¢ go niezaleZnie od przyczyny, a leczenie powinno wyprzedza¢ moment
pojawienia sie bolu i by¢ w najdogodniejszej dla pacjenta formie, z mozliwie najmniejszym
wptywem negatywnym na organizm. W przypadkach bardziej skomplikowanych leczenie

farmakologiczne powinno by¢ uzupetnione przez fizyko- lub psychoterapie.

Wedtug danych Gléwnego Urzedu Statystycznego (GUS) z 2013 roku, w Polsce
sprzedano ponad 2 miliardy tabletek preparatéw leczniczych wydawanych bez recepty
lekarskiej, z grupy tzw. OTC (z ang. over-the-counter). Zdecydowana wieksza czes$¢
sprzedawanych preparatéw zawierata w swoim skltadzie komponente o dziataniu
przeciwbolowym lub/i przeciwzapalnym, w przerdznych dawkach, kombinacjach i
wskazaniach do stosowania. Od wielu lat rynek farmaceutyczny obraca sie wokét lekdw o
tej samej budowie chemicznej. Niesteroidowe leki przeciwzapalne (NLPZ) stanowig jedng
z lepiej poznanych pod wzgledem wtasciwosci farmakologicznych grupag lekéow i

najczesciej wybierana posrod pacjentow.

Malejaca kontrola nad lekiem zwigzana jest przede wszystkim ze wzgledu na
rosngca ilos¢ preparatow z komponentg przeciwbolowa i przeciwzapalng na rynku
farmaceutycznym, zmiana klasyfikacji dostepnosci preparatéw leczniczych dostepnych
dotychczas jedynie z przepisu lekarza na kategorie OTC, wszechobecna reklama w
mediach, dostepno$¢ tych preparatéw na potkach sklepowych czy stacjach benzynowych,
ktére sprzedawne s3 bez jakiegokolwiek nadzoru. Powyzej opisana sytuacja powinna
rodzi¢ obawy ze strony lekarzy i farmaceutéw, ale przede wszystkim urzednikéw
panstwowych odpowiedzialnych za polityke zdrowotna. Niekontrolowane spozywanie

srodkéw przeciwbdélowych wigze sie z narastajgcymi problemami zdrowotnymi
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pacjentéw, wystepowaniem czestych dziatan niepozadanych, a w konsekwencji nowych

dolegliwosci i schorzen, ktore niejednokrotnie wymagajg hospitalizacji lub ja wydtuzaja.

Naukowcy na catym $wiecie poswiecaja wiele wysitku, aby znaleZ¢ nowe
substancje aktywne, ktére bylyby wysoko wyspecjalizowane w zwalczaniu przyczyn
powstawania boélu, jego hamowania, i ktére pozwolityby na najszybsze i najskuteczniejsze
zniesienie stanu zapalnego. Ponadto, kolejnym kryterium miezwykle istotnym w kazdej
terapii jest wyodrebnienie czasteczki o mozliwie najwyzszym wspétczynniku
bezpieczenstwa stosowania, a zatem charakteryzujacg sie bardzo niska toksycznos$cia
podczas przewlektego podawania. Ze wzgledu na dodatkowy czynnik, jakim jest
wystepowanie wspotistniejacych choréb przewlektych, nowa czasteczka nie powinna

dawac interakcji z innymi lekami, w przypadku stosowania politerapii.

Poszukiwania nowych, efektywnie dziatajacych, a jednocze$nie bezpiecznych
preparatéw, skierowato badaczy w kierunku fitoterapii i promowania zwigzkéw szeroko
rozpowszechnionych w naturze. Duzym zainteresowaniem cieszg sie pochodne kwasu
oleanolowego, ktéry ze wzgledu na swoja budowe chemiczng nalezy do bardzo
zréznicowanej grupy pod wzgledem struktury chemicznej, tzw. triterpenoidéw.
W badaniach eksperymentalnych in vitro i in vivo, wykazano wielokierunkowos¢
aktywnos$ci pochodnych triterpenowych, a do tej pory najmocniej zostato zaznaczone
dziatanie przeciwdrobnoustrojowe oraz metaboliczne, zwigzane z przemianami lipidowo-
weglowodanowymi, z ktérych warto wyszczeg6lni¢ aktywno$¢ przeciwmiazdzycowa.
Kolejne doniesienia wskazuja na silne dzialanie hepatoprotekcyjne pochodnych,
stosowanych w przebiegu uszkodzenia watroby przez kancerogeny i czynniki
hepatotoksyczne, ich dziatanie antyoksydacyjne, a takze coraz czesciej udowadniane
dziatanie przeciwnowotworowe oraz dziatanie przeciwzapalne. Dotychczasowe prace
dotyczace dzialania przeciwzapalnego pochodnych kwasu oleanolowego, skupiajg sie
przede wszystkim wokot chordb o podiozu neurodegeneracyjnym (parkinsonizm, choroba
Alzheimer’a, plgsawica Huntington’a), z wspotistniejgcym bdlem neuropatycznym, ale

prowadzone s3 badania nad ich ewentualnym zastosowaniu w hamowaniu zapalenia.

Jednak pomimo wielu doniesien naukowych oraz szeroko stosowanych
praparatéw triterpenowych w medycynie ludowej, zwlaszcza na terenach Azji, jak do tej
pory nie udato sie jednoznacznie ustali¢c ich molekularnego mechanizmu dziatania
przeciwzapalnego i/lub dziatania przeciwbdélowego, co pozwolito by na rozwdj terapii

celowanej i bardziej precyzyjne stosowanie tych srodkéw u potrzebujgcych pacjentow.
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2. Czes¢ Teoretyczna

2.1. PODLOZE PROCESU ZAPALNEGO

Kazdy organizm zZywy dazy do osiggniecia hemostazy. Ma to miejsce dzieki
wykorzystaniu oraz funkcjonowaniu wielu wysoko wyspecjalizowanych uktadéw, jak
réwniez zréznicowanych mechanizméw obrony, ktére pozwalajg zaadoptowaé go do
otaczajacego Srodowiska. Pozwalajg one na szybka reakcje w razie narazenia na czynniki i
bodzce stresowe dla organizmu, doprowadzajac do neutralizacji czynnika szkodliwego.
Zapalenie lub odczyn zapalny (z tac. inflammatio) jest reakcjg obronng organizmu, ktora
ma na celu usuniecie lub zniszczenie przyczyny uszkodzenia komoérek, z czesto
wystepujacym przerwaniem integralnosci tkanek. Stanowi swoista, wzmozZong i
ukierunkowang odpowiedZz biochemiczng, immunologiczng oraz hematologiczng na
poziomie zaréwno lokalnym, jak i ogolnoustrojowym [Schuster HP. i wsp, 1997;

Karpel E. 2001; Catkosiriski L. i wsp., 2009].

Pierwszy opis zapalenia i pierwsza jego klasyfikacja miata miejsce juz w II w. n.e..
Przeprowadzona zostata przez greckiego filozofa i uczonego, Celsusa, ktéry wyodrebnit
cztery etapy stanu zapalnego, charakterystyczne dla kazdego przebiegu zapalenia.
Pierwsze z nich to podwyzszenie cieptoty ciata (z tac. calor) oraz zaczerwienienie
(z tac. rubor), pojawiajace sie w pierwszej fazie zapalenia w odpowiedzi na czynnik
wywotujacy, jako skutek zwiekszonego przeptywu krwi przez miejsce objete zapaleniem.
W kolejnym etapie obserwujemy obrzek (z tac. tumor) powstaty wskutek gromadzenia sie
wysieku (z tac. exsudatum) i zatrzymania ptynéw w obrebie tozyska naczyniowego oraz
boél (z tac. dolor), zwigzany z draznieniem odkrytych zakonczen nerwowych przez
mediatory zapalenia. W pdZniejszych latach, jako pigty element stanu zapalnego, rzymski
uczony Galen dopisat upos$ledzenie czynnosci tkanek (z ‘tac. functio laesa)
[Rather LJ., 1971], potwierdzone w poézZniejszym czasie przez niemieckiego badacza o

polskich korzeniach, Rudolfa Virchow’a [Cotran R.S. i wsp.,1998].

Umiarkowany odczyn zapalny moze przynies¢ korzystne skutki dla organizmu,
poniewaz moze wplywaé na zachowanie pozytywnego bilansu pomiedzy wplywem

destrukcyjnym samego procesu zapalnego a procesami przywracajacymi réwnowage
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narzgdowg. Dobrym przykladem opisanego powyzej zjawiska jest m.in. zdolno$¢ do
hamowania krwawienia powstatego na skutek urazu, usuwanie i neutralizowanie
produktéw rozktadu szczatek bakterii z egzo- i endotoksyn wraz z wysiekiem, jak réwniez
tworzenie linii demarkacyjnej ograniczajacej rozprzestrzenianie sie ogniska zapalnego

[Catkosiniski 1. i wsp., 2009; Cheng T. i wsp., 2011].

Przyczyny oraz czynniki wywotujace zapalenie s3 niezwykle zréznicowane.

Mozemy postarac sie je pogrupowad, stosujac jedeno z trzech ponizej podanych kryteriow:

e Czynniki biologiczne, jako reakcja immunologiczna w odpowiedzi na antygeny wtasne
lub obce, najczesciej wywotane zakazeniami bakteryjnymi, grzybiczymi, wirusowymi,
pierwotniakowymi, zatruciem egzo- lub endotoksynami, uszkodzeniem ciggtosci
tkanek wraz z martwicg (odlezny, menstruacja, zawat).

e (Czynniki fizyczne, do najczestszych naleza: uszkodzenia mechaniczne i termiczne,
promieniowanie jonizujgce oraz promieniowanie ultrafioletowe UV, pole
elektromagnetyczne, a takze fale ultradZwiekowe.

e (Czynniki chemiczne, najczeSciej zwigzane z miejscowym draznieniem tkanek, poprzez
dziatanie: kwaséw, zasad, aldehydéw, w tym aldehydu mréwkowego i octowego,

terpentyny, karageniny, kapsaicyny.

Ze wzgledu na intensywno$¢ reakcji zapalnej, mozemy wyszczeg6lni¢ i wyrdznié:
kolejne cztery kryteria: reakcje zapalng normergiczna, ktora jest adekwatna w stosunku
do bodzca, hiper- lub hipoergiczng, odpowiednio nadmierng albo zbyt staba, a takze
anergiczng, inaczej tzw. reakcje $ladowa, w ktdrej organizm nie moze wyzwoli¢
odpowiedzi na bodziec. Z punktu widzenia samej patofizjologii, mechanizm inicjujgcy
przebieg zapalenia schodzi czesto na dalszy plan wobec wystepujacych po nich zmianach,
bedacych podstawg do rozwoju wielu choréb. Istotny natmiast jest charakter
wieloetapowy procesu zapalnego oraz jego dynamika, roztozona w czasie, w ktorej
mozemy wyrdzni¢ przebieg ostry lub przewlekly [Winsauer G. i de Martin R, 2007;

Pham C.T, 2008].

Pierwsza faza zapalenia, zwana réwniez fazg ostra odczynu zapalnego, trwa od
kilku sekund do 12 godzin od zadziatania bodZca, z mozliwos$cig przeksztatcenia sie w faze
przewlekta. W pierwszym etapie procesu bedgcym najczesciej fazg utajona, dochodzi w
pierwszej kolejnosci do wielu zmian hematologicznych. Zmiany zwigzane z silnym
rozszerzeniem tozyska matych naczyn, wystepuja po uwolnieniu do osocza mediatoréw
zapalenia (m.in. histaminy, serotoniny). To skutkuje powstawaniem obrzeku, na ktory

sktada sie etap dyfundowania wody do przestrzeni miedzykomdérkowej, a w pézZniejszym
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czasie réwniez biatek osocza [Winsauer G. i de Martin R, 2007]. Do kolejnych zaburzen
hemodynamicznych przy wspoétistniejacym niedotlenieniu, dochodzi poprzez degradacje
$rodbtonka naczyn wlosowatych oraz migracje elementow morfotycznych krwi.
Na tym etapie odczynu zapalnego gtéwna role odgrywaja trombocyty, ktére w nastepstwie
pojawienia sie w miejscu uszkodzenia, wydzielajg aminy biogenne i czynnik aktywujacy
ptytki (PAF), tym samym zapoczatkowujac proces wykrzepiania $rédnaczyniowego w
miejscu powstania odczynu [Chrousos G.P., 1995; Catkosiriski I. i wsp., 2007-2009; Cieslik K. I
Kotaczowska E., 2012].

W fazie ostrej zapalenia dochodzi réwniez do przemian samych komérek
bioracych czynny udziat w procesie. Najbardziej istotny w patogenezie jest proces
degranulacji mastocytow, ktérym towarzyszy uwolnienie mediatoréw stanu zapalnego
zmagazynowanych w ziarnistoSciach w cytoplaZmie komdrki. Po uwolnieniu
rozprzestrzeniaja sie na sgsiadujgce tkanki, a wraz z krwig docieraja do innych organdw.
Na tym wiasnie etapie mozemy zaobserwowac zmienne dziatanie ogdlnoustrojowe
odczynu zapalnego, objawiajgcego sie m.in. obnizeniem ci$nienia tetniczego krwi pod
wptywem dziatania histaminy, wzrostem krzepliwosci krwi zwigzanej ze znacznie
podwyzszonym stezeniem fibrynogenu czy wzrostem stezenia w osoczu amin
katecholowych, z wyszczegdlnieniem adrenaliny i noradrenaliny [Chrousos G.P, 1995;
Zabtocka A., 2001; Bujniewicz E., 2002]. Wraz ze wzrostem przeptywu krwi i naptywu limfy w
miejscu wystepowania odczynu zapalnego, wzrasta ilo$¢ kolejno naptywajgcych
elementéw uktadu biatokrwinkowego (granulocyty, makrofagi) zdolnych do fagocytozy
uszkodzonych komoérek i toksyn, odpowiedzialnych za cytotoksyczny odczyn komdrkowy
oraz odpowiedz humoralng (limfocyty T i B). Monocyty i makrofagi w zajetych zapaleniem
tkankach wptywajg przede wszystkim na uwalnianie cytokin, ktére sygnalizujg innym
komoérkom o obecno$ci stanu zapalnego [McGeer E.G. i wsp., 2005; Glaros T. i wsp., 2009; Gieseg

S.P.iwsp., 2009; Gotgb J. i wsp., 2013].

W fazie p6znej odczynu zapalenego, zauwazalny jest intensywny wzrost stezenia
eikozanoidéw, pochodzacych z degradacji bton komérkowych (w tym tromboksanu i
prostaglandyn), ktére wraz z bradykining (BK), acetylocholing (Ach) i histaming utatwiajg
migracje komoérek z krwi do objetej zapaleniem tkanki (zwiekszenie przepuszczalnosci
naczyn, rozkurcz mie$niowki gtadkiej naczyn krwiono$nych), a takze wyzwalajac impulsy
bolowe po  wczesniejszej depolaryzacji  nagich  zakonczen  nerwowych
[Dobrogowski |. i Wrodliczek ], 2004; Watkins L.R. i Maier S.F., 2005; Catkosiriski I i wsp., 2009].
Decydujgca w catlym procesie jest niewatpliwie rola watroby, ktéra w odpowiedzi na

rozprzestrzeniajace sie zapalenie, wykraczajace poza obreb jednej tkanki, wptywa

16



hamujgco na dalszy rozwdj procesu patologicznego, poprzez wytwarzanie biatek ostrej
fazy, w gtownej mierze biatka CRP (z ang. C - reactive protein), a takze kluczowych
czynnikéw biorgcych udzial w kaskadzie krzepniecia krwi. Stanowi takze rezerwuar
dziatajacych antyoksydacyjnie metali ciezkich (Fe2*, Cu?+), ktére pelnig istotng role w
poczatkowym przebiegu zapalenia [Boyer R.F. i wsp., 1983; Reilly C.A. i wsp., 1998; Prohaska J.R,
2008; White C., i wsp., 2009].
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Ryc.1. Proces powstawania ogniska zapalnego [Opracowano na podstawie pracy:

Catkosinski L. i wsp., 2007-2009]

Utrzymujacy sie stan zapalny moze skutkowa¢ réwniez przerostem tkanek,
wystepujacym najczeSciej po uszkodzeniu i odkryciu wtokien kolagenowych, co
doprowadza do zmiany funkcji narazonej tkanki. Powyzsze zjawisko ma najczesciej
miejsce po zapoczatkowaniu migracji komoérek o dziataniu prozapalnym w miejsce
uszkodzenia. Fibroblasty, reprezentujace jedng z najliczniej uczestniczacych w tym etapie
grup komdrek, po wczesniejszej aktywacji przez uwolnione cytokiny i prostaglandyny,
rozpoczynaja syntetyzowac, de novo, wtokna kolagenowe oraz glukozaminoglikany,
stanowigce zragb nowo powstajacej tkanki tacznej o charakterze zwyrodnieniowym

[Mitchell RN. i Cotran R.S,, 1997; Maharaj C. i Laffey J.G., 2004; Barrientos S. i wsp., 2008].
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Ogolny proces powstania ogniska zapalnego sktadajg sie kolejno odpowiedzi: typu
humoralnego, w ktérej pojawiaja sie kolejno mediatory zapalenia w ptynach ustrojowych,
typu hemostatycznego, opisana powyzej oraz typu immunologicznego zwigzana z
aktywacja uktadu dopelniacza, synteza przeciwcial, interferonéw oraz interleukin

zostat przedstawiony na Ryc. 1. [Catkosiriski I. i wsp., 2007 - 2009].

2.2. BOL W PRZEBIEGU ZAPALENIA

Wedtug definicji prof. Jerzego Wrodliczka bazujacej na  definicji
Miedzynarodowego Stowarzyszenia Leczenia Boélu (IASP, z ang. International Association
for the Study of Pain) : ,bél, nieodtqczny w Zyciu kazdego cztowieka, spetnia szereg waznych
fizjologicznych funkcji poznawczych, ostrzegajqcych i ochronnych. Jest doznaniem
czuciowym zwiqzanym zaréwno z dziataniem bodZca, ktorego dziatanie moze powodowac
uszkodzenie tkanki lub organu, ale takze moze sie pojawic jako spostrzezenie na podstawie
psychicznej interpretacji zachodzqcych zjawisk, zmodyfikowanych przez wczesniejsze
doswiadczenia. Stqd stanowi funkcje indywidualng i subiektywnqg” [Wrodliczek ].
i Dobrogowski J., 2007].

Rozbudowany system neurondéw skupiajacych sie w nerwach czuciowych i
przewodzacych stanowi dynamiczny i niezwykle zlozony uktad nocyceptywny
(z tac. nocere - szkodzi¢). Jego zadaniem jest przewodzenie bodZcéw, bedacych informacja
o zadzialaniu czynnikéw szkodliwych i =zaburzajagcych hemostaze w tkankach
obwodowych i przekazywanie jej do rdzenia kregowego i dalszych struktur mézgu.
W odpowiedzi na przetworzong informacje bolowa, uaktywniajg sie mechanizmy
kompensujace, ktoére ograniczajg site i czas trwania bélu [Wrodliczek J. i Dobrogowski ., 2007;
Filypczyk-Bryniarska I i wsp., 2010]. Za odbieranie wrazen bdlowych i przeksztatcanie
bodzcéw draznigcych na impuls elektryczny, odpowiadajg nocyceptory, rozmieszczone na
wolnych zakonczeniach nerwowych, znajdujacych sie w skoérze i w tkance podskoérne;j,
tkance tgcznej, nerwach uktadu wspétczulnego unerwiajgcego trzewia i narzady miednicy

mniejszej [Zylicz Z. i Krajnik M., 2003; Dobrogowski J. i Wrodliczek J., 2004].

Nocycepcje, stanowigca proces powstawania odczucia bdlowego, jego
przewodzenie i dalsze przetwarzanie przez wyzsze struktury w mézgu, mozemy podzieli¢
na 4 kolejne etapy (Ryc.2):
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- transdukcje (zmiana energii bodZca draznigcego na impuls elektryczny)
- transmisje (przewodzenie powstatego impulsu do struktur OUN)
- modulacje (pobudzanie lub hamowanie, sumowanie bodzcéw)

- percepcje (ostateczna emocjonalna ocena bélu).

PERCEPCJA

Kora mozgowa

Drogi rdzeniowo-wzgorzowe

MODULACJA

TRANSMISJA

TRANSDUKCJA

Pierwszy nocyceptor na
Rezed kregowy wioknie afarnetnym

draiiacy

Ryc.2. Klasyczny szlak nocycepcji [wg Wrodliczek J. i Dobrogowski J., 2004]

Informacja o zadziatanym bodZcu w uktadzie nocyceptywnym odbywa sie dzieki
dwom rodzajom witokien nerwowych: szybkich i zmienilizowanych wiékien typu A oraz
wolnych i nagich wtdkien typu C. Te ostatnie posiadajg na swoich zakonczeniach rézne
receptory, w tym receptory opioidowe, ktérych nie ma na witdéknach typu A&
[Schmelz M. i wsp., 1994]. Wiekszo$¢ z wbudowanych w btone komoérkowa receptorow
opioidowych jest nieaktywna, a do ich aktywacji moze sie przyczyni¢ rozwijajacy sie
proces zapalny. Co ciekawe, moze rowniez wptywaé na zwiekszong synteze nowych
receptoréw w tkance objetej zapalniem, ktére po uwrazliwieniu mogg reagowac na endo- i
egozgenne opioidy [Krajnik M. i Zylicz Z, 2003; Sharp B.M. 2006; Filipczak-Bryniarska I.
iwsp., 2010].
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Bdl przewlekty jest konsekwencja narazenia organizmu na urazy, uszkodzenie
uktadu nerwowego albo w przebiegu chordb, u podtoza ktérych lezy proces zapalny.
Boél zwykle pojawia sie po pewnym czasie, utrudniajac tym samym ustalenie lokalizacji
uszkodzenia, jak réwniez niejednokrotnie stwarza problem ze znalezieniem jego
przyczyny |[Filipczak-Bryniarska I i wsp., 2010]. Jednakze etiopatogeneza powstawania
wrazen bolowych w wiekszosci przypadkéw przebiega podobnie.
W pierwszym etapie zapalenia, z uszkodzonych tkanek zostajag uwolnione mediatory bélu,
do ktérych nalezy m.in. histamina, serotonia (5-HT) i bradykinina (BK)
[Rueff A. i wsp., 1994; Dray A, 1995], a ich uwolnienie wigZe sie z aktywacja wtdkien
afarentnych A6 i C. Poprzez zwiekszony naptyw do komdrki jonéw K+, dochodzi do
hiperpolaryzacji btony komérkowej neronéw i transmisji informacji nocyceptywnej do
OUN [Dray A, 1995]. W dalszym etapie uwalniane zostajg kolejne mediatory zapalenia i
boélu (substancja P, prozapalne cytokiny, prostanoidy), ktére na zasadzie dodatniego
sprzezenia zwrotnego wptywajga na ponowne uwalnianie substancji P (sP). W polaczeniu z
rozszerzeniem tozyska naczyniowego i zwiekszeniem przepuszczalno$ci naczyn
krwiono$nych doprowadzajg do zjawiska nazywanego ,pierwotng hiperalgezja” wigzaca
sie z nadwrazliwos$cig na b6l w miejscu odczynu zapalnego, a w najciezszych przypadkach
nawet z wystapieniem zjawiska allodynii [Masliriski S, 1998; Watkins L.R. i Maier S.F.,, 2005;
Wrodliczek J. i Dobrogowski J., 2007; Loeser J.L. i wsp., 2008].

2.3. WYBRANE MEDIATORY BOLU I ZAPALENIA

Kluczowsq role w funkcji obronnej organizmu oraz systemu wczesnego ostrzegania
przed zagrozeniem petnig liczne chemiczne czynniki humoralne, produkowane w
wysokiej mierze przez komdrki uktadu immunologicznego, stanowigce tzw. element
komoérkowy odpowiedzi zapalnej. Do tych komérek zaliczamy m.in. monocyty, makrofagi,
granulocyty i limfocyty B, T i NK wytwarzane w narzadach uktadu immunologicznego
(grasica, $ledziona) lub rozsianych po organizmie grudkach chtonnych, ktére nastepnie na
drodze para- lub endokrynnej, docierajg wszedzie tam, gdzie niezbedna jest obrona przed
szkodliwym czynnikiem [Karpel E, 2001; Sochacka M. i Btach-Olszewska Z, 2005;
Gotgb J. i wsp., 2013].
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Czes¢ TEoRETYCZNA

Niezaleznie od drogi aktywacji i czynnika wywotlujacego zapalenie, przebieg
pierwotnego mechanizmu obrony dzielimy na faze prozapalng, w ktérej kluczowa role
odgrywa czynnik martwicy nowotworu - TNF-a, oraz faze przeciwzapalng, w ktorej
najistotniejsza funkcje posiadaja rozpuszczalne receptory dla TNF-a i IL-1

[Robak T, 1991-1995; Dinarello C.C.A., 1997].

Mediatory zapalenia mozemy podzieli¢ na dwie grupy, niezaleznie od czynnika
aktywujacego, jak i fazy odczynu, na (Ryc.3):

- mediatory osoczowe, do ktérych zaliczymy ukitad krzepniecia krwi, uktad
dopetiacza i uktad kininowy, posiadajace istotne funkcje fizjologiczne (m.in. procesy
gojenia sie ran i tamowanie krwotoku),

- elementy komoérkowe wptywajace na wytwarzanie czynnikéw chemicznych, tj.
pochodne kwasu arachidonowego (neutrofile), histamina (mastocyty) czy serotonina

(trombocyty) [Karpel E., 2001].

MEDIATORY MIEJSCOWE
KOMORKA MEDIATORY ZRODLO
anlalgm?:x::h r histamina komarki tuczne, bazofile, plytki
Wydﬂelnlclych — serotonina pMkl
(preformowane) - enzymy lizosomaine neutrofile, makrofagi
r prostaglandyny wszystkie leukocyty, ptytki, Srodblonek
leukotrieny wszystkie leukocyty
(syznft)grygowane czynniki aktywujace plytki wszystkie leukocyty, Srodblonek
(generowane) aktywne zwiazki tlenu wszystkie leukocyty
0 tienek azotu makrofagi
L cytokiny limfocyty, makrofagi, Srodblonek
MEDIATORY UKLADOWE
aktywacja czynnika Xl uklad kinin (bradykinina)
(czynnik Hagemana) ukfad krzepnigcia/fibrynolizy

C3a
aktywacja ukladu C5a }anamatokSyny
dopelniacza C3b

C5b-9 (kompleks atakujacy blong)

WATROBA
(gtowne zrodlo)

Ryc.3. Chemiczne mediatory bélu i zapalenia [wg Mitchell R.N. i Cotran R.S., 2005].
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2.3.1. Cytokiny

Jak juz wspomniano na wstepie, pierwotnym mediatorem reakcji zapalnej
pojawiajacym sie juz we wczesnej fazie zapalenia jest prozapalny TNF-a, ktéremu czesto
towarzyszy IL-1. Pojawiajg sie one po zaktywowaniu komdrek monocytéw i makrofagow
zaraz po ekspozycji organizmu na czynnik szkodliwy i zapoczatkowuja lawine dziatan
majacych na celu zatrzymanie odczynu zapalnego i przywrécenie homeostazy
[Robak T, 1991-1995; Dinarello C.CA, 1997, Haverman JW. i wsp, 1999].
Cytokiny wplywaja prawdopodobnie na wszystkie fazy odpowiedzi immunologicznej,
zaro6wno humoralnej jak i komérkowej. Jako biatka hormonopodobne reguluja
proliferacje, roznicowanie i aktywacje komorek biorgcych udziat w procesie zapalenia,
wliczajac komorki NK (z ang. Natural Killer), granulocyty, monocyty i makrofagi. Z drugiej
strony wptywaja na ilo$¢ i rodzaj przeciwciat, po wczes$niejszej aktywacji limfocytow typu
B oraz typu T [Robak T, 1995; Sochacka M. i Btach-Olszewska Z., 2005]. Ze wzgledu na sposoéb
dziatania cytokin, podzielono je na grupy funkcjonalne o podobnym, ale nie identycznym

dziataniu i jego efekcie:

- pierwszg grupe stanowig mediatory reakcji odpornos$ciowych, majace za zadanie
przekazywanie sygnalu do sgsiednich komorek, stymulujagc komdrki do produkcji
wtdrnych przekaznikéw (TNF-a, IL-1, IL-6, IL-8 oraz IF typu I),

- drugga grupe stanowia cytokiny prozapalne, majace za zadanie stymulacje uktadu
odpornos$ciowego do produkcji przeciwciat przez limfocyty typu B, produkcje biatek ostre;j
fazy w watrobie i wywotanie ogdlnego stanu zapalnego (IF typu II, IL-1B, TNF-a, IL-15,
IF-y),

- cytokiny przeciwzapalne produkujace rozpuszczalne receptory cytokin
prozapalnych, wykazujac tym samym dziatanie supresyjne do wczes$niejszych (TNF-a,
IL-4, IL-101 IL-13).

- osobna grupe stanowiag cytokiny odpowiedzialne za proliferacje i wzrost
komoérek uktadu immunologicznego, jak réwniez komorek macierzystych szpiku kostnego
(m.in. 1L-6, CSF, EDF, TGF, IL-12) [Robak T, 1991-1995; Karpel E, 2001;
tukaszewicz M i wsp., 2007; Gotgb J. i wsp., 2013].
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2.3.2. PAF

Czynnik aktywujacy ptytki krwi (z ang. platelet - activating factor, PAF) jest
naczynioruchowym i chemotaktycznym mediatorem wytwarzanym przez komorki tuczne,
monocyty, makrofagi oraz leukocyty (z wylaczeniem limfocytéw) na skutek bodzZca
draznigcego komdrke [Yost C.C. i wsp.,, 2011]. Do jego istotniejszych zadan w przebiegu
zapalenia nalezy pobudzenie monocytéw i makrofagéw do produkcji prozapalnej cytokiny
TNF-a, uwalniania aktywnych form tlenu i aktywacja uktadéw enzymoéw lizosomalnych w
neutrofilach Posiada aktywny udziat w produkcji eikozanoidéw i metabolizmu kwasu
arachidonowego [Prescott S.M. i wsp., 2000; Ishii S. i wsp., 2002]. Kluczow3a role w aktywacji i
rozpoczeciu kaskady przekazywania sygnatu stanowig receptory sprzezone z biatkiem G,
dla ktoérych PAF i podobne do niego mediatory lipidowe stanowia substrat (PAFRs, z ang.
Platelet - Activating Factor Receptors) [Schimizu T, 2009]. Gtéwnym ich zadaniem jest
pobudzenie ekspresji biatek w kluczowych dla funkcji obronnej organizmu komérkach,
biorgcych udziat m.in. w zapaleniu, odpowiedzi immunologicznej humoralnej i

komoérkowej, a takze w procesie hemostazy [Ishii S. i wsp., 2002; Schimizu T., 2009].

Zgodnie z powyzZszym, wraz ze wzrostem jego stezenia moZemy zaobserwowac
zwiekszona przepuszczalno$¢ naczyn krwionos$nych, zmniejszenie ci$nienia krwi oraz
skurcz oskrzeli. Dodatkowo przesuwa neutrofile do komoérek S$rddbtonka, nasila ich
migracje oraz stanowi dla nich silny czynnik chemotaktyczny, podobnie jak w przypadku
eozynofilii. Zwiekszong aktywno$¢ PAF zauwazono w odpowiedzi zapalnej na poziomie
ogolnoustrojowym, ktéra czesto ze wzgledu na patologiczng i niekontrolowana odpowiedz
organizmu moze doprowadzi¢ do jego trwatego uszkodzenia lub nawet do $mierci
[Mathiak G. i wsp., 1997; Alberti C. i wsp., 2005]. Mechanizmem obronnym przed nadmiernym
wytwarzaniem lipidowych czynnikéw aktywujgcych ptytki, tym samym ograniczenie
taczenia sie z odpowiednim receptorem btonowym lub jadrowym, jest obecna, zaréwno w
$rodowisku komoérkowym, jak réwniez poza nim fosfolipaza A, znana jako
acetylohydrolaza PAF (PAF AH), ktorej dziatanie w tym przypadku ma tez charakter

przeciwzapalny [Karasawa K., 2006].
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2.3.3. Elastaza

Glownym enzymem proteolitycznym wytwarzanym przez biate krwinki, w tym w
gtownej mierze neutrofile w odpowiedzi na bodziec zapalny, jest hydrolaza serynowa -
elastaza [Dewald B. i wsp., 1975]. Po aktywacji leukocytéw przez m.in. endotoksyne, PAF lub
cytokiny, podczas procesu fagocytozy hydrolizuje ona potaczenia peptydowe w obcych
biatkach, doprowadzajac do ich degradacji i strawienia przez komdrki zerne [Mohr W. i
Wessinghage D., 1978; Cohen M.S., 1994; Johansson S. i wsp.,, 2002]. Dezaktywacja tego enzymu
jest mozliwa dzieki obecnos$ci naturalnie wystepujacych inhibitoréw, do ktérych nalezy

m.in. ai- antytrypsyna [Beatty K. i wsp., 1980; Travis J. i Salvesen G.S., 1983].

Nadmierne pobudzenie i stymulacja neutrofili przez mediatory zapalenia, jak
réwniez brak wystarczajacej ilosci naturalnie wystepujacych inhibitoréw elastazy
[Bieth J.G, 1984; Weitz |1 i wsp., 1987; Dziedziczko A. i wsp., 2004], moze skutkowac
uszkodzeniem Kkluczowych, biologicznie aktywnych protein blon komérkowych,
degradacjg tkanki tacznej i doprowadzeniem do rozprzestrzeniania sie zapalenia na
sasiadujace tkanki [Beatty K. i wsp., 1980; Cohen M.S., 1994; Mitchell R.N. i Cotran R.S., 1997].
Brak skutecznej obrony przed nadmierng aktywacja enzymu moze by¢ przyczyna wielu
groznych choréb o podtozu zapalnym, tj. reumatoidalne zapalenie stawow (RZS),
mukowiscydoza, zespoty zaburzen oddechowych, skutkujagce w niektérych przypadkach
nawet ostrym uszkodzeniem ptuc [McGuire W. i wsp., 1982; Janoff A., 1985; McPhail L.C. i wsp.,
1992; Lee W.L. i Downey G.P., 2001; Demkov U. i van Overveld F.J., 2010].

2.3.4. Uktad dopetniacza

Dopetniacz (z ang. complement) to okreslenie na uktad sktadajacy sie z okoto 40
biatek odpornos$ciowych osocza krwi i pozostalych plynéw ustrojowych, ktéry jest
aktywowany w toku szybkiej enzymatycznej reakcji kaskadowej [Zipfel P.F. i wsp., 2006;
Caroll M.C, 2008; Gotgb ]. i wsp.,, 2013]. Glikoproteiny tego uktadu wytwarzane sg przede
wszystkim przez monocyty i komorki watroby, na skutek obecnosci toksyn bakteryjnych,
kompleks6w immunologicznych antygen - przeciwcialo, ale takze osoczowych
mediatoréw odczynu zapalnego (uktadu kininowego, czynnikéw krzepniecia krwi i
fibrynolizy). Mozliwe s3 trzy drogi pobudzenia dopetniacza: klasyczna, alternatywna lub
lektynowa, jednakze w przypadku kazdej z wyzej wymienionych dochodzi do utworzenia
dwoéch najistotniejszych enzymoéw: konwertazy C3 i C5, ktére wzmacniajg efekt

pobudzenia i doprowadzajg do utworzenia kompleksu atakujacego blone MAC (z ang
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Membrane Attacking Complex) [McGeer E.G. i wsp, 2005, Wust SK. i wsp, 2006;
Male D. i wsp, 2012]. Kompleks ten odpowiedzialny jest za powstawanie kanatéw
transbtonowych w komorkach, powodujagc wyptyw z wnetrza komorki jonéw, ATP i
substancji odzywczych. R6wnoczesnie, ze wzgledu na podwyzszone ci$nienie osmotyczne,
do komoérki naptywa woda, moga dostawal sie naturalne czynniki bakteriobodjcze i
bakteriostatyczne (np. lizozym), jak roéwniez antybiotyki [Gotgb J. i wsp, 2013;
Male D. i wsp., 2012].

Do gtéwnych zadan uktadu dopetniacza, poprzez stymulacje odpowiedzi

immunologicznej organizmu naleza m.in.:

- bezposrednia liza komoérek patogendw (bakterii i wiruséw) poprzez kompleks

atakujacy btone

- bezposrednia aktywacja komorek tucznych, pobudzajac ich degranulacje i
uwolnienie mediatoréw zapalenia (gltéwnie histaminy), rozpoczynajac faze ostrego
zapalenia. W miejscu toczgcego sie zakazenia zwieksza sie przeptyw krwi oraz
przepuszczalno$s¢ naczyn krwiono$nych, utatwiajgc przechodzenie przez S$rédbtonek

naczyn mediatoréw odczynu zapalnego i granulocytéw

- chemotaksja komérek o wtasciwosciach zernych do miejsca zapalenia (przede
wszystkim neutrofili) i aktywacja fagocytéw, przez co mozliwa jest opsonizacja
drobnoustrojéw, a nastepnie transport tak powstatych komplekséw immunologicznych

do watroby i $§ledziony oraz ich neutralizacja przez komorki zerne
- eliminacja zmodyfikowanych lub uszkodzonych komoérek gospodarza

- hamowanie precypitacji komplekséw antygen - przeciwciato [Zipfel P.F. i wsp.,

2006; Klaska I. i Nowak J.Z.,, 2007; Male D. i wsp., 2012; Gotgb ]. i wsp., 2013].

Nadmierna aktywacja ukladu dopeiacza i réznego rodzaju zaburzenia w jego
funkcjonowaniu mogg by¢ niezwykle niebezpieczne, prowadzac do uszkodzenia komdrek
gospodarza, tym samym powodujac zapadalnosé na wiele réznych chordb, w wiekszosci o
podiozu zapalnym [Roitt I. i wsp., 2000; Nowak J.Z. i Waszczyk M., 2006]. Niewtasciwe
funkcjonowanie uktadu dopeiniacza powigzano m.in. z zakazeniami bakteryjnymi,
niektérymi nowotworami, zapaleniem i ostrg niewydolnoscig nerek, zwyrodnieniem
plamki zéttej i zaburzeniami proceséw  widzenia, niektéorymi chorobami
neurodegeneracyjnymi, w tym chorobg Alzheimera, RZS, zespotem hemolityczno-
mocznicowym czy zespotem antyfosfolipidowym [Nowak J.Z, 2005 - 2006, Nowak J.Z. i
Waszczyk M., 2006; Klaska I. i Nowak J.Z., 2007].

25



2.3.5. Uklad kalikreina - kininy

Uktad  kalikreina-kininy = stanowi jeden z  pierwszych elementéw
wewnatrzpochodnego mechanizmu krzepniecia krwi oraz ukladu odpornosciowego
organizmu, ktérego nieznaczna aktywacja moze wywiera¢ korzystny wptyw na dziatajacy
miejscowo bodziec uszkadzajacy [Bhoola K.D. i wsp, 1992; Zelawski W. i wsp.,, 2005].
Towarzyszgce =zapaleniu przerwanie ciaglo$ci $cian naczyn krwiono$nych oraz
krwawienie, powoduje aktywacje kaskadowa wielu réznych czynnikéw i biatek, celem
ktérej jest finalnie powstanie czynnego fibrynogenu, ktéry pod wptywem trombiny
przeksztatci sie w fibryne. Na tym etapie powstaje najwazniejszy czynnik procesu
krzepniecia, uniemozliwiajgcy dalsze wynaczynienia krwi z tozyska naczyniowego
i wykrwawienie [Majno G. i joris I, 2004].

Autokoidem o najwazniejszej funkcji w tym uktadzie jest niewatpliwie bradykinina
(BK) - peptyd sktadajacy sie z 9 aminokwaséw, powstaly na skutek dziatania proteazy
serynowej - kalikreiny osoczowej, na kininogen wielkoczasteczkowy, bedacy osoczowym
biatkiem, ay-globuling [Marceau FA. i wsp, 1983; Bhoola KD. i wsp, 1992].
W tkankach w wiekszym stezeniu, anizeli w osoczu krwi, obserwuje sie kalikreine
tkankowa, dla ktérej substratem jest przede wszystkim tzw. kininogen
drobnoczasteczkowy. Po jego degradacji zostaje uwolniony peptyd sktadajacy sie z 10
aminokwasow, kalidyna, ulegajaca przemianie do bradykininy [Bhoola KD, 1992].
Zaréwno kalidyna, bradykinina, jak i jej pochodna des-9-Arg-bradykinina wywieraja
dziatanie zapalne poprzez swoiste receptory dla bradykininy - BK1 oraz BK2
[Roberts RA. i wsp., 1989; Hess J.F. i wsp., 1992]. Ekspresja pierwszego z nich zwieksza sie na
powierzchni  komoérek gromadzacych sie w ognisku nacieku zapalnego
[Roberts RA.I wsp.,, 1989]. Charakterystyczna jest przede wszystkim dla przewlektego
zapalenia, w ktorym obserwujemy zwiekszong synteze kolagenu podczas proliferacji
fibroblastow w procesie zapoczatkowujagcym proces wtdknienia [Maharaj C. i Laffey J.G,
2004; Barrientos S. i wsp., 2008]. Gtéwnym objawem dziatania kinin zaréwno poprzez
receptor BK1 jak i BK2 jest czesto ostry bdl, spowodowany obnizeniem przez BK progu
bolowego poprzez depolaryzacje zakonczen nerwéw czuciowych, jak rowniez stymulacje
powstawania eikozanoidéw, biorgcych rowniez czynny udziat w reakcji b6lowej i zapalnej
[Burh R.M i wsp.,, 1989; Catkosiniski I i wsp., 2009]. Poza tym, BK jako mediator ostrej fazy
zapalenia, moze wywolywaé bdl poprzez aktywacje receptora BK2, gtéwnie zwigzany z

uwalnianiem za jej poSrednictwem, m.in. sP, CGRP (z ang. calcitonine gene-related peptide -
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peptyd zwigzany z genem kalcytoniny) i neurokininy A. Dziatanie BK na tozysko
naczyniowe jest bardzo zblizone do dziatania histaminy: nastepuje silne rozszerzenie
naczyn i zwiekszony doptyw krwi do miejsca objetego zapaleniem, co za tym idzie -
zwiekszona migracja leukocytéw, jak réwniez zwiekszona przepuszczalno$¢ naczyn
wtosowatych, dzieki czemu dochodzi do wysieku biatek zawartych w surowicy i
powstawania obrzeku [Burh RM. i wsp., 1989; Rojkjaer R. i Schmaier AH, 1999;
Gryglewski RJ. i wsp., 2001; Schmaier A.H., 2008; Schulze-Topphoff U. i wsp., 2008].

2.3.6. NF-kB

Komoérkowy czynnik transkrypcyjny NF-kB jest decydujacym regulatorem szybkiej
odpowiedzi na obecno$¢ patogenu. Odgrywa wazng role w promocji apoptozy, zapalenia,
w procesach odpornosci, zarowno wtasciwej jak i nabytej [Karin M. i Ben-Neriah Y., 2000;
Li Q, 2002; Casseli E. i wsp., 2007; Lawerence T. i Fong C, 2009; Atkinson G.P. i wsp., 2010;
Niederberger E. i Geisslinger G., 2010]. NF-xB po raz pierwszy zostat opisany w 1986 r. jako
czynnik odgrywajacy istotng role w procesach odpornosciowych oraz zapalnych
[Sen R. i Baltimore D., 1986]. Jako czynnik jadrowy wigZe sie z promotorem genu fancucha
lekkiego k immunoglobulin w dojrzatych limfocytach B [Ahn K.S. i Agarrwal B.B., 2005].
NF-kB wystepuje w postaci nieaktywnego kompleksu zwigzanego z bialkiem z rodziny
IKB. Indukcja kompleksu zachodzi w odpowiedzi na rézne czynniki, tj. promieniowanie
UV, infekcje bakteryjne i wirusowe, ale takZze naraZzenie i wystawienie na prozapalne
cytokiny i mitogeny [Yamamoto Y. i Ganyor RB, 2001, Santoro M.G. i wsp., 2003,
Casseli E. i wsp., 2007].

Aktywacja kompleksu NF-kB moze zachodzi¢ réznymi $ciezkami transdukcji
sygnatu, w zaleznosci od indukujacego bodZca, cho¢ najczesciej dotyczy kompleksu IKK
[Karin M. i Ben-Neriah Y., 2000; Casseli E. i wsp., 2007] (Ryc. 4). IKK to kompleks kilku
podjednostek, z ktérych dwie posiadajg dziatanie katalityczne - IKKa oraz IKKp, a trzecia
stanowi biatko regulatorowe - IKKy (NEMO). Biatko IKKy peti funkcje ,dokujacg” dla
licznych biatek, wystepujace w wielu typach komoérek i jest niezbedne w celu aktywacji
NF-kB po zadziataniu m.in. czynnika martwiczego nowotworu (TNF-a), ludzkiego wirusa
biataczki z komoérek T typu 1 (HTLV1, z ang human T - lymphotropic virus 1),
lipopolisacharydu (LPS) [Suh SJ., 2007] czy poprzez bezposredni wptyw na receptory dla
limfocytow T (TCR) [Karin M. i Ben-Neriah Y, 2000; Karin M. i Lin A, 2002;
Schifere A.S., 2010].
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Kompleks NF-«kB ulega aktywacji poprzez fosforylacje podjednostek inhibitora w
miejscu wigzania ubikwityny, ktéra prowadzi do degradacji potaczenia podjednostek
przez 26S proteaze [Ryan K.M. i wsp.,, 2000]. Uwolnione dimery NF-kB nastepnie ulegajg
translokacji do jadra i wigza sie ze statg sekwencja DNA promotora (elementem xB),
aktywujac w ten sposob transkrypcje wielu gendéw zwigzanych m.in. z odpowiedzia
zapalng, tj. czastek adhezyjnych komorek, prozapalnych i chemotaktycznych cytokin oraz
receptoréw dla tych cytokin, jak rowniez enzymoéw produkujacych mediatory zapalenia -
COX-2 oraz iNOS [Li Q.,2002; Casseli E. i wsp., 2007; Jost P.J. i Rulad ], 2007]. Jednakze wiele z
prozapalnych genéw cytokin wymaga duzej liczby czynnikéw transkrypcyjnych w celu
aktywacji procesu transkrypcji oraz uzyskania maksymalnej ekspresji dla tych genéw

[Balkwill F,, 2004].

Rodzina NF-kB to: RelA (p65), c-Rel, RelB, p50 i p52, ktére 1aczac sie pomiedzy
sobg tworza rézne kompilacje heterodimerow, ale tylko trzy pierwsze z nich posiadajg
domeny aktywujace proces transkrypcji, z przewazajaca rola kompleksu p65/p50
[Hoffmann A.,,2003; Hagemann T. i wsp., 2009].

\ CYTOZOL

Cytoliny Receptory Rodsina RelNfeB
(L1, IL-2, IL§, (TLR2, TLR4, TLRS, (TxB-e, p103, p100,
. . IL2R) CD40, GPRS) | RelB)
Regulatory apoptezy Chemobiny ’
(kaspaza, BCL-2, Fax, c-Flp) (MCP-1. IL-5) Covanili wrrests Craztecshi adbecyjee
(G-CSF, GALCSF) (ICAM-1, VCANLL

»’

P-selebrysa, ECAM-1)

Ryc. 4 . Klasyczny szlak aktywacji czynnika NF-kB [Opracowano na podstawie pracy:
Marihno H.S. i wsp., 2014]
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2.3.7. Receptory Toll-like

W latach 90-tych ubieglego wieku po raz pierwszy w magazynie Cell ukazat sie
artykut o istnieniu wyspecjalizowanych biatek receptorowych Toll bioracych udziat w
odpowiedzi przeciwgrzybiczej u cztowieka [Lemaitre B. i wsp., 1996], a ktore po raz pierwszy
odkryto u muszki owocowej (Drosophila melanogaster Sp.) pod koniec lat
80-tych [Hashimoto C. i wsp., 1988]. W roku 1997 ukazat sie ciekawy, a zarazem przelomowy
artykut, w ktédrym po raz pierwszy zidentyfikowano i opisano ludzki gen bedacy
homologiem genu kodujgcego biatko Toll muszki owocowej, po czym receptor nazwano
Toll-podobny (z ang. Toll-like receptor, TLR) [Medzhitov R. i wsp., 1997]. Receptory obecne s3
przede wszystkim na komdrkach stanowigcych bron w pierwszym etapie infekcji, jak
komorki dendrytyczne, tuczne oraz makrofagi, gdy reakcja organizmu musi by¢
natychmiastowa i nie ma mozliwo$ci angazowania limfocytéw do produkcji przeciwciat.

Rodzina receptoréw Toll-podobnych funkcjonujagcych w obrebie odpornosci
wrodzonej u cztowieka, stanowi pierwsza linie obrony organizmu w rozpoznawania
molekularnych struktur zaréwno powierzchniowych, jak i wewnetrznych drobnoustrojéw
(z ang. Pathogen-Associated Molecular Patterns, PAMPs) (Tabela 1). Ich aktywacja
prowadzi do uruchomienia waznych mechanizméw efektorowych odpornosci wrodzonej,
a w kolejnych etapach uczestniczg réwniez w ksztattowaniu odpornosci nabytej,
zwigzanej przede wszystkim z pobudzeniem wytwarzania cytokin pro- jak i
przeciwzapalnych [Takeda K. i Akira S., 2005; Pasare C. i Medzchitov R, 2005; O’Neill L.A.,, 2006;
Kelian T, 2006]. Receptory Toll-podobne, ktérych geny u cztowieka zidentyfikowano w
ilosci 10 [Beutler B. i wsp., 2003], r6znia sie miedzy soba przede wszystkim pod wzgledem
komoérek, na ktorych ulegaja ekspresji, szlakiem wewnatrzkomorkowego przekazywania
sygnatu, specyficznosci ligandu (Ryc. 5.) ktéry taczy sie z receptorem, i tym samym typem
odpowiedzi immunologicznej, ktére wywotuja [Guo L.-H. i Schluesener HJ, 2011].
Wspdblng cecha wiekszosci dotad poznanych receptoréw Toll-podobnych, z wyjatkiem
TLR3, jest oddziatywanie poprzez biatko adaptorowe MyD88 (z ang. Mpyeloid
Differentiation Primary Response Protein 88) i dalej szlakiem aktywacji NF-kB (Ryc.6.)
(Roz.1.3.6.).

TLR to transblonowe biatka posiadajagce w swojej budowie dwie
charakterystyczne domeny: zewnatrzkomérkowa domena wystepujaca na N-koncu
receptora zawiera powtdrzenia bogate w leucyne (z ang. leucine rich repeats, LRR), jak
réwniez regiony bogate w cysteine. Wewngtrzkomoérkowa domena wystepujgca na C-
koncu biatka wykazuje niezwykle wysokie podobienstwo do domeny wystepujacej w
receptorach dla IL-1 i podobnie jak ona nie posiada wtasciwos$ci enzymatycznych.
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Potaczenie typu Toll/IL-1R (TIR) jest jedng z najstarszych ewolucyjnie domen i
odpowiada za interakcje biatko-biatko (Ryc. 5.) [Akira S, 2003; Takeda K. i Akira S., 2004].

TLR
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Ryc. 5. Budowa oraz ogdlny schemat szlaku przekazywania sygnatu przez receptory

Toll-like [Akira S., 2003]

Liczne badania wskazujg na kluczowa role TLR w powstawaniu i na sam przebieg
przewlektego zapalenia i bélu poprzez aktywacje mikrogleju. Nastepuje to poprzez
wytwarzanie prozapalnych cytokin oraz biatek adhezyjnych, prowadzac do sensytyzacji
centralnego uktadu nerwowego i powstawania zjawiska hiperalgezji
[Oison J.K. i Miller S.D., 2004; Jack C.S. i wsp., 2005; McMahon S.B i wsp., 2005; DeLeo J.A. i wsp., 2006].
Receptorami odpowiedzialnymi za modulacje bélu w procesie zapalenia s3
najprawdopodobniej TLR1/2 (czesto wystepuja wspdlnie - sg powigzane fizycznie i
funkcjonalnie) [0zinsky A. i wsp., 2000; Peng Y. i Zhang L., 2014], TLR3 oraz TLR4, ktéremu
przypisuje sie najwieksze znaczenie w procesie powstawania bélu przewlektego i

neuropatycznego [Nicotra L. i wsp., 2012; Liu T. i wsp., 2012a; Sauer R.S. i wsp., 2014].
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TNF-a, IL-18, BDNF, PGE,, NO
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Central sensitization and chronic pain

Ryc.6. Rézne szlaki aktywacji receptoréw Toll-podobnych: TLR2, TLR4 oraz TLR3 w
komdrkach mikrogleju rdzenia kregowego w przebiegu powstawania bdlu

przewleklego [Liu T. i wsp., 2012a].

Po podaniu LPS, bedacego naturalnym ligandem dla TLR4 odnotowano znacznie
zwiekszona ekspresje genu dla tego receptora, jak rowniez uwolnienie prozapalnych
cytokin, m.in. TNF-a, IL-13 oraz IL-6 [Raghavendera V. i wsp., 2004; Lan L.S. i wsp.,, 2010],
aktywacje komorek dendrytycznych mikrogleju w centralnym uktadzie nerwowym
[Rivest S., 2003]. Tramullas i wsp. [2014] powigzali w jednym z badan zwiekszona
ekspresje TLR4 oraz zwiekszone stezenia prozapalnych cytokin z silng aktywacjg komérek
mikrogleju w korze przedczolowej, a po podaniu zwierzetom specyficznego antagonisty
receptora, TAK-242, odnotowano statystycznie istotne zmniejszenie odczuwania boélu
przez zwierzeta. Zwiekszona ekspresja TLR2 i TLR4 oraz poziom IL-13, w
jednojadrzastych komoérkach krwi obwodowej moze stanowi¢ potencjalny biomarker w
oznaczaniu bolu przewlektego [Kwok Y.H. i wsp., 2013] Réwniez w badaniach z udziatem
TLR3 oraz TLR7/8 oznaczono wyzsze poziomy cytokin prozapalnych w rdzeniu
kregowym po podaniu odpowiednich dla tych receptoréw ligandéw (LPS, polylC oraz
R848) [Su Y. i wsp., 2005; Zhang Z. i wsp., 2005, Meng L. i wsp., 2010], a po podaniu agonistéw
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dla TLR2 oraz TLR6 (Tabela 1) odnotowano zwiekszonag synteze cytokin, ktére w
polaczenu z niedotlenieniem tkanek prowadzily do uogélnionego odczynu zapalanego

[Kuhlicke J. i wsp., 2007; Koch A. i wsp., 2012].

Tabela.1. Wykaz receptoréw Toll-podobnych zlokalizowanych u cztowieka wraz z
ligandami zewnatrz- oraz wewnatrzpochodnymi [Tsan M.F. i Gao B., 2004; Takeda K.

i Akira S., 2004].

TLR Ligand

TLR1 Lipopeptydy

TLR2 Lipopeptydy, lipoproteiny

Glikolipidy (m.in., B-glukan)

Biatka szoku cieplnego (m.in. HSP60, HSP70, HSPGp96)
Nasycone kwasy ttuszczowe

Zymosan

Atypowy LPS

LTA

Lipoarabinomannan

TLR3 Podwadjna ni¢ wirusowego kwasu dsRNA
polyIC

TLR4 LPS

Taksol

RSV, MMTV2

Biatka szoku cieplnego (m.in. HSPGp96, HSP60, HSP70,
HSP90)

Nasycone kwasy ttuszczowe

Fibronektyna

Fibrynogen

Siarczan heparyny

Kwas hialuronowy

Surfaktant A
TLR5 Flagelina
TLR6 Zymosan
LTA
Lipopeptydy
TLR7 Jednoniciowy wirusowy kwas RNA
polylC
TLR8 Jednoniciowy wirusowy kwas RNA
polyIC
TLR9 Niemetylowane reszty CpG DNA
TLR11 E. coli

1z ang. Respiratory Syncital Virus; 2z ang. Mouse Mammary Tumor Virus
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2.4. AKTYWNOSC PRZECIWBOLOWA I PRZECIWZAPALNA
KwWASU OLEANOLOWEGO I JEGO POCHODNYCH

W ostatnich latach pojawito sie wiele doniesien i prac badawczych wskazujacych
na wielokierunkowe dziatanie farmakologiczne pochodnych kwasu oleanolowego.
Zwigzek ten nalezgcy do triterpendéw pentacyklicznych, ktére obok steroli, saponin
i glikozydéow sercowych tworza grupe tzw. triterpenoidéw. Stanowig jedng z
najliczniejszych oraz najszerzej wystepujacych grup zwigzkéw chemicznych w Swiecie
organicznym, cieszac sie duzym zainteresowaniem wielu os$rodkéw badawczych w
zakresie fitochemii i farmakologii. Ze wzgledu na cenne wiasciwosci lecznicze, kwas
oleanolowy i jego pochodne pozyskuje sie bezposrednio z czesci roslin bogatych w
pochodne triterpenowe (kora, Zywica, skérka i wosk ochronny lisci i kwiatéw)
[Mailard M. i wsp., 1992; Jager S. i wsp., 2009] szczegblnie nalezacych do rodziny Oleaceae
[Allouche Y. i wsp., 2009]. Najwiekszym poznanym do tej pory zZrédtem kwasu oleanolowego
jest oliwa z oliwek (Olea europea L.) [Juan M.E. i wsp., 2006; Allouche Y. i wsp., 2009;
Sporn M.B. i wsp., 2011], skad wzieta sie rowniez nazwa zwigzku [Simonsen J. i wsp., 1957].
Warto wspomnie¢ rowniez o jemiole pospolitej (Viscum album L.) oraz nagietku lekarskim
(Calendula officinalis L.) [Ruszkowski D. i wsp., 2006], bedacych jednymi z bardziej
popularnych gatunkéw wystepujacych na terenie kraju, réwniez bogatych w pochodne
oleananu (Tabela 2).

Pochodne kwasu oleanolowego w $rodowisku roslinnym wystepuja najczesciej w
postaci wolnej w nadziemnych partiach roslin, w gtéwnej mierze w lisciach i woskach
ro$linnych [LiJ, 2002] (Tabela 2), stanowigc tym samym istotny element ochronny przed
utratg wilgoci, jak réwniez pierwsza linie obronng przed zagrozeniem ze strony
patogendw [Heinzen R.A. i wsp., 1996]. W lisciach oliwnych w badaniach mikroskopowych
mozna dostrzec krysztatki wolnego kwasu, ktéry stanowi fizyczna bariere przeciwko
patogennym grzybom [Kubo L. i Matsumoto A.,, 1984], natomiast wystepujac w postaci samego
aglikonu albo w potaczeniu aglikonu z kilkoma tafdcuchami cukrowymi z grupa
hydroksylowa lub karboksylowa (tzw. glikonem) tworzy saponiny triterpenowe (Ryc. 7.)
[Liu J., 1995; Szakiel A. i wsp., 2002-2005; Chotuj A. i Janiszowska W., 2005], ktére dodatkowo

chronig rosline przed organizmami roslinozernymi [Szakiel A. i wsp., 2002-2005].
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Tabela 2. Naturalne Zrédla wystepowania kwasu oleanolowego (0A) [Li ]., 2002;
Chotuj A. i Janiszewska W., 2005]

z 7z

CZESC NADZIEMNA

s s

CZESC PODZIEMNA

ORGAN

Liscie

Kwiaty

Owoce, skorka

Nasiona

Kora, ziele
iinne

Bulwa

Korzen

GATUNEK

Acanthopanax nipponicus, Arctostaphylos uva-ursi, Beta vulgari,
Calendula officinalis, Clematis montana, Coffea arabica , Crategus sp,
Eucalyptus camaldulensis, Gymnema sylvestre, Hedera helix, Ilex
paraguariensis, , Lavendula officinalis , Melissa officinalis , Nerium
oleander, Ocimum basilicum , Olea europea , Origanum majorana,
Origanum vulgare, Plantago major, Platanus acerifolia Polyscias
fruticosa, Rosmarinum officinalis, Vaccinum myrtillus, Salvia
officinalis, Sambucus nigra, Satureja montana,, Syzygium aromaticum,
Thymus vulgaris, Thymus willdenowi, Viscum album

Calendula officinalis, Helianthus annus, Sambucus nigra

Caesalpinia paraguariensis, Catunaregam nilotica, Hedera helix,
Kochia scoparia, Olea europea, Phytolacca dodecandra, Prunus
spinosa, Randia dumetorum, Sapindus emarginatus

Calendula officinalis, Chenopodium quinoa, Momordica
cochinchinensis

Anemone rivularis, Bassia muricata, Betula alba, Calendula arvensis,
Calendula  officinalis,  Centaurium  erythraea = Chemaenerion
angustifolium, Crategus sp., Euphorbia geniculata, Fagonia arabica,
Glechoma hederacea, Hysopus officinalis, Lavendula officinalis,
Leonurus cardiaca, Melissa officinalis, Melilutus officinalis, Olea
europea, Origanum maiorana, Prunella vulgaris, Sambucus nigra,
Syzygium aromaticum , Thymus vulgaris, Verbena officinalis

Ficaria ranunculoides, Leontice kiangnanensis, Talinum tenuissimum

Aralia elata, Achyranthes faurei, Beta vulgaris, Calendula officinalis,
Clematis chinensis, Clematis montana, Panax ginseng, Panax japonicus,
Panax zigiberensis, Platycodon grandiflorum, Polyscias fruticosa,
Pulsatilla patent, Viguiera decurrens
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Chemiczne pochodzenie i biosynteza kwasu oleanolowego oraz innych pochodnych
triterpenoidowych wywodzi sie z czasteczki skwalenu, sktadajacej sie z szeSciu reszt
izoprenowych i bedacego najbardziej znanym acyklicznym triterpenoidem, ktory po raz
pierwszy zostat wyizolowany z thuszczu watroby rekina. Jego szerokie rozpowszechnienie
zaré6wno w Swiecie zwierzecym jak i roslinnym, potwierdza jego istotng role w biosyntezie
alkoholi triterpenowych i steroli [Wrzeciono U. i Zaprutko L., 2001; Kotodziejczyk A., 2003].
W biosyntezie pentacyklicznych pochodnych proces cyklizacji czasteczki skwalenu lub
jego pochodnej 2,3-epoksydowej prowadzi do powstania, poprzez czterocykliczny uktad
bakchranu, do pieciocyklicznego szkieletu lupanu, a nastepnie uktadu oleananu (Ryc. 7.)

[Wrzeciono U. i Zaprutko L., 2001].

Kwas mewalonowy = —= = FPP

Syntaza skwalenu (SS)

an
ﬁ\ Skwalen
1|r Epoksydaza skwalenu (SE)
e
|

I
&>
2 3-epoksyskwalen

taza
Syntaza // Syntaza o
cykloartenolu (Chy d:mmerenodi:m\ltammnowa (BAS)
'
-

HO Hi

Cykloartenol Dammarenodiol B-amyryna

v , '
L v
) v v
—_— ——— e — _
Sterole roslinne Triterpeny Triterpeny )
L typu dan_1_maranu J typu ¢leananu J

Ryc. 7. Biosynteza kwasu oleanolowego [Opracowano na podstawie prac:

Lee M.H. i wsp., 2004]
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Podobienstwo triterpenéw pentacyklicznych do steroidéw opiera sie przede
wszystkim  na  wystepujacym w  obu  grupach  uktadu  cykloheptano-
perhydrofenantrenowego, tworzonego przez pie¢ skondensowanych pierscieni, z ktérych
cztery sg zawsze szeScioczlonowe (A, B, C i D) a piaty (E) jest piecio- lub sze$ciocztonowy
(Ryc. 8.). Ze wzgledu na ré6zne potozenie grup metylowych w piers$cieniach wyrézniono
wiele typow triterpendéw pieciocyklicznych, z Kktérych najwieksze znaczenie
farmakologiczne posiadajg zwiazki klasyfikujace sie do typu lupanu, oleananu i ursanu
[Wrzeciono U i Zaprutko L, 2001; Chotuj A. i Janiszowska W. 2005; Kujawa-Warchala K.
i NazarukJ., 2012].

HOH o \
Cs e

C17

o I [T

Ryc. 8. Budowa kwasu oleanolowego i strategiczne miejsca wplywajace na
aktywno$¢ przeciwbolowg oraz przeciwzapalna: grupa hydroksylowa przy weglu Cs
oraz grupa karboksylowa przy Ci; [Opracowano na podstawie pracy Bednarczyk-

Cwynar B. i wsp., 2012]

Wystepujace naturalnie saponiny triterpenowe, bedace potaczeniem czasteczki
kwasu oleanolowego z tancuchem cukrowym przy Cs i/lub Ci7 podane droga doustng sa
niewrazliwe na system enzyméw trawiennych w przewodzie pokarmowym, rozktadane sa
dopiero w jelicie grubym w obecnosci flory bakteryjne [Kida H. i wsp, 1998] (Ryc. 9).
W ten sposob uwalniajg sie z nich triterpeny, ktdre nastepnie ulegajg resorpcji i integracji
z btonami komoérkowymi, dzieki temu moga dziata¢ modulujagco na mechanizmy
przekazywania sygnatlu do komorki [Hasegawa H., 2004]. Wolny kwas oleanolowy

zidentyfikowano w wielu ekstraktach roslinnych, natomiast zaznaczy¢ nalezy, ze wyciagi
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ro$linne bardzo czesto zawierajg inne, nieglikozydowe pochodne kwasu oleanolowego,
ktérych aktywnos$¢ biologiczna jest rézna i najczesciej zalezna od struktury chemicznej

[Sakai K. i Fukuda Y., 2004-2006].

Ryc.9. Struktura chemiczna 3-0-f-D-glukuronidu kwasu oleanolowego

Uwaza sie, Ze istotng role w aktywnosci przeciwbdlowej oraz przeciwzapalnej
pochodnych kwasu oleanolowego posiadajg dwie grupy funkcyjne: grupa hydroksylowa -
OH przy weglu Cz oraz karboksylowa -COOH przy weglu Cq7. Modyfikacja czasteczki
triterpenu w kierunku zacetylowania grupy hydroksylowej przy Cs; prowadzita do
znaczacego wzrostu aktywnosci przeciwbolowej u testowanych zwierzat, w zaleznosci od
dtugosci wprowadzanego do czasteczki taricucha [Recio M.C. i wsp., 1995; Soldi C. i wsp., 2008;
Bednarczyk-Cwynar B.i wsp., 2012]. Ostatecznie wykazano jednak, iz najsilniej dziatajace
pochodne w kierunku dziatania analgetycznego w swojej strukturze posiadaja grupe
hydroksyiminow3 [Paszel A. i wsp., 2008]. Ponadto przyjmuje sie, iz modyfikacje w obrebie
grupy karboksylowej przy Ciz mogg wpltywaé na sile dzialania zwigzku
[Bednarczyk-Cwynar B. i wsp., 2012] (Ryc. 8).

Przez dilugi czas uwazano, Ze kwas oleanolowy jest biologicznie nieaktywny.
Pojawiajgce sie pierwsze doniesienia o pozadanych wtasciwosciach farmakologicznych
potaczonych z relatywnie niska toksycznoscig, wywodzacych sie najczesciej z medycyny i
kultury azjatyckiej, zainteresowaty wiele os$rodkéw badawczych na catym $wiecie
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[Ovsemi Z. i wsp., 2006]. Dziatanie przeciwzapalne pochodnych oleanolowych i innych
pochodnych triterpenowych po raz pierwszy zostalo opisane w 1969 roku
przez Gupta i wspotpracownikéw w pracy: ,Antiinflammatory activity of natural products
- Triterpenoids”, doprowadzajac do silnego rozwoju badan nad aktywnos$cig pochodnych
naturalnych, jak i zwigzkéw syntetyzowanych de novo [Liu J. i wsp, 1995, 2005;
Sakai K. i wsp., 2004]. Pierwsze prace na temat mechanizméw wiaczonych w dziatanie
przeciwzapalne kwasu oleanolowego i jego pochodnych pojawily sie w latach
80 - tych XX wieku i dotyczyly wptywu na hamowanie degranulacji mastocytéw i
zmniejszenia uwalniania wazoaktywnych amin, m.in. histaminy i serotoniny (5-HT)
[Dai Y. i wsp., 1989-1989a-b; Wu C.R. i wsp., 2011], podczas gdy w kolejnej dekadzie wykazano
hamujacy wptyw samego kwasu na enzym C3-konwertaze, wchodzacym w sktad ukladu
dopetniacza [Kapil A. i Sharma S, 1994], Zbadano rowniez mozliwo$¢ bezposredniego
dziatania hamujacego enzymu fospolipazy A, (PLA2, z ang. phospholipase A;), uwazanego
za jednen z gtéwnych czynnikéw powstawania zapalenia i obrzekdw [Cirinio G. i wsp, 1989;
Ginger-Larza EM. i wsp, 2001], jak roéwniez dowiedziono wtasciwo$s¢ hamowania
powstawania pochodnych kwasu arachidonowego, leukotrienéw LTB4, ktérych stezenie
w znacznych iloSciach wzrasta w chronicznym zapaleniu [Stanley P.L. i wsp., 1991; Ginger-
Larza E.M. i wsp., 2001; Santos-Rosa C. i wsp., 2007]. Inne pochodne wykazaty takze dziatanie
przeciwne do dziatania elastazy i hialuronidazy, niezbednych w procesach prawidtowego
wildknienia tkanki tacznej [Ying Q.L. i wsp., 1991; Facinio R.M. i wsp., 1995].

0d wielu lat w zainteresowaniu chinskich naukowcéw znajduje sie Ligustrum spp.,
ktéra w medycynie ludowej stosowana jest w przewlekltym niezycie dolnych drég
oddechowych oraz w zapaleniu watroby. Najlepszy potencjat przeciwzapalny posiadaja
dwa gatunki: Ligustrum pricei Hayata (LP) oraz Ligustrum lucidum Ait. (LL), ktérych
gtéwnymi sktadnikami aktywnymi sg amaryna, lupeol i kwas betulinowy (LP) oraz kwas
oleanolowy i ursolowy (LL) [Feng J. i wsp, 2011; Wu CR. i wsp, 2011]. W testach
farmakodynamicznych z wykorzystaniem modelu formalinowego oraz testu ,wicia” po
podaniu kwasu octowego (ip.), naukowcy wykazali efekt przeciwbdlowy badanych
ekstraktéw w sposob zalezny od dawki. W tym samym badaniu Wu i wsp. zbadali wptyw
LP na zwiekszong przepuszczalno$¢ matych naczyn krwionosnych spowodowang poprzez
LPS, LTA, 5-HT, BK, SNP oraz histaminy i w kazdym przypadku uzyskali dziatanie
supresyjne w najwyzszej zastosowanej dawce wynoszacej 1 g/kg m.c. (p.0.), natomiast w
przypadku wspdlnego podania LP z 5-HT dziatanie zmniejszajgce przepuszczalnos$é
naczyn i wysiek w catym przedziale dawkowania (0,1 - 1,0 g/kg m.c, p.o.)
[Wu CR iwsp., 2011].
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Po latach badan i poszukiwan ewentualnego mechanizmu dziatania
przeciwzapalnego triterpenéw pentacyklicznych, w tym samego kwasu oleanolowego i
jego pochodnych, wskazuje na dziatanie zwigzane z ekspresjg NF-kxB i hamowaniem jego
dziatania prozapalnego [Choi C.Y. i wsp., 2001; Nichols D.P. i wsp., 2009; Gao X. i wsp., 2008;
Takeda k. i wsp., 2010; Nihiem N.X. i wsp., 2011; Zha L.Y. i wsp. 2011; Papalois A. i wsp., 2012; Jung K. i
wsp., 2013; Kim H.S. i wsp., 2014]. Prawdopodobny mechanizm dziatania oleananéw uzyskany
w badaniach na syntetycznych pochodnych triterpenoidowych, CDDO (kwas 2-cyjano-
3,12-diokso-oleano-1,9(11)-dien-28-owy) oraz CDDO-Me (ester metylowy kwasu 2-
cyjano-3,12-diokso-oleano-1,9(11)-dien-28-owego) polega na hamowaniu aktywnosci
przekazywania sygnatu za pomoca NF-kB, indukowanym przez TNF-a jak réwniez
hamowaniem aktywnos$ci enzymu IKKf in vitro [Ahmad R. i wsp., 2006] oraz IxBf [Schishodia
S. i wsp., 2006; Nichols D.P. i wsp., 2009] (Ryc. 4.). Wykazano takze hamujacy wptyw na
proliferacje limfocytow T, tym samym zmniejszenie ich dziatania cytotoksycznego [Gao X. i

wsp., 2008].

Ze wzgledu na wykazanie w ostatnich latach roli receptoréw Toll-podobnych w
procesie stymulacji i przetwarzania bélu przewlekltego oraz stanu zapalnego za
posrednictwem m.in. NF-kB (Roz. 1.3.7.), probuje sie okresli¢ ewentualny wptyw
pochodnych triterpenowych, w tym pochodnych oleananu, na aktywno$¢
antynocyceptywna oraz przeciwzapalng z wykorzystaniem szlakéw molekularnych TLR.
Badania nad samymi receptorami sg stosunkowo $wieze i siegaja konca lat 80-tych
zesztego wieku, cho¢ juz wtedy przypisano im szczeg6lng role zwlaszcza w pierwszym
etapie obrony przed zakazeniem i indukcja reakcji odpornos$ciowej, tym samym decydujac
o wyborze drogi na jakg powinien wstapi¢ organizm w dalszych etapach reakcji obronne;j.
Wiadomo, Ze jednym z mechanizméw z wykorzystaniem tych biatek jest zwiekszone
wytwarzanie prozapalnych cytokin (m.in. TNF-a, IL-1, IL-6, IL-12) poprzez wptyw na
uwalnianie czynnika NF-kB do jadra komorkowego, ktéry reguluje ekspresje genow
odpowiednich cytokin, biatek kompleksu zgodnosci tkankowej, cykliny D1, ktéra m.in.
pozwala limfocytom rozpocza¢ proces proliferacji i po stymulacji dodatkowych
czynnikéw, rozpoczaé produkowanie przeciwciat [Ozinsky A. i wsp., 2000; Li X. i Stark G.R,

2002; Burstein E. i Duckett C.S.,, 2003; Cholewa ].B., 2004].

Jednymi z nowych pochodnych kwasu oleanolowego oraz kwasu
acetylosalicylowego sa zwigzki o symbolach BB XII/59, BB XII/72 oraz BB XII/73
(Ryc. 10-12.) zsyntetyzowane w Katedrze i Zaktadzie Chemii Organicznej Uniwersytetu
Medycznego im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu, ktére stanowity przedmiot badan
niniejszej dysertacji.
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Ryc. 10. Ester metylowy kwasu 3-(2-acetoksy-1-benzoil)oksyiminoolean-12-en-28-
owego
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Ryc. 11. Morfolid kwasu 3-(2-acetoksy-1-benzoil)oksyiminoolean-12-en-28-owego
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Ryc. 12. Kwas 3-(2-acetoksy-1-benzoil)oksyiminoolean-12-en-28-owy
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3. Cel Pracy

W niniejszej pracy postanowiono okresli¢ profil dziatania przeciwbélowego i
przeciwzapalnego nowych zwigzkéw pochodnych kwasu oleanolowego oraz kwasu
acetylosalicylowego o symbolach BB XI1/59, BB XI1/72 oraz BB XII/73 zsyntetyzowanych
w Katedrze i Zakladzie Chemii Organicznej Uniwersytetu Medycznego im. Karola
Marcinkowskiego w Poznaniu, jak réwniez zaproponowa¢ ewentualny profil dziatania

poprzez wykonanie ponizej podanych zadan badawczych:

1 Badania toksycznoSci ostrej metodg ustalonej dawki wg OECD badanych substancji

2 Ocena dawko-zaleznej
a. aktywnos$ci motorycznej horyzontalnej i wertykalnej
b. aktywno$ci przeciwbélowe;j

c. dziatania przeciwzapalnego

3 Okreslenie wzglednego udziatu kwasu acetysalicylowego (ASA) w dziataniu

przeciwboélowym i przeciwzapalnym analizowanych zwigzkow

4 Ocena interakcji badanych pochodnych kwasu oleanolowego z morfing (MF),
naloksonem (NL) i ASA w zakresie dziatania przeciwbo6lowego oraz z ASA w przebiegu

aktywnosci przeciwzapalnej.

5 Dla pochodnej wykazujgcej najsilniejsze dziatanie przeciwbdélowe i/lub przeciwzapalne
postanowiono okresli¢ ocene dziatania przeciwbdlowego i przeciwzapalnego po
podaniu wielokrotnym, jak roéwniez oceni¢ wplyw na stezenia wybranych
prozapalnych cytokin (IL-6, TNF-a) oraz ekspresje mRNA dla wymienionych cytokin
oraz jak ekspresje dla receptoréw TLR1 i TLR3.
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4. Czes$¢ Doswiadczalna

4.1. MATERIAL ZWIERZECY I OGOLNE WARUNKI DOSWIADCZENIA

Badania przeprowadzono na biatych myszach szczepu Swiss o masie ciata
20 - 30 g oraz na szczurach szczepu Wistar o masie 250 - 350 g. W obu przypadkach do
dos$wiadczen uzyto jedynie samcoéw, a termin eksperymentéw obejmowat okres od
czerwca 2011 do grudnia 2013. Zwierzeta przez caty okres prowadzonych do$wiadczen
przebywaty w warunkach kontrolowanych, tj. w pomieszczeniu o temperaturze 21 + 2°C
oraz wilgotnosci 65 - 75 %, zachowujac naturalny 12 - godzinny cykl dobowy dzien - noc.
Doswiadczenia prowadzone jedynie w okresie cyklu oSwietlonego, tj. 07:00 - 19:00.
Zwierzeta przechowywane byty w klatkach z biatego tworzywa sztucznego, wytozonych
trocinami o wymiarach 35x20x13 cm (w przypadku myszy po 8 - 10 osobnikéw) oraz
50x30x20 cm (dla 4 - 5 szczuréw). Okres aklimatyzacji dla zwierzat obejmowat 4 do 7
dni przed planowanym do$wiadczeniem, podczas ktorego byly przyzwyczajane do
obecnosci i reki eksperymentatora. Zwierzeta przez caty okres badania miaty wolny
dostep do wody i standardowej paszy laboratoryjnej (paletki Labofeed B, Wytwornia
Paszy i Koncentratéw, Kcynia, Polska, PN - ISO 9001:1996).

Na wszystkie prowadzone badania otrzymano zgode i pozytywna opinie Lokalnej
Komisji Bioetycznej Do Spraw Doswiadczen Na Zwierzetach w Poznaniu wydanej w dniu

13 czerwca 2011 - nr uchwaty: 52/2011.
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4.2,

APARATURA I ODCZYNNIKI

4.2.1. Odczynniki i substancje stosowane w badaniach farmakodynamicznych

Substancje badane: BB XII/59, BB XII/72 oraz BB XII/73 (uzyskane z Katedry i
Zaktadu Chemii Organicznej Uniwersytetu Medycznego im. Karola
Marcinkowskiego, Poznan, Polska)

Naloksonu chlorowodorek (Naloxonum hydrochloricum WZF 0,4pg/ml, WZF Polfa
S.A., Warszawa, Polska)

Morfiny siarczan (Morphini sulfas inj. 20 mg/ml, Polpharma, Warszawa, Polska)
Kwas acetylosalicylowy (Acidum acetylosalicylicum pro recepturae, Galfarma,
Krakow, Polska)

Karagenina (Carrageenan, SigmaAldrich, USA)

Tween 80 (Sigma Aldrich, USA)

Chlorek sodu (Natrium chloridum, Galfarma, Krakéw, Polska)

Woda do iniekcji (Aqua pro iniectionae a 5ml, Polpharma, Warszawa, Polska)
[zotoniczny roztwdr chlorku sodu (0,9% Natrium chloridum a 5 ml, Polpharma,

Warszawa, Polska)

4.2.2. Przygotowanie roztworow do doswiadczen farmakodynamicznych

5% roztwor Tween 80 otrzymano poprzez rozpuszczenie na gorgco Tween 80 z
woda destylowang w stosunku 1:20

1% roztwér karageniny (2mg/0,2ml) za kazdym razem przygotowywano ex
tempore, zawieszajagc karagenine w 0,9% NaCl i nastepnie ogrzewajac do
temperatury ok. 37°C w celu przeprowadzenia zawiesiny w rozwor

ptyn elektrolitowy do pomiaru zmian objetosci tap w teScie z uzyciem
pletyzmometru wykonano po rozpuszczeniu 0,351 g NaCl oraz 3 ml S$rodka
zmniejszajacego napiecie powierzchniowe w 1000 ml wody destylowanej

roztwor morfiny (MF) w dawce 5,0 mg/kg m.c. przygotowano poprzez
rozcieficzenie roztworu siarczanu morfiny z woda do iniekcji

roztwor naloksonu (NL) w dawce 3,0 mg/kg m.c. przygotowano poprzez

rozcieficzenie roztworu chlorowodorku naloksonu z woda do iniekcji

43



zawiesina kwasu acetylosalicylowego (ASA) w dawce 200,0 i 300,0 mg/kg m.c.
oraz w po przeliczeniu z masy molowej ASA podawana w dawkach

komplementarnych do dawki 30,0 oraz 300,0 mg/kg substancji badanych:

BB XII/59 - 8,4 oraz 84,0 mg/kg (ASA)
BBXII/72 - 7,7 oraz 77,0 mg/kg (ASA)
BB XII/73 - 8,6 oraz 86,0 mg/kg (ASA)

przygotowywano zawieszajagc odpowiednig ilo$¢ substancji, wczes$niej
zmikronizowanej dodatkowo w mozdzierzu oraz za pomoca homogenizatora,

ex tempore w 5% roztworze Tween 80

przygotowanie zawiesin substancji badanych: BB XII/59, BB XII/72 oraz
BB XII/73:

w dawce 0,3 mg/kg m.c.

w dawce 3,0 mg/kg m.c.

w dawce 30,0 mg/kg m.c.
w dawce 300,0 mg/kg m.c.
w dawce 2,0 g/kg m.c.

przygotowywano zawieszajac odpowiednia ilo$¢ w/w substancji ex tempore w 5%

roztworze Tween 80.

4.2.3. Odczynniki i substancje uzyte w badaniach genetycznych

Kwas borowy (Sigma, USA)

Agaroza (ABO, Fermentas, Litwa)
Etanol 75% (POCh, Polska)
[zopropanol (Sigma, USA)

Chloroform (Sigma, USA)

Woda autoklawowana , dejonizowana
DEPC (Sigma, USA)

EDTA (Sigma, USA)
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TRIS Base (Sigma, USA)

IL- 6 [KIT] (RayBiotech, USA)

Molecular Weight Marker KBL (1kb DNA Ladder, Fermentas, Litwa)

TriPure Isolation Reagent (Roche, USA)

Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit (Roche, USA)

SuperScript III RT (200U /ul) (ThermoFisher Scientific, USA)

RNase OUT (40U/ul) (ThermoFisher Scientific, USA)

Fast Start DNA Master Sybr Green [ (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Niemcy)

4.2.4. Sprzetiaparatura wykorzystana w przebiegu doswiadczen

farmakodynamicznych

Aktynometr (Activity Cage cat. 7436 - UGO BASILE, Wtochy)

Pletyzmometr (Plethysmometer cat. 7140 - HUGO SACHS ELECTRONIC, Niemcy)
Urzadzenie do testu hot-plate wykonane w Katedrze i Zaktadzie Farmakologii UM
w Poznaniu (cylinder z przeZroczystego tworzywa sztucznego o $rednicy 20 cm i
wysokosci 18 cm; ptytka grzewcza o wymiarach 20x20 cm, Poznan, Polska)

Waga elektroniczna (Typ A200, AXIS, Gdansk, Polska)

Waga techniczna (POFAWAG, Lublin, Polska)

Sonda dozoladkowa ze stali nierdzewnej (modele: FTSS-24S-24ga-25mm oraz
FTSS-18S-18ga-76mm, ANIMALAB, Poznan, Polska)

Strzykawki z igtami do podania podskoérnego (MLS 1.1, BOGMARK, MEDICAL,

Lomza, Polska)

4.2.5. Sprzetiaparatura wykorzystana w przebiegu badan genetycznych

Pipety o regulowanej objetosci (Eppendorf, USA; LabMate, Wielka Brytania)
Wiréwka (Centrifuge 5415D /R, Eppendorf, USA)

Wiréwka (MiniSpin, Eppendorf, USA)

Termomikser (Thermomixer Compact, Eppendorf, USA)

Zamrazarka (Joun VXE 380, Kendromed, Polska)

Mikrofalowka (Electrolux EMS 2840, Electrolux, Szwecja)
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Wiréwka (WL-1, BIOMIX, Polska)

Spektofotometr (Biophotometer, Eppendorf, USA)

Komora do elektroforezy (BioRad, USA)

Termocykler PTC 200 DNA Engine Gradient Cycler (M] Research, Inc., USA)

Aparat do amplifikacji LightCycler 480 II system (Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim, Niemcy)

System komputerowy do analizy obrazu (UV:UVI-KS4000/Image PC, System
Biotech Molecular Biology Instruments, USA)

Lodéwka (ERE 3000, Electrolux, Szwecja)

Zamrazarka (EUC - 2100, Electrolux, Szwecja)

Waga elektroniczna (WPE 600, RadWag, Polska)

Komora =z laminarnym przeptywem powietrza (Heraeus Herasafe KS, Kendro,
Niemcy)

Komora PCR UV - CLEANER UVC/T-M-AR (Biosan, USA)

Generator ptatkow lodu (iShin IF 300-150, Biocom, USA)

Homogenizator do tkanek (Power Gen 125, Fisherbrand, FisherScientific, USA)

TESTY FARMAKODYNAMICZNE

4.3.1. Ocena toksycznosci ostrej

Badanie przeprowadzono wg wytycznych OECD TG 420 ,Toksycznosé ostra

doustna - Metoda ustalonej dawki” do badan substancji chemicznych z dnia 20 stycznia

2001. Badanie przeprowadzono na czterech grupach myszy Swiss (samce o masie 25 -

35 g), tj. pierwszej stanowigcej kontrole (5% roztwér Tween 80 - vehiculum) i

pozostatych trzech, ktérym podano odpowiednio substancje: BB XII/59, BB XI1/72 oraz

BB XII/73 w dawce 2,0 g/kg m.c. Badane zwigzki po wcze$niejszym zawieszeniu w

vehiculum podano dozotadkowo (p.0.) za pomoca strzykawki z metalowa sonda w

pozycji pionowej. Zwierzeta stanowiagce kontrole otrzymaty vehiculum wg tej samej

procedury. W trakcie 3 tygodniowej obserwacji odnotowywano ewentualne zmiany u

46



myszy w zakresie: zmiany wygladu skory, siersci i bton §luzowych, zaburzen ze strony
przewodu pokarmowego i oddechowego, wystapienie ewentualnych zaburzen

neurologicznych czy tez Smiertelnosci.

4.3.2. Ocena spontanicznej aktywnosci ruchowej - ,,locomotor activity”

Test polegat na umieszczeniu myszy w aktynometrze oceniajgcym spontaniczne
ruchy poziome oraz pionowe, a ruchliwos$¢ zwierzecia byta oceniana wg licznika
sumujgcego osobno ruchy horyzontalne (poziome) i wertykalne (pionowe) w przeciagu
pieciu minut. Na 60 minut przed rozpoczeciem testu samcom myszy Swiss podzielonych
na 13 grup po 10 osobnikéw kazda, podano kazdg z badanych substancji w dawkach 0,3 ;
3,0, 30,0 oraz 300,0 mg/kg m.c. dozotgdkowo (p.0.) za pomoca sondy, a zwierzetom

stanowigcym kontrole podano vehiculum, ktérym byt 5% roztwo6r Tween 80.

Ruchliwos$¢ kazdej ze 130 badanych myszy rejestrowano osobno przez 5 min. W
trakcie pomiaru ograniczono do minimum czynniki mogace wptywa¢ na uzyskane wyniki
(m.in. hatas, obecno$¢ os6b postronnych jak i innych zwierzat, nie bioracych udziat w/w

doswiadczeniu).

4.3.3. Ocena dziatania przeciwbolowego w tescie ,gorqcej plyty”:

test , hot - plate”

Test ,hot-plate” (‘test goracej ptyty”) polega na umieszczeniu myszy na powierzchni
rozgrzanej ptyty aluminiowej do temperatury 51 * 0,5°C o wymiarach 20 x 20 cm,
ograniczonej cylindrem wykonanym z przezroczystego tworzywa o $rednicy 20 cm i
wysokos$ci 18 cm. Reakcje nocyceptywng (lizanie tap zaréwno przednich jak i tylnych, a
takze skoki) wyrazono jako czas w ktérym zauwazono w/w reakcje [s], natomiast badanie
przerywano po 60 sekundach od rozpoczecia testu, ze wzgledu na mozliwo$¢ termicznego

uszkodzenia tkanek.
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Ocena wplywu jedokrotnego podania badanych substancji na reakcje bélowg w
tescie , hot-plate”

Myszom podawano substancje BB XII/59, BB XI1/72 oraz BB XII/73 w dawce: 0,3;
3,0; 30,0 oraz 300,0 mg/kg (p.o.) jednorazowo bezposrednio przed rozpoczeciem badania,
ktéry uznawano za czas zerowy. Grupie kontrolnej podawano 5% roztwdér Tween 80
(p.0.). Nastepnie dokonywano pomiaru efektu przeciwbolowego w pieciu przedziatach
czasowych, liczonych od momentu podania badanej substancji, czyli po: 0,5; 1,0; 1,5; 2,0

oraz 24,0 godzinach.

Ocena dzialania ASA w dawkach komplementarnych na reakcje bolowa w tescie
»hot-plate”

W celu zbadania ewentualnego wptywu czasteczki ASA pochodzacej ze struktury
badanych zwigzkéw na reakcje bdlowa zwierzat, myszom podawano ASA w dawce
komplementarnej (wyliczonej na podstawie znanej masy molowej badanych zwigzkoéow i
proporcjonalnego udzialu ASA w strukturze) dla zastosowanych wybranych dawek
substancji BB XII/59, BB XII/72 oraz BB XII/73 w dawkach 30,0 oraz 300,0 mg/kg (p.0.),
ktére przedstawiaty sie nastepujaco: ASA podano jednorazowo bezposrednio przed
rozpoczeciem badania, ktéry uznawano za czas zerowy. Grupie kontrolnej podawano
odpowiednig objeto$¢ 5% roztworu Tween 80 (p.o.). Nastepnie dokonywano pomiaru
efektu przeciwbdlowego w pieciu wybranych przedziatach czasowych, liczonych od

momentu podania badanej substancji, czyli po: 0,5; 1,0; 1,5; 2,0 oraz 24,0 godzinach.

Ocena lacznego, jednorazowego podania badanych substancji z ASA na reakcje
bdélowa w tescie , hot-plate”

W celu okreslenia ewentualnego mechanizmu dzialania zwigzanego =z
hamowaniem aktywnos$ci cyklooksygenazy (a wiec mechanizmu odpowiedzialnego za
cze$¢ profilu farmakologicznego ASA) badanych zwigzkéw postanowiono zbadaé
interakcje tychze z ASA. W tym celu myszom podawano ASA w dawce 300,0 mg/kg (p.o.).
Po 60 minutach od podania ASA; aplikowano substancje BB XII/59, BB XII/72 oraz
BB XII/73 w dawce: 0,3; 3,0; 30,0 oraz 300,0 mg/kg (p.o.), jednorazowo bezposrednio
przed rozpoczeciem badania, ktéry uznawano za czas zerowy. Grupie kontrolnej
podawano 5% roztwor Tween 80 (p.o.) odpowiedniej objetosci. Nastepnie dokonywano
pomiaru efektu przeciwbdélowego w pieciu wybranych przedziatach czasowych, liczonych

od momentu podania badanej substancji, czyli po: 0,5; 1,0; 1,5; 2,0 oraz 24,0 godzinach.
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Ocena lacznego, jednorazowego podania badanych substancji z MF na reakcje
bolowa w tescie , hot-plate”

W  kolejnym etapie dos$wiadczen sprébowano okresli¢ ewentualny wplyw
badanych pochodnych kwasu oleanolowego na dziatanie substancji o centralnym
opioidowym mechanizmie dzialania. W tym celu myszom w pierwszej Kkolejnosci
podawano MF w dawce 5,0 mg/kg (s.c.), i po 15 minutach od podania podskérnego
podano badane substancje BB XII1/59, BB XII/72 oraz BB XII/73 w dawce: 0,3; 3,0; 30,0
oraz 300,0 mg/kg (p.o.), jednorazowo bezposrednio przed rozpoczeciem badania, ktory
uznawano za czas zerowy. Grupie kontrolnej podawano 0,9% roztwor NaCl (s.c.) i po 15
minutach 5% roztwdér Tween 80 (p.0.). Nastepnie dokonywano pomiaru efektu
przeciwbb6lowego w pieciu wybranych przedziatach czasowych, liczonych od momentu

podania badanej substancji, czyli po: 0,5; 1,0; 1,5; 2,0 oraz 24,0 godzinach.

Ocena lacznego, jednorazowego podania badanych substancji z NL na reakcje
bdlowa w tescie ,hot-plate”

W celu okreslenia wptywu badanych pochodnych na dziatanie przeciwbdlowe
poprzez receptory opioidowe, myszom podawano nalokson (NL) w dawce 3,0 mg/kg (s.c.),
a nastepnie po 15 minutach od podania podskérnego podano badane substancje
BB XII/59, BB XII/72 oraz BB XII/73 w dawce 30,0 mg/kg (p.0.), jednorazowo
bezposrednio przed rozpoczeciem badania, ktéry uznawano za czas zerowy. Grupie
kontrolnej podawano 0,9% roztwér NaCl (s.c.) i po 15 min odpowiadajgca dawce
badanego zwigzku objeto$¢ 5% roztworu Tween 80 (p.o.). Nastepnie dokonywano
pomiaru efektu przeciwbd6lowego w pieciu wybranych przedziatach czasowych, liczonych

od momentu podania badanej substancji, czyli po: 0,5; 1,0; 1,5; 2,0 oraz 24,0 godzinach.

4.3.4. Ocena dziatania przeciwzapalnego w tescie karageninowym za pomocq

pletyzmometru

Test wykonywano poprzez zastosowanie karageniny jako $rodka wywotujacego
obwodowy miejscowy stan zapalny. W poduszke tylnej prawej tapy szczura podawano
0,2 ml roztworu karageniny w celu wywotania obrzeku, ktérego przyrost nastepnie
mierzono za pomoca pletyzmometru w 1, 3, 6 oraz 10 godzinie od momentu podania
substancji badanej. Kontrole stanowita lewa tapa po wstrzyknieciu 0,2 ml 0,9% roztworu

NaCl mierzona rownocze$nie z proba badang, natomiast pomiar zerowy tap szczura przed
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podaniem substancji wywotujgcej zapalenie przeprowadzono na kilka godzin przed

planowanym badaniem.

Stopien obrzeku tapy szczura mierzono zanurzajac tape zawsze na taka sama,
wcze$niej ustalong glteboko$¢ w komorze pomiarowej wypelnionej ptynem
elektrolitowym, po czym odnotowywano wynik. Kazdy pomiar powtarzano
3 - krotnie. Ilo$¢ ptynu w komorze uzupeiniano po kazdym pomiarze do poziomu
zerowego. Aby zapobiec zanieczyszczeniu ptynu w komorze, tapy szczura byty

oczyszczane przed kazdym pomiarem, a ptyn wymieniany po kazdej grupie zwierzat.

W opracowaniu wynikéw uzyto wzoru wyrazajacego réznice w zmianach objetosci

prawej i lewej tapy po wywotaniu stanu zapalnego:

AG = (PPO XH- PO) - (LPO XH - LO) [ml], gdzie:

AG - zmiana objetoSci prawej i lewej tylnej tapy po 1, 3, 6 i 10 h w stosunku do
wartosci wyjsciowej, przed wywotaniem obrzeku

P - objetos¢ prawej tapy przed wstrzyknieciem karageniny

L - objetos¢ lewej tapy przed wstrzyknieciem 0,9% NaCl

PPO XH - objetos¢ prawej tapy po wstrzyknieciu karageniny w danym czasie XH

LPO XH - objeto$¢ lewej tapy po wstrzyknieciem 0,9% NaCl w danym czasie XH

Ocena wplywu jednorazowego podania badanych substancji na reakcje zapalna po
podaniu szczurom karageniny badana za pomoca pletyzmometru

Po 30 minutach od podania karageniny za pomoca sondy podawano dozotadkowo
(p.0.) badang substancje BB XI1/59, BB XII/72 oraz BB XII/73 w dawce: 0,3; 3,0; 30,0 oraz
300,0 mg/kg. Grupie kontrolnej podano odpowiednig objetos¢ 5% roztworu Tween 80
(p.0.). Wplyw podawanych substancji oceniono wg metodyki jak podano w poprzednim

podrozdziale.
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Ocena wplywu jednorazowego podania ASA w dawkach komplementarnych na
reakcje zapalna

Podobnie jak w przypadku badania reakcji bdélowej i zbadania ewentualnego
wptywu ASA pochodzacego ze struktury badanych zwigzkéw (wyliczonej na podstawie
znanej masy molowej badanych zwigzkéw i proporcjonalnego udziatu ASA w strukturze),
w tym dos$wiadczeniu zbadano wptyw ASA w dawkach przeliczonych odpowiednio do
dawki 30,0 oraz 300,0 mg/kg (p.o.) zwigzku BB XII/59, BB XII/72 oraz BB XII/73. Jako
zwigzku referencyjnego w tym do$Swiadczeniu uzyto ASA w dawce 200,0 mg/kg (p.o.).
Grupa kontrolna otrzymywata 5% roztwoér Tween 80 (p.o.) w odpowiedniej objetosci.
Badane substancje podawano 30 minut od podania karageniny za pomocg sondy
dozotadkowo. Wptyw podawanych substancji oceniono wg metodyki jak podano w

poprzednim podrozdziale.

Ocena lacznego, jednorazowego podania badanych pochodnych z ASA na reakcje
zapalnag

W celu okreslenia ewentualnego mechanizmu dziatania przeciwzapalnego zwigzanego
z hamowaniem aktywnosci cyklooksygenazy, COX (a wiec mechanizmu odpowiedzialnego
za cze$¢ profilu farmakologicznego ASA) badanych zwigzkéw postanowiono zbadac
interakcje tychze z ASA. W tym celu zwigzki BB XII/59, BB XII/72 oraz BB XII/73, podano
tacznie z ASA w dawce 200,0 mg/kg, ktérg podano réwniez szczurom jako dawke
referencyjng. Badane pochodne podawano zwierzetom w dawce: 0,3; 3,0 oraz 30,0 mg/kg
(p.0.). W doswiadczeniu po 30 minutach od podania karageniny, podano ASA droga
dozotadkows, a po 60 minutach t3 sama drogg odpowiednig dawke substancji badane;.
Grupa kontrolna otrzymata odpowiednie objetosci (podwdjnie) 5% roztworu Tween 80 w
stosowanych przedziatach czasowych (p.o.). Interakcje badanych substancji z ASA

oceniono wg metodyki jak podano w poprzednim podrozdziale.
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4.4. SCHEMATY DOSWIADCZEN

4.4.1. Okreslenie toksycznosci ostrej granicznej

Badania toksyczno$ci ostrej przeprowadzono w 4 grupach zwierzat po 10 sztuk w
kazde;j:

e Grupa I - myszy kontrolne, ktore otrzymaty 5% Tween 80 (p.o.)

e Grupa Il - myszy, ktore otrzymaty BB XI1/59 w dawce 2 g/kg m.c. (p.o.)

e Grupa IIl - myszy, ktdére otrzymaty BB XII/72 w dawce 2 g/kg m.c. (p.0.)

e Grupa IV - myszy, ktore otrzymaty BB XI1/73 w dawce 2 g/kg m.c. (p.0.)

4.4.2. Wyznaczenie ruchliwosci pionowej i poziomej oraz badanie i ocena

dziatania przeciwbélowego za pomocq testu hot-plate

W celu oceny ruchliwosci zwierzat oraz okreslenia dziatania przeciwbélowego za pomoca

testu hot-plate wyloniono nastepujace grupy zwierzat:

a. Badanie aktywnosci lokomotorycznej horyzontalnej oraz wertykalnej oraz

aktywnoSci przeciwbdlowej badanych substanciji:

e Grupa la - myszy kontrolne, ktére otrzymaty 5% Tween 80 (p.o.)

o Grupa [la - myszy, ktére otrzymaty zawiesine BB XI1/59 0,3 mg/kg m.c. (p.0.)

o Grupa Illa - myszy, ktore otrzymaly zawiesine BB XII/72 0,3 mg/kg m.c. (p.o.)

o Grupa [Va - myszy, ktére otrzymaty zawiesine BB XI11/73 0,3 mg/kg m.c. (p.o.)

e Grupa Va - myszy, ktére otrzymaty zawiesine BB XI1/59 3,0 mg/kg m.c. (p.0.)

e Grupa Vla - myszy, ktére otrzymaty zawiesine BB XI1/72 3,0 mg/kg m.c. (p.o.)

e Grupa VIla - myszy, ktére otrzymaty zawiesine BB X11/73 3,0 mg/kg m.c. (p.o.)

o Grupa VIlla - myszy, ktére otrzymaty zawiesine BB XI11/59 30,0 mg/kg m.c. (p.o.)
o Grupa [Xa- myszy, ktore otrzymaty zawiesine BB XI1/72 30,0 mg/kg m.c. (p.o.)

s Grupa Xa - myszy, ktore otrzymaty zawiesine BB XI11/73 30,0 mg/kg m.c. (p.0.)

o Grupa Xla - myszy, ktdre otrzymaty zawiesine BB XII/59 300,0 mg/kg m.c. (p.o.)
s Grupa Xlla - myszy, ktore otrzymaty zawiesine BB XI1/72 300,0 mg/kg m.c. (p.0.)
o Grupa XIlla - myszy, ktore otrzymaty zawiesine BB X11/73 300,0 mg/kg m.c. (p.o.)
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b. Badanie aktywno$ci przeciwbdlowej dawek komplementarnych ASA:

L 2

*

L 2

Grupa Ib - myszy, ktére otrzymaty 5% Tween 80 (p.o.)

Grupa IIb - myszy, ktore otrzymaty zawiesine ASA w dawce 300,0 mg/kg m.c. (p.o.)
Grupa IIIb - myszy, ktoére otrzymaty zawiesine ASA w dawce komplementarnej dla
BB XI1/59 30,0 mg/kg m.c. (p.o.)

Grupa IVb - myszy, ktore otrzymaty zawiesine ASA w dawce komplementarnej dla
BB XII/72 30,0 mg/kg m.c. (p.o.)

Grupa Vb - myszy, ktére otrzymaty zawiesine ASA w dawce komplementarnej dla
BB XI1/73 30,0 mg/kg m.c. (p.o.)

Grupa VIb - myszy, ktore otrzymaty zawiesine ASA w dawce komplementarnej dla
BB XI1/59 300,0 mg/kg m.c. (p.o.)

Grupa VIIb - myszy, ktore otrzymaty zawiesine ASA w dawce komplementarnej dla
BB XI1/72 300,0 mg/kg m.c. (p.o.)

Grupa VIIIb - myszy, ktére otrzymaty zawiesine ASA w dawce komplementarnej dla

BB XII/73 300,0 mg/kg m.c. (p.o.)

c. Badanie aktywnosci przeciwbo6lowej badanych substancji w interakcji z ASA:

L 2

Grupa Ic - myszy, ktére otrzymaty 5% Tween 80 (p.o.) (kontrola dla ASA) oraz po 60
min drugg odpowiednia objeto$¢ 5% Tween 80 (p.o.) (kontrola dla badanych
substancji)
Grupa Ilc - myszy, ktore otrzymaty zawiesine ASA 300,0 mg/kg m.c. (p.o.) oraz po
60 min 5% Tween 80 (p.o.)
Grupa Illc - myszy, ktére otrzymaty zawiesine ASA 300,0 mg/kg m.c. (p.0.) oraz po
60 min BB XII/59 0,3 mg/kg m.c. (p.o.)
Grupa IVc - myszy, ktére otrzymaty zawiesine ASA 300,0 mg/kg m.c. (p.0.) oraz po
60 min BB XII/72 0,3 mg/kg m.c. (p.o.)
Grupa Vc - myszy, ktére otrzymaty zawiesine ASA 300,0 mg/kg m.c. (p.o.) oraz po
60 min BB XII/73 0,3 mg/kg m.c. (p.o.)
Grupa VIc - myszy, ktore otrzymaty zawiesine ASA 300,0 mg/kg m.c. (p.0.) oraz po
60 min BB XII/59 3,0 mg/kg m.c. (p.o.)
Grupa Vllc - myszy, ktére otrzymaty zawiesine ASA 300,0 mg/kg m.c. (p.o.) oraz po
60 min BB XII/72 3,0 mg/kg m.c. (p.o.)
Grupa VllIc - myszy, ktére otrzymaty zawiesine ASA 300,0 mg/kg m.c. (p.o.) oraz po
60 min BB XII/73 3,0 mg/kg m.c. (p.o.)
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Grupa IXc - myszy, ktore otrzymaty zawiesine ASA 300,0 mg/kg m.c. (p.o.) oraz po
60 min BB XII/59 30,0 mg/kg m.c. (p.o.)

Grupa Xc - myszy, ktdre otrzymaty zawiesine ASA 300,0 mg/kg m.c. (p.o.) oraz po
60 min BB XII/72 30,0 mg/kg m.c. (p.o.)

Grupa XlIc - myszy, ktore otrzymaty zawiesine ASA 300,0 mg/kg m.c. (p.o.) oraz po
60 min BB XII/73 30,0 mg/kg m.c. (p.o.)

Grupa Xllc - myszy, ktdre otrzymaty zawiesine ASA 300,0 mg/kg m.c. (p.o.) oraz po
60 min BB XII/59 300,0 mg/kg m.c. (p.o.)

Grupa XIlIc - myszy, ktore otrzymaty zawiesine ASA 300,0 mg/kg m.c. (p.o.) oraz po
60 min BB XII/72 300,0 mg/kg m.c. (p.o.)

Grupa XIVc - myszy, ktore otrzymaty zawiesine ASA 300,0 mg/kg m.c. (p.o.) oraz po
60 min BB XII/73 300,0 mg/kg m.c. (p.o.)

Badanie aktywnoSci przeciwbélowej badanych substancji w interakcji z MF:

Grupa Id - myszy, ktore otrzymaty 5% Tween 80 (p.o.)(kontrola dla badanych
substancji) i 0,9% roztwdr NaCl (s.c.) (kontrola dla MF)

Grupa Ild - myszy, ktére otrzymaty 5% Tween 80 (p.o.) i MF w dawce 5,0 mg/kg
m.c. (s.c.)

Grupa IIld - myszy, ktore otrzymaty zawiesine BBXII/59 0,3 mg/kg m.c. (p.o.) oraz
MF 5,0 mg/kg m.c. (s.c.)

Grupa IVd - myszy, ktére otrzymaty zawiesine BBXII/72 0,3 mg/kg m.c. (p.o.) oraz
MF 5,0 mg/kg m.c. (s.c.)

Grupa Vd - myszy, ktére otrzymaty zawiesine BBXII/73 0,3 mg/kg m.c. (p.o.) oraz
MF 5,0 mg/kg m.c. (s.c.)

Grupa VId - myszy, ktére otrzymaty zawiesine BBXII/59 3,0 mg/kg m.c. (p.o.) oraz
MF 5,0mg/kg m.c. (s.c.)

Grupa VIId - myszy, ktore otrzymaty zawiesine BBXII/72 3,0 mg/kg m.c. (p.o.) oraz
MF 5,0 mg/kg m.c. (s.c.)

Grupa VIIId - myszy, ktére otrzymaty zawiesine BBXI11/73 3,0 mg/kg m.c. (p.0.) oraz
MF 5,0 mg/kg m.c. (s.c.)

Grupa IXd - myszy, ktére otrzymaty zawiesine BBXII/59 30,0 mg/kg m.c. (p.o.) oraz
MF 5,0 mg/kg m.c. (s.c.)

Grupa Xd - myszy, ktore otrzymaty zawiesine BBXII/72 30,0 mg/kg m.c. (p.o.) oraz
MF 5,0 mg/kg m.c. (s.c.)
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Grupa XId - myszy, ktére otrzymatly zawiesine BBXII/73 30,0 mg/kg m.c. (p.o.) oraz
MF 5,0 mg/kg m.c. (s.c.)

Grupa XIId - myszy, ktore otrzymaty zawiesine BBXII/59 300,0 mg/kg m.c. (p.o.)
oraz MF 5,0 mg/kg m.c. (s.c.)

Grupa XIIId - myszy, ktére otrzymaty zawiesine BBXII/72 300,0 mg/kg m.c. (p.o.)
oraz MF 5,0 mg/kg m.c. (s.c.)

Grupa XIVd - myszy, ktore otrzymaty zawiesine BBXII/73 300,0 mg/kg m.c. (p.o.)
oraz MF 5,0 mg/kg m.c. (s.c.)

Badanie aktywnoSci przeciwbélowej badanych substancji w interakcji z NL:

Grupa le - myszy, ktére otrzymaty 5% Tween 80 (p.o.) (kontrola dla badanych
substancji) i po 15 minutach 0,9% roztwér NaCl (s.c.) (kontrola dla NL) - badanie po
30 minutach od podania vehiculum

Grupa lle - myszy, ktére otrzymaty 5% Tween 80 (p.0.) i po 15 minutach NL w
dawce 3,0 mg/kg m.c. (s.c.)

Grupa Ille - myszy, ktére otrzymaty zawiesine BBXII/59 30,0 mg/kg m.c. (p.o.) oraz
i po 15 minutach NL 3,0 mg/kg m.c. (s.c.)

Grupa IVe - myszy, ktdre otrzymaty zawiesine BBXII/72 30,0 mg/kg m.c. (p.o.) oraz i
po 15 minutach NL 3 mg/kg m.c. (s.c.)

Grupa Ve - myszy, ktore otrzymaty zawiesine BB XII/73 30,0 mg/kg m.c. (p.o.) oraz i
po 15 minutach NL 3mg/kg m.c. (s.c.)

4.4.3. Ocena aktywnosci przeciwzapalnej badanych substancji w tescie

karageninowym za pomocq pletyzmometru

W celu okre$lenia dziatania przeciwzapalnego wydzielono nastepujace grupy szczurow

po 8 sztuk w kazdej:

a.

Badanie aktywno$ci przeciwzapalnej badanych substancji:

Grupa la - szczury kontrolne, ktérym podano 5% Tween 80 (p.o.)

Grupa Ila - szczury, ktéorym podano zawiesine ASA 200,0 mg/kg m.c. (p.o.)
Grupa Illa - szczury, ktérym podano zawiesine BB X11/59 0,3 mg/kg m.c. (p.o.)
Grupa IVa - szczury, ktéorym podano zawiesine BB X11/72 0,3 mg/kg m.c. (p.o.)
Grupa Va - szczury, ktérym podano zawiesine BB XI1/73 0,3 mg/kg m.c. (p.o.)
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e (Grupa Vla - szczury, ktérym podano zawiesine BBXII/59 3,0 mg/kg m.c. (p.o.)

o Grupa Vlla - szczury, ktéorym podano zawiesine BBXI1/72 3,0 mg/kg m.c. (p.o.)

e Grupa VIlla - szczury, ktérym podano zawiesine BBXII/73 3,0 mg/kg m.c. (p.o.)

o Grupa [Xa - szczury, ktorym podano zawiesine BBXII/59 30,0 mg/kg m.c. (p.o.)

o Grupa Xa - szczury, ktérym podano zawiesine BBXII/72 30,0 mg/kg m.c. (p.0.)

e Grupa Xla - szczury, ktéorym podano zawiesine BBXII/73 30,0 mg/kg m.c. (p.o.)

o Grupa Xlla - szczury, ktérym podano zawiesine BBXII/59 300,0 mg/kg m.c. (p.0.)
o Grupa Xllla - szczury, ktéorym podano zawiesine BBXII/72 300,0 mg/kg m.c. (p.o.)
e Grupa XIVa - szczury, ktérym podano zawiesine BBXII/73 300,0 mg/kg m.c. (p.o.)

. Badanie aktywno$ci przeciwzapalnej dawek komplementarnych ASA:

Grupa Ib - szczury, ktore otrzymaty 5% Tween 80 (p.o.)

Grupa IIb - szczury, ktére otrzymaty zawiesine ASA w dawce 200,0 mg/kg m.c. (p.o.)
Grupa IIIb - szczury, ktérym podano zawiesine ASA w dawce komplementarnej dla
BB XI1/59 30,0 mg/kg m.c. (p.o.)

Grupa IVb - szczury, ktéorym podano zawiesine ASA w dawce komplementarnej dla
BB XII/72 30,0 mg/kg m.c. (p.o.)

Grupa Vb - szczury, ktérym podano zawiesine ASA w dawce komplementarnej dla BB
XII/73 30,0 mg/kg m.c. (p.o.)

Grupa VIb - szczury, ktérym podano zawiesine ASA w dawce komplementarnej dla
BB XI1/59 300,0 mg/kg m.c. (p.o.)

Grupa VIIb - szczury, ktérym podano zawiesine ASA w dawce komplementarnej dla
BB XII/72 300,0 mg/kg m.c. (p.o.)

Grupa VIIIb - szczury, ktérym podano zawiesine ASA w dawce komplementarnej dla

BB XII/73 300,0 mg/kg m.c. (p.o.)

Badanie aktywnoSci przeciwzapalnej badanych substancji w interakcji z ASA:

Grupa Ic - szczury kontrolne, ktérym podano 5% Tween 80 (p.o.) (kontrola dla ASA)
oraz po 60 min odpowiednig objetos¢ 5% Tween 80 (p.o.) (kontrola dla odpowiedniej
substancji)

Grupa Ilc - szczury, ktérym podano zawiesine ASA 200,0 mg/kg m.c. (p.o.) oraz po 60
min 5% Tween 80

Grupa Illc - szczury, ktérym podano zawiesine ASA 200,0 mg/kg m.c. oraz po 60 min
zawiesine BBXII/59 0,3 mg/kg m.c. (p.o.)
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Grupa IVc - szczury, ktérym podano zawiesine ASA 200,0 mg/kg m.c. oraz po 60 min
zawiesine BBXII/72 0,3 mg/kg m.c. (p.o.)

Grupa Vc - szczury, ktérym podano zawiesine ASA 200,0 mg/kg m.c. oraz po 60 min
zawiesine BBXII/73 0,3 mg/kg m.c. (p.o.)

Grupa Vlc - szczury, ktérym podano zawiesine ASA 200,0 mg/kg m.c. oraz po 60 min
zawiesine BBXII/59 3,0 mg/kg m.c. (p.o.)

Grupa Vllc - szczury, ktéorym podano zawiesine ASA 200,0 mg/kg m.c. oraz po 60 min
zawiesine BBXII/72 3,0 mg/kg m.c. (p.o.)

Grupa VllIc - szczury, ktérym podano zawiesine ASA 200,0 mg/kg m.c. oraz po 60
min zawiesine BBXII/73 3,0 mg/kg m.c. (p.o.)

Grupa [Xc - szczury, ktorym podano zawiesine ASA 200,0 mg/kg m.c. oraz po 60 min
zawiesine BBXII/59 30,0 mg/kg m.c. (p.o.)

Grupa Xc - szczury, ktérym podano zawiesine ASA 200,0 mg/kg m.c. oraz po 60 min
zawiesine BBXII/72 30,0 mg/kg m.c. (p.o.)

Grupa Xlc - szczury, ktorym podano zawiesine ASA 200,0 mg/kg m.c. oraz po 60 min
zawiesine BBXII/73 30,0 mg/kg m.c. (p.o.)

4.4.4. Badanie zjawiska tolerancji dla najbardziej aktywnej substancji w

najbardziej efektywnej dawce w podawaniu 4 - tygodniowym

W celu zbadania wystepowania zjawiska tolerancji na dziatanie przeciwbolowe
oraz przeciwzapalne po pierwszym podaniu przeprowadzono test hot-plate (myszy)
oraz test karageninowy (szczury), a nastepnie przez kolejne cztery tygodnie podawano
jednokrotnie, codziennie o tej samej porze substancje badang w jednej ustalonej dawce
i po uptywie tego czasu ponownie przeprowadzono w/w badania. DoSwiadczenie to
wykonano z udzialem nastepujacych grup zwierzat w nizej podanych grupach po 10

sztuk w kazde;j:

Grupa I - myszy kontrolne, ktérym podawano 5% Tween 80 (p.o.)

Grupa Il - myszy, ktorym podawano najbardziej efektywna dawke substancji o
najlepszych wtasciwosciach farmakodynamicznych (p.o.)

Grupa III - szczury kontrolne, ktérym podawano 5% Tween 80 (p.o.)

Grupa IV - szczury, ktéorym podawano najbardziej efektywng dawke substancji o

najlepszych wtasciwosciach farmakodynamicznych (p.o.)
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4.4.5. Postepowanie z materiatem pobranym do badan biochemicznych i

genetycznych

Przygotowanie materiatu do badan stezenia wybranych interleukin

Po zakonczeniu doswiadczenia nad wptywem wielokrotnego podania najbardziej
aktywnej substancji w najbardziej efektywnej w podawaniu 4 - tygodniowym na dziatanie
przeciwbélowe oraz przeciwzapalne, dodatkowo podano jeszcze raz badang substancje i
po 120 min szczury zdekapitowano, a nastepnie pobrano krew obwodowg na skrzep. Po
odstaniu przez 2 godziny do wytworzenia skrzepu, krew zostata odwirowana w wiréwce
przez 15 minut z czestotliwoscia 4000 obrotéw/min. Uzyskang surowice nastepnie

oddzielono i zamroZono w temperaturze -802C.

Oznaczanie wybranych interleukin

Uzyskang surowice przebadano biochemiczne z wykorzystaniem metody immuno-
enzymo-sorbcyjnej ELISA (z ang. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay). Badanie
przeprowadzono przy uzyciu testu immunologicznego (kit) typu TNF-a oraz interleukiny
6 (IL-6). W teScie =zawarte Dbyly przeciwciala przeciwko szczurzemu
TNF-a i IL-6, a oznaczenie iloSciowe tych cytokin umozliwit pomiar absorbancji
kompleksow przeciwciat zawartych w teScie z TNF-a lub IL-6 w szczurzej surowicy.
Stezenie obu cytokin odczytano przy pomocy krzywych wzorcowych, sporzadzonych
przez rozcienczenie zrekombinowanego czynnika znajdujacego sie w tesScie. Czutos$¢

wykorzystanego testu byta dla TNF-a mniejsza niz 25 pg/ml oraz 30 pg/ml dla IL-6.

Przygotowanie materialu do badan ekspresji mRNA wybranych interleukin i TLR

Po zakonczeniu doswiadczenia nad wptywem wielokrotnego podania najbardziej
aktywnej substancji w najbardziej efektywnej w podawaniu 4 - tygodniowym na dziatanie
przeciwbolowe oraz przeciwzapalne, dodatkowo podano jeszcze raz badang substancje i
po 120 min zwierzeta zdekapitowano, a nastepnie pobrano krew, z ktérej przez
zastosowanie Ficol'u wyodrebniono frakcje zawierajaca limfocyty, ktére przechowywano

w -80°C.
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Analiza ekspresji mRNA wybranych cytokin i TLR

Izolacja RNA

W  ramach projektu z limfocytéw wyizolowano catkowity RNA wedtug
zmodyfikowanej metody Chomczynskiego i Sacchi [Chomczyriski P., Sacchi N., 1987].
Pobrany materiat zalano 1 ml odczynnika TriPure Isolation Reagent. Nastepnie do
probéwek dodano 200 pl chloroformu i intensywnie wytrzasano, po czym wirowano w
warunkach 12 000 x g, 4°C przez okres 15 min. Nastepnie zebrano goérng faze, w ktorej
znajdowal sie RNA, przeniesiono do $wiezej probowki i podano do niej izopropanol w
stosunku objetoSciowym 1:1. Zawarto$¢ probéwek zmieszano i umieszczono na czas 30
min. w temperaturze -80°C. Po rozmrozeniu probédwki z zawarto$cig, poddano wirowaniu
w warunkach 4°C, 12 000 x g przez 10 min. Nastepnie usunieto nadsacz, a osad RNA
jednokrotnie ptukano w 1 ml. 75% etanolu przygotowanego z uzyciem wody
dejonizowanej i autoklawowanej w obecnosci DEPC (piroweglan dietylu; z ang.
Diethylopirocarbonate), mieszano i pozostawiano na lodzie w celu kilku minut inkubacji.
Tak przygotowane préby wirowano przez okres 5 min., w warunkach 7500 x g, 4°C, po
czym usunieto etanol pod komorg laminarng, gdzie pozostawiono préoby RNA w celu ich
wysuszenia na okres 15 min. Po tym czasie do probéwek podano 100 pl wody wolnej od
rybonukleaz (RNaz) i w celu pelnego rozpuszczenia RNA probéwki umieszczono w
termobloku w temperaturze 65°C na czas 5 min. Po uptywie inkubacji probdéwki z

zawarto$cig zworteksowano i zwirowano. Préby przechowywano w -80°C.

Synteza cDNA - odwrotna transkrypcja

Odwrotng transkrypcje przeprowadzano przy uzyciu zestawu komercyjnego
Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit i z wykorzystaniem termocyklera PTC 200
DNA Engine Gradient Cycler firmy M] Research, Inc. Catg procedure wykonywano pod
komora laminarng, na lodzie. Do 2 pg RNA rozpuszczonego w wodzie wolnej od RNaz
dodawano 1 pl oligo(dT)1s (stezenie wyjsciowe 50 pM) i uzupetniano woda wolng od RNaz
do objetosci 12 pl. Zawarto$¢ probéwki mieszano i wirowano przez 30 s po czym
umieszczano w termobloku na 5 min w temperaturze 65°C w celu denaturacji RNA.
Nastepnie probéwke przenoszono do lodu na 1 min i dodawano nastepujace sktadniki:

4 ul 10x stezonego buforu, 2 pl mieszaniny deoksyrybonukleotydéw (dNTP) (stezenie
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wyj$ciowe 10mM), 1 ul DTT (stezenie wyjsciowe 0,1M), 0,5 pl inhibitora rybonukleaz
RNase OUT (40U/ul) oraz 0,5 pl odwrotnej transkryptazy SuperScript III RT (200U /pl).
Probéwke wstrzasano, krétko wirowano i umieszczano w termobloku. Synteze cDNA
prowadzono w czasie 35 min. w temperaturze 50°C. Po zakonczeniu syntezy probowki z
cDNA przechowywano w temperaturze 4°C. W ten sposéb uzyskany cDNA
przechowywano w -20°C lub bezpos$rednio wykorzystywano jako matryce do reakcji

tanicuchowej polimerazy w czasie rzeczywistym (z ang. Real-Time PCR).

Real-Time PCR

Dla oszacowania zmian w poziomie ekspresji badanych genéw (TNF-q, IL-1f3 i TLR3)
niezbedne byto zaprojektowanie starteréw specyficznych dla oznaczanego genu i
komplementarnych do fragmentu kodujacego oraz zoptymalizowanie warunkéw
specyficznej syntezy produktéw. Sekwencje uzytych do reakcji starterow, wielkosé¢
amplikonu dla kazdej z uzytych par oraz warunki reakcji badanych gendéw zamieszczono

ponizej (Tabela 3 i 4).

Reakcje rt-PCR przeprowadzano na ptytkach, w koncowej objetosci 10 pl, z
wykorzystaniem cDNA pozyskanego w reakcji odwrotnej transkrypcji, specyficznych par
starter6w oraz zestawu Fast Start DNA Master Sybr Green I. Do amplifikacji postuzyt
aparat LightCycler 480 II system (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany),
natomiast oprogramowanie pozwolitlo na analizowanie uzyskanych wynikéw oraz
poréwnanie wzglednych roéznic ilosci poczatkowej matrycy. Poziom analizowanych

transkryptéw standaryzowano wzgledem genu referencyjnego - GAPDH.

Dla wszystkich genoéw reakcja tancuchowa polimerazy w czasie rzeczywistym
obejmowata kilka nastepujacych po sobie etapéw i przebiegata w okreslonych powyzej
warunkach. Ilo$¢ transkryptu wyznaczano z krzywej wzorcowej, ktérg sporzadzono
poprzez wykorzystanie rozcienczen cDNA uzyskanego po odwrotnej transkrypcji mRNA.
Uzyskane wyniki standaryzowano wobec genu referencyjnego GAPDH po czym
przedstawiono w postaci wykreséw jako wartos¢ wzgledng w odniesieniu do grupy

kontrolne;.

60



Tabela 3. Sekwencje starterow uzytych do rt-PCR

Nazwa genu Sekwencja starterow (5' - 3')
F: GAT GGT GAA GGT CGG TGT G
GAPDH R: ATG AAG GGG TCG TTG ATG G
TLR1* F: CAG CAG CCT CAA GCATGT CTA
R: CAGCCCTAAGACAACAATACAATAGAAGA
TLR3* F: GATTGGCAAGTTATTCGTC
R: GCGGAGGCTGTTGTAGG
F: CGA GCC CACCAGGAACGAAAGTC
_Gkk
IL-6 R: CTGGCTGGAAGTCTCTTGCGGAG
F: GTCGTAGCAAACCACCAAGC
TNF-« R: TTGAAGAGAACCTGGGAGTAG

*Startery dla TLR1 i 3 wykorzystano z publikacji Meng L. i wsp., 2010

**Startery dla IL-6 wykorzystano z publikacji You Z. i wsp., 2011

Dla kazdego z gendéw prowadzono z osobna reakcje tancuchowej polimerazy w czasie

rzeczywistym obejmujgca nastepujace po sobie etapy o odmiennym profilu termicznym i

czasie jego trwania, ktérych warunki przedstawiono w Tabeli 4.
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Tabela 4. Warunki rt-PCR dla poszczegdlnych genéw

Gen Lé}cllz(ll)ia D?;?;:acja Denaturacja | Annealing | Elongacja
GAPDH 35 95°C, 10 min 950C, 15s 59°C, 20s 72°C, 155
TLR1 40 95°C, 10 min 950C, 15s 59°C, 155 72°C, 155
TLR3 40 95°C, 10 min 950C, 155 61°C, 20s 72°C, 155
TNF-a 40 95°C, 10 min 950C, 15s 59°C, 20s 72°C, 205

IL6 40 95°C, 10 min 950C, 155 62°C, 20s 72°C, 155

4.5. ANALIZA STATYSTYCZNA

Otrzymane w przeprowadzonych doswiadczeniach dane przedstawiono jako
$rednie arytmetyczne * standardowy btad pomiaru SEM (z ang. Standard Error of
Measurement). Analize statystyczng wykonano stosujac jednoczynnikowa lub
dwuczynnikowg analize wariancji ANOVA Il (z ang two-way ANOVA) - badanie
obserwacji, ktore zaleza od kilku réwnocze$nie dziatajacych czynnikéw. Poréwnanie post
hoc pomiedzy Srednimi dla analizowanych grup dokonano postugujac sie za pomocg testu
Duncan’a (test oparty na studentyzowanym rozstepie umozliwiajacym grupowanie
$rednich, do oceny istotnoSci réznic miedzy grupami do$wiadczalnymi, wedtug
odpowiednich zatozen dla danych czasowych) [Milliken G.A, Johnson D.E, 1984],
z wykorzystaniem zintegrowanego pakietu oprogramowania analitycznego i

statystycznego -STATISTICA, wersja 8.0 oraz 9.0 (StatSoft, Inc. USA).

62



4.6. OBLICZENIA AUC

W  celu wuproszczenia danych uzyskanych w przebiegu doswiadczen
farmakodynamicznych, postanowiono przeliczy¢ uzyskane wyniki zaleznosci ,dawka -
efekt - czas”. Przedstawiono je jako warto$¢ pola powierzchni pod krzywa AUC
(z ang. Area Under the Curve), wyrazane dla aktywnoSci przeciwbolowej, jako czas reakgc;ji
na bodziec termiczny w zaleZno$ci od czasu przeprowadzanego badania (s * h),
natomiast dla aktywnosci przeciwzapalnej, jako iloczyn zmiany obrzeku tapy (AG) po
podaniu S$rodka wywotujgcego zapalenie i czasu (cm3 * h). Nastepnie wyniki
podawano jako zalezno$¢ AUC do zastosowanej dawki substancji badanej. Wyniki
uzyskano we wspdtpracy z Katedrg i Zaktadem Farmacji Fizycznej i Farmakokinetyki,
korzystajac z programu Phoenix WinNolin 6.2. Phorsight dla modutu farmakokinetyki

bezmodelowej, przy zastosowaniu metody wazenia 1/y?2.

63



5. Wyniki

5.1. BADANIE TOKSYCZNOSCI OSTRE] METODA USTALONEJ DAWKI

Po ustaleniu dawki granicznej badanych substancji, wynoszacej 2,0 g/kg m.c.
prowadzono obserwacje zwierzat przez 21 dni. Szczeg6towq obserwacje prowadzono zaraz
po podaniu substancji, jak i w trakcie pierwszych kilku godzin od podania.
Podczas kolejnych dni przynajmniej raz w ciggu dnia sprawdzano i oceniano stan zwierzat.
W przebiegu catego okresu obserwacji nie doszto do zgonu zadnego zwierzecia, jak rowniez
nie zauwazono zmian w zachowaniu zwierzat w stosunku do grupy kontrolnej. Nie wykryto
zmian patologicznych na futrze, skoérze, ani na btonach $luzowych, uszach i ogonie. Nie
odnotowano zmian w dziataniu ukladu nerwowego centralnego - brak pojawienia sie
ewentualnych drgawek, konwulsji, letargu, senno$ci oraz $pigczki. Zadne z obserwowanych
zwierzat nie wykazywato réwniez odchylen w dziataniu wegetatywnego uktadu nerwowego
w stosunku do kontroli (ewentualny $linotok, biegunka). Badania post mortem natomiast
nie wykazaty istotnych zmian w budowie tkanek i narzagdéw uktadu oddechowego,

krazenia, pokarmowego oraz uktadu wydzielniczego.
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5.2. OCENA HORYZONTALNE]J ORAZ WERTYKALNEJ AKTYWNOSCI
LOKOMOTORYCZNE]

SUBSTANCJA BB XII/59

Analiza statystyczna otrzymanych danych wplywu substancji BB XII/59 na
aktywno$¢ horyzontalng (pozioma) myszy wskazuje, Ze nie istnialy znamienne réznice
miedzy otrzymanymi warto$ciami Srednimi (analiza wariancji jednoczynnikowa ANOVA:
F(4,54)=1,216; p=0,315) (Ryc. 13A.). Na podstawie szczegdtowej analizy (post-hoc test
Duncana) réwniez nie stwierdzono znamiennych réznic miedzy ruchliwoscia zwierzat dla

poszczegblnych dawek badanego zwigzku a warto$ciami kontrolnymi.

Wyniki badania wptywu substancji BB XII/59 na ruchliwo$¢ pionowa zwierzat
wskazuja, iz substancja BB XII/59 wptywata na og6lna zmiennos$¢ tego parametru (ANOVA:
F(4,55)=7,438; p=0,000) (Ryc. 13B.). Dalsza szczeg6towa analiza statystyczna wykazata
wystepowanie znamiennych réznic miedzy otrzymanymi $rednimi dla dawki 3,0; 30,0
mg/kg oraz 300,0 mg/kg wptywajac wyraznie hamujaco na mierzony parametr w

poréwnaniu do wartosci kontrolnych (p<0,05).
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SUBSTANCJA BB XII/72

Analiza wariancji jednoczynnikowa ANOVA wykazata, Ze jednokrotne podanie
substancji BB XII/72 w zakresie dawek 0,3 - 300,0 mg/kg (p.0.), wptywa istotnie
statystycznie na aktywno$¢ lokomotoryczng horyzontalna myszy [F(4,56)=3,904; p=0,007]
(Ryc. 14A.).

Szczegbétowa analiza wptywu poszczegdlnych dawek BB XII/72 na aktywno$¢
lokomotoryczng pozioma pozwolita stwierdzi¢, ze jedynie dawka 3,0 mg/kg (p.0.) w sposéb
znamienny do grupy kontrolnej, zwieksza ruchliwo$¢ pozioma zwierzat w badanym tescie
(p=0,03). Ponadto zaobserwowano spadek aktywno$ci po podaniu tego zwigzku w dawce
300,0 mg/kg (p.o.), jednak otrzymana wartosc¢ srednia nie réznita sie istotnie w stosunku do

wartosci kontrolnych (p>0,05).

Natomiast analizujgc wplyw zwigzku BB XII/72 w badanych dawkach na aktywnos¢
wertykalng u myszy, nie wykazano istotnych zmian wartosci poszczegélnych Srednich w tej
ruchliwos$ci zwierzat [F(4,56)=2,025; p=0,102] (Ryc. 14B.). Szczeg6towa analiza post-hoc
réwniez nie wykazata wplywu stosowanych dawek tego zawigzku na aktywno$¢ pionowa w
stosunku do warto$ci kontrolnych (p>0,05), chociaz parametr ten wskazywat na

nieznamienne dziatanie sedatywne w dawce 30,01 300,0 mg/kg. .
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SUBSTANCJA BBXII/73

Poddajac analizie wyniki uzyskane z badania aktywnos$ci poziomej u zwierzat,
ktérym podawano substancje BB XI1/73 w zakresie dawek 0,3 - 300,0 mg/kg wykazano, iz
badana substancja w testowanych dawkach nie wykazuje istotnej ogdlnej

[ANOVA: F(4,57)=1,599; p=0,187] (Ryc. 15A.).

Na podstawie dalszej szczeg6towej analizy rowniez nie stwierdzono znamiennych
réznic miedzy ruchliwosciag zwierzat dla badanego zwigzku w poszczegélnych dawkach a
wartos$ciami kontrolnymi, chociaz pewien nieznamienny spadek tej aktywnosci znaleziono

dla dawki 30,0 mg/kg. .

Natomiast stosujgc jednoczynnikowg analize wariancji wykazano statystycznie
istotne réznice pomiedzy badanymi grupami zwierzat podczas pomiaru ich aktywnos$ci
wertykalnej [ANOVA: F(4,57)=4,908; p=0,002] (Ryc. 15B.). Przy pomocy testu post-hoc
wskazano znaczacy spadek aktywnosci dla dwdch badanych dawek BB XI1/73: 3,0 mg/kg
siegajacy nawet 55% (p=0,007) oraz 30,0 mg/kg, dla ktérej spadek wynidst srednio 54%
(p=0,008) w stosunku do kontroli, ktérej podawano 5% Tween 80. Zwigzek ten w
pozostatych dawkach: 0,3 oraz 300,0 mg/kg nie wptynal w sposoéb istotny na ruchliwosé

badanych zwierzat.
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5.3. OCENA DZIALANIA ANTYNOCYCEPTYWNEGO W TESCIE ,HOT-
PLATE”

Wplyw pochodnych na reakcje bélowa myszy po jednorazowym podaniu w tescie

»hot-plate”

SUBSTANCJA BB XII/59

Zauwazono wystepowanie ogoélnej zmiennosci w zakresie badanych dawek dla
zwigzku BB XII/59 [ANOVA efekt gtowny F(4,63)=57,605; p=0,000]. Ponadto analizujac
wpltyw czasu na dzialanie przeciwbdlowe, réwniez stwierdzono wystepowanie istotnej
znamienno$ci statystycznej [ANOVA wptyw czasu F(4,252)=7,810; p=0,000]. Analizujac
oddzialywania obu efektow (tj. grupy oraz czasu), stwierdzono wystepowanie silnej
zmienno$ci miedzy otrzymanymi warto$ciami [ANOVA II, interakcja F(16,212)=3,120;

p=0,000] (Ryc. 16A.).

Dalsza szczegétowa analiza statystyczna (test post-hoc Duncan’a) pozwolita
wykaza¢, ze dla catego przedziatu dawkowania badanej substancji (0,3 - 300,0 mg/kg, p.o.)
oraz w kazdym badanym punkcie czasowym (0,5 - 24,0 h) uzyskano wysoka znamiennos$¢
wzgledem grupy kontrolnej, ktérej podawano 5% Tween 80 (Ryc.16A.). Zauwazono, Ze
najsilniejszy efekt przeciwbolowy wystapit dla dawki 300,0 mg/kg po 60 min. Wptyw czasu
miat r6zny wymiar dla poszczeg6lnych stosowanych dawek, bowiem dla dawki 3,0 mg/kg
maksimum dziatania wystgpito po 60 min, dla 30 mg/kg po 120 min, natomiast

paradoksalnie najsilniejsze dziatanie dla dawki 0,3 mg/kg zauwazono po 30 min.

Analiza warto$ci AUC zaleznos$ci dawka - efekt uzyskanych po wyeliminowaniu
efektu czasu na dziatanie przeciwbdlowe substancji BB XII/59, wykazata réwniez istotny
statystycznie wptyw badanej substancji na aktywno$¢ antynocyceptywnga [ANOVA:
F(4,67)=37,880; p=0,000] dla wszystkich stosowanych dawek, wykazujac jednak niewielkie
obnizenie dziatania przeciwbdlowego w dawkach 3,0 i 30,0 mg/kg (Ryc.16B.).
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Ryc. 16. Wplyw jednorazowego podania BB XII/59 na reakcje bélowa u myszy w tescie ,hot
plate”: wyKkres przedstawiajacy wynik interakcji efektu grupy i czasu (A) oraz zaleznos¢

zastosowanej dawki do wartosci pola pod krzywa (B).

72



SUBSTANCJA BB XII/72

Zauwazono, Ze podawanie substancji BB XII/72 wykazato istotne statystycznie
dziatanie przeciwbodlowe w tes$cie hot-plate w zastosowanym uktadzie eksperymentalnym
[ANOVA efekt gtowny F(4,56)=53,323; p=0,000], jak rowniez wskazalo na istotny wptyw
czasu na tego rodzaju aktywno$¢ [ANOVA F(4,224)=4,456; p=0,002]. Interakcja pomiedzy
efektem grupy oraz czasu wykazala takze wysokg znamienno$¢ [ANOVA II:
F(16,224)=4,960; p=0,000] (Ryc. 17A.).

Na podstawie dalszej szczegétowej analiza za pomocg testu post-hoc stwierdzono, iz
istniejg istotne statystycznie réznice w hamowaniu reakcji bélowej wywotanej bodZcem
termicznym przez BB XII/72. Najsilniejsze dziatanie przeciwbodlowe zauwazono po podaniu
analizowanego zwigzku w dawce 300,0 mg/kg po 30 min. Stwierdzono réwniez, ze profil
czasu dziatania byl roézny w stosowanych dawkach, bowiem znamienny efekt
przeciwbo6lowy pojawit sie przy zastosowaniu najnizszej badanej dawki 0,3 mg/kg w 2,0
godzinie badania (p<0,05) i dla tej dawki efekt utrzymywat sie nawet do 24,0 h testu.
Natomiast zwigzek ten podany w dawce 3,0 mg/kg dziatat juz po 0,5 h od rozpoczecia testu,
a najsilniejsza aktywnos$¢ zaobserwowano po 2,0 h, natomiast efekt antynocyceptywny byt
nieznamienny statystycznie w 24,0 h dos$wiadczenia. Dla analizowanego zwigzku w
dawkach 30,0 oraz 300,0 mg/kg efekt przeciwbdélowy byt widoczny w calym przebiegu
badania i trwat nawet do 24,0 h eksperymentu w pordéwnaniu do warto$ci kontrolnych

(p<0,01).

Analiza wartos$ci AUC zaleznos$ci dawka-efekt uzyskanych po wyeliminowaniu
wptlywu czasu na dziatanie przeciwbdlowe substancji BB XI1/72, wykazata rowniez istotny
statystycznie ~ wplyw  badanej substancji na  aktywno$¢  antynocyceptywnag
[ANOVA: F(4,62)=57,909; p=0,000] dla wszystkich stosowanych dawek, osiagajac
maksymalny efekt dla dawki 30,0 mg/kg (Ryc. 17B.).
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Ryc. 17. Wplyw jednorazowego podania BB XII/72 na reakcje b6lowa u myszy w tescie ,hot

plate”: wykres przedstawiajacy wynik interakcji efektu grupy i czasu (A) oraz zalezno$¢

zastosowanej dawki do wartosci pola pod krzywa (B).
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SUBSTANCJA BBXII/73

Zauwazono wystepowanie ogélnej zmiennosci w zakresie badanych dawek dla
zwigzku BB XII/73 [ANOVA efekt gtéwny F(4,55)=28,572; p=0,000], jak réwniez wykryto
istotny statystycznie wplyw czasu na dziatanie przeciwbdlowe [ANOVA wplyw czasu
F(4,220)=17,967; p=0,000]. Analizujgc oddzialywania efektu grupy oraz czasu, réwniez
stwierdzono wystepowanie silnej zmiennosci miedzy otrzymanymi warto$ciami efektu
przeciwbolowego w teScie hot-plate [ANOVA II, interakcja F(16,140)=7,076; p=0,000]
(Ryc.18A)

Dalsza analiza statystyczna z wykorzystaniem testu post — hoc pozwolita wskaza¢,
ze w czasie 0,5 h od rozpoczecia badania jedynie BB XII/73 w dawce 0,3 mg/kg nie
wykazywat aktywnosci przeciwbdlowej we wskazanym teScie, podczas gdy zwiazek ten w
dawkach 3,0 - 300,0 mg/kg charakteryzowat sie istotng statystycznie aktywno$cia
przeciwbolowa, ktora dla powyzszych dawek utrzymywata sie niezmiennie na poziomie
istotnosci p<0,01 do 2,0 h badania. Po 1,0 h efekt przeciwbo6lowy zauwazono takze dla
najnizszej dawki 0,3 mg/kg (p<0,05), a po 1,5 oraz 2,0 h stwierdzono znamienno$¢
dziatania analgetycznego wzgledem zwierzat kontrolnych dla calego zakresu dawek
BBXII/73 (p<0,01). Do 24,0 h wcigz widoczny jest efekt przeciwboélowy dla badanego
zwigzku (p<0,01), z wyjatkiem dawki 3,0 mg/kg.

Po wyeliminowaniu wptywu czasu i przeliczeniu podanych wartos$ci na AUC réwniez
uzyskano istotne réznice miedzy Srednimi w zakresie aktywnoSci przeciwbolowej [ANOVA
I: F(4,72)=6,913; p=0,000] (Ryc.18B.). Na podstawie analizy post-hoc stwierdzono, ze
najsilniejsze dziatanie =~ wystepowato po podaniu zwigzku w  dawce

0.3 mg/kg, a najstabsze w dawce 3.0 mg/kg.
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ANOVA |l interakcja F(16, 220)=7,896; p=0,000
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Wartosci przedstawione jako $rednie arytmetyczne+ SEM.

Ryc. 18. Wplyw jednorazowego podania BB XII/73 na reakcje bolowa u myszy w tescie ,hot
plate”: wykres przedstawiajgacy wynik interakcji efektu grupy i czasu (A) oraz zaleznos$¢

zastosowanej dawki do wartosci pola pod krzywa (B).
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Wplyw komplementarnych dawek ASA na reakcje bélowa myszy po jednorazowym

podaniu w te$cie ,hot-plate”

SUBSTANCJA BB XII/59

W badanym ukladzie doswiadczalnym stwierdzono wystepowanie istotnej
zmiennoS$ci uzyskanych wynikéw [ANOVA efekt gtowny F(3,34)=11,262; p=0,000], jak
réwniez zauwazono istotny statystycznie wptyw czasu na dziatanie przeciwbdlowe [ANOVA
wptyw czasu F(4,136)=2,943; p=0,023]. Szczegdétowa analiza interakcji obu badanych
czynnikéw w zastosowanym ukladzie eksperymentalnym nie wykazata jednak istotnosci w
dziataniu obu badanych [ANOVA II, interakcja F(12,136)=1,529; p=0,121] (Ryc.19A.).

Na podstawie dalszej analizy post-hoc zaleznos$ci wystapienia reakcji bélowej od
czasu wsrdéd badanych zwierzat po zastosowaniu poszczegélnych dawek ASA,
komplementarnych dla odpowiednich dawek substancji BB XII/59 oraz ASA w dawce 300,0
mg/kg p.o. wzgledem kontroli, pozwolita stwierdzi¢, iz ASA w dawce 300,0 mg/kg
charakteryzuje istotne statystycznie dziatanie przeciwbélowe (p<0,01) w czasie 0,5 h do 2,0
h. Dla dawek ASA komplementarnych wzgledem zastosowanych dawek BB XII/59 nie
otrzymano istotnych réznic w dziataniu przeciwb6lowym w catym przedziale czasowym.
(Ryc.19A.). W 24,0 h badania zadna badana grupa nie wykazywata istotnego dziatania
analgetycznego.

Po wyeliminowaniu wptywu czasu i przeliczeniu podanych wartosci na AUC
uzyskano istotne réznice miedzy srednimi w zakresie aktywnoSci przeciwbolowej [ANOVA
I: F(3,34)=13,762; p=0,000) (Ryc.19B.). Dalsza analiza pozwolila stwierdzié, ze jedynie
podanie ASA w dawce 300,0 mg/kg wykazato wyrazne dzialanie wzgledem grupy
kontrolnej (p<0.01), natomiast dla ASA podanych w komplementarnych dawkach
odpowiadajgcych zawartos$ci w BB XII/59 otrzymane odpowiednie $rednie byty znamiennie

nizsze od warto$ci dla wartosci AUC grupy kontrolnej (p<0.01).

77



ANOVA Il interakcja: F(12, 136)=1,529; p=0,121
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Ryc. 19. Wplyw jednorazowego podania ASA w dawkach komplementarnych do stosowanych
dawek BB XII/59 na reakcje bélowa u myszy w tescie , hot plate”: wykres przedstawiajacy

wynik interakcji efektu grupy i czasu (A) oraz zalezno$¢ zastosowanej dawki do wartosci pola

pod krzywa (B).
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SUBSTANCJA BB XII/72

Zauwazono wystepowanie ogdlnej zmiennoSci w zakresie badanych dawek dla
efektu grupy [ANOVA: F(3,35)=9,043; p=0,000], natomiast nie wykryto znamiennie
statystycznego wpltywu czasu na efekt antynocyceptywny w analizowanym uktadzie
doswiadczalnym [ANOVA: F(4,140)=0,812; p=0,519]. Analizujac oddziatywania efektu
grupowego oraz czasu, stwierdzono wystepowanie zmiennoSci miedzy otrzymanymi

warto$ciami [ANOVA II: interakcja F[12,140)=2,953; p=0,001] (Ryc.20A.).

Dalsza analiza wptywu komplementarnych dawek ASA dla zwigzku BB XII/72 na
efekt przeciwbolowy u myszy w tescie hot-plate wskazata, iz jedynie podanie ASA w dawce
referencyjnej 300,0 mg/kg (p.o.) wykazato istotne dziatanie przeciwbdlowe w stosunku do
grupy kontrolnej, ktérej podawano 5% roztwér Tween 80. Efekt dla ASA w tej dawce byt
widoczny od 0,5 do 2,0 h badania, nie zauwazono natomiast dziatania przeciwbélowego po
24,0 godzinach. Nie zauwazono natomiast istotnych réznic dla ASA podanego we wszystkich
komplementarnych dawkach dla zawarto$ci ASA w analizowanym zwigzku wzgledem

wartosci kontrolnych we wszystkich przedziatach czasowych.

Analiza wartos$ci AUC zaleznoS$ci dawka-efekt uzyskanych po wyeliminowaniu
wpltywu czasu na dziatanie przeciwbdlowe ASA w komplementarnych dawkach
odpowiadajgcych zawartos$ci w substancji BB XI1/72, wykazata istnienie zmienno$ci miedzy
otrzymanymi warto$ciami [ANOVA I: F(3,34)=3,444; p=0,027] (Ryc.20B.). Dalsza analiza
pozwolita stwierdzi¢, ze jedynie podanie ASA w dawce 300,0 mg/kg wykazato wyrazne
dziatanie wzgledem grupy Kkontrolnej (p<0.01), natomiast dla ASA podanych w
komplementarnych dawkach odpowiadajgcych zawartosci w BB XII/72 otrzymane
odpowiednie $rednie nie réznily sie znamiennie od warto$ci dla wartosci AUC grupy

kontrolnej (p>0.05).
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ANOVA Il (interakcja): F(12, 140)=2,952; p=0.001
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Ryc. 20. Wplyw jednorazowego podania ASA w dawkach komplementarnych do stosowanych
dawek BB XII/72 na reakcje bolowa u myszy w tescie ,hot plate”: wykres przedstawiajacy
wynik interakcji efektu grupy i czasu (A) oraz zalezno$¢ zastosowanej dawki do wartosci pola

pod krzywa (B).)
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SUBSTANCJA BBXII/73

W badanym uktadzie doswiadczalnym stwierdzono wystepowanie istotnej
zmiennosci uzyskanych wynikow w aktywno$ci przeciwbdélowej pomiedzy badanymi
grupami [ANOVA II, efekt gtéwny F(3,34)=7,451; p=0,001], ponadto wykryto stabo istotny
wptyw czasu na to dziatanie [ANOVA II, wptyw czasu F(4,136)=2,399; p=0,053]. Analizujac
tzw. interakcje oddzialywania efektu grupowego oraz czasu i wykryto istnienie
znamiennych réznic miedzy otrzymanymi wartoSciami [ANOVA II, interakcja

F(12,136)=4,750; p=0,000] (Ryc. 21A.).

Dalsza szczeg6towa analiza statystyczna pozwolita wykaza¢; iZ réznice znamienne
uzyskano dla ASA w dawce referencyjnej 300,0 mg/kg (p.0.) we wszystkich przedziatach
czasowych w stosunku do grupy kontrolnej (p<0,01). Dla ASA po podaniu w dawkach
komplementarnych w stosunku do obliczonej zawartosci ASA wystepujacej w zwigzku
BB XII/73 zauwazono, ze dla zakresu dawki 30,0 mg/kg we wszystkich przedziatach
czasowych roéznice w stosunku do wartosci konytrolnych nie osiagnely znamiennosci
statystycznej (p>0.05), natomiast po 24,0 h dziatanie przeciwbdlowe uzyskano jedynie dla
dawki ASA odpowiadajacej 300,0 mg/kg BB XII/73 (p<0,05). W pozostatych dawkach i

przedziatach czasowych nie stwierdzono natomiast znamiennego dziatania analgetycznego.

Po wyeliminowaniu wptywu czasu i przeliczeniu otrzymanych warto$ci na AUC nie
uzyskano istotnych réznice miedzy $rednimi w zakresie aktywnoS$ci przeciwbolowej
[ANOVA I: F(3,34)=2,258; p=0,099] (Ryc. 21B.). Dalsza analiza post-hoc wykazata, ze
otrzymane wartosci réznity sie znamiennie wzgledem wartos$ci kontrolnych (p<0,05) dla
ASA podanego tak w dawce referencyjnej, natomiast dla komplemtarnych dawek 30,0 i
300,0 mg/kg zwigzku BB XII/73 nie wykazano réznic znamiennych w stiunku do wartosci

kontrolnych (p>0.05)..
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ANOVA |l interakcja: F(12,136)=4,7504; p=0,000
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Ryc. 21. Wplyw jednorazowego podania ASA w dawkach komplementarnych do stosowanych
dawek BB XII/73 na reakcje bélowa u myszy w tescie ,hot plate”: wykres przedstawiajacy
wynik interakcji efektu grupy i czasu (A) oraz zalezno$¢ zastosowanej dawki do wartosci pola

pod krzywa (B).
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Wplyw 1lacznego, jednorazowego podania badanych pochodnych kwasu
oleanolowego oraz acetylosalicylowego z ASA na reakcje bélowa myszy w tescie hot-

plate

SUBSTANCJA BB XII/59

Oceniajac wyniki wptywu tacznego podawania zwigzku BB XII/59 oraz ASA w
dawce 300,0 mg/kg (p.0.) zauwazono wystepowanie wysokiej zmienno$ci miedzy
analizowanymi grupami [ANOVA efekt gléwny F(4,63)=57,605; p=0,000], jak réwniez
wykazano znamienny wplyw czasu na wystepowanie dziatania przeciwbdlowego w
badanym uktadzie dos$wiadczalnym [ANOVA wptyw czasu F(4,252)=7,810; p=0,000].
Oceniajgc interakcje obu czynnikéow (tj. efektu grupy jak i czasu) na dziatanie
przeciwbb6lowe, réwniez uzyskano warto$ci istotne statystycznie [ANOVA II, interakcja

F(16,212)=3,120; p=0,000] (Ryc. 22A.).

Dalsza szczeg6towa analiza pozwolita stwierdzi¢, Ze jedynie dla czasu 24,0 h nie
znaleziono znamiennych réznic otrzymanych warto$ci wskazujacych na aktywnosé
przeciwb6lowa badanych substancji podanych tacznie, podczas gdy dla pozostatych czasow
badania tej aktywnosci (0,5 - 2,0 h) wykazano wysokg znamiennos$¢ dla wszystkich
badanych grup wzgledem grupy kontrolnej (p<0,01). Ponadto ustalono, iz zwigzek BB
XI1/59 w zadnej ze stosowanych dawek po tacznym podaniu z ASA w dawce referencyjnej

300,0 mg/kg nie wptywatl w sposob istotny na aktywno$¢ przeciwbdlowg ASA.

Analiza wartos$ci AUC zaleznoS$ci dawka-efekt uzyskanych po wyeliminowaniu
wptywu czasu na dziatanie przeciwbdlowa badanego zwigzku po tacznym podaniu z ASA
pozwolita stwierdzi¢ wystepowanie istotnej zmiennosSci miedzy otrzymanymi warto$ciami
[ANOVA I: F(4,67)=37,880; p=0,000] (Ryc. 22B.). Na podstawie dalszej analizy post-hoc
zauwazono jednak, Ze otrzymane wartos$ci po podaniu tagcznym zwigzku BB XI1/59 w dawce
3,0 oraz 300,0 mg/kg oraz ASA wyraznie s3 istotnie wyzsze w poréwnaniu do otrzymanych

dla ASA i wskazuja z wystepowanie synergistycznego dziatania przeciwbdlowego.
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ANOVA Il interakcja: F(20,216)=2,855; p=0,000
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Ryc. 22. Wplyw jednorazowego, tacznego podania BB XII/59 z ASA na reakcje bélowa u myszy w tescie
»hot plate”: wyKkres przedstawiajacy wynik interakcji efektu grupy i czasu (A) oraz zalezno$¢

zastosowanej dawki do warto$ci pola pod krzywa (B).
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SUBSTANCJA BB XII/72

Analizujac wptyw 1gcznego podawania zwigzku BB XII/72 oraz ASA w dawce
300,0 mg/kg (p.0.) na aktywno$¢ przeciwbdlowa w teScie hot-plate, uzyskano wartosci
statystyczne potwierdzajace wystepowanie ogo6lnej zmiennosci w badanym uktadzie
eksperymentalnym [ANOVA efekt grupy F(5,53)=35,750; p=0,000], jak rdéwniez
potwierdzono istotny wplyw czasu na aktywno$¢ antynocyceptywna w tym uktadzie
[ANOVA: F(4,212)=51,538; p=0,000]. Interakcja obydwu efektow (tj. efektu grupowego oraz
czasu) wykazata istnienie znamiennych réznic miedzy analizowanymi $rednimi [ANOVA II:

interakcja F(20,212)=3,827; p=0,000] (Ryc. 23A.).

Analiza  post-hoc  (test Duncan’a) wykazata  wystepowanie  efektu
antynocyceptywnego dla ASA podanego w dawce 300,0 mg/kg w zakresie
30 - 120 min od rozpoczecia badania (p<0,05), natomiast po 24,0 h nie zaobserwowano
istotnej znamienno$ci réznicy otrzymanej wartosci wzgledem kontroli. Dla iacznego
podania ASA oraz badanej substancji w calym zakresie stosowanych dawek zauwazono
wystepowanie silnej znamiennos$ci wzgledem kontroli w czasie: 0,5; 1,0; 1,5 oraz 2,0 h. Po
24,0 godzinach dla tgcznego podawania zwiazku BB XII/72 oraz ASA w dawkach 0,3 - 30,0
mg/kg efekt ten nie r6znit sie istotnie od wartosci dla grupy ktérej podawano samo
vehiculum, natomiast dla najwyzszej dawki badanego zwigzku oraz ASA otrzymana wartos$é

$rednia réznita sie znamiennie wzgledem wartos$ci kontrolnych (p<0.05).

Zauwazono, ze BB XII/72 w dawce 300,0 mg/kg w sposéb istotny statystycznie
zwiekszat site oraz przedituzat czas dziatania ASA w kazdym z badanych punktow
czasowych (Ryc. 23A.). natomiast w dawce 3,0 mg/kg wzrost sity dziatania ASA po tacznym

podaniu widoczny byt w 0,5; 1,0 oraz 1,5 h eksperymentu.

Po wyeliminowaniu wptywu czasu i przeliczeniu otrzymanych warto$ci na AUC
uzyskano istotne réznice miedzy Srednimi w zakresie aktywnos$ci przeciwbélowej [ANOVA
I: F(5,80)=37,644; p=0,000] (Ryc. 23B.).Dalsza analiza post-hoc wykazala, ze otrzymane
wartosci dla tacznego podania badanego zwiazku w zakresie dawek 3,0 — 300,0 mg/kg oraz
ASA réznily sie znamiennie wzgledem wartosci dla ASA (p<0,01); jedynie zwigzek BB

XIl/72 podany w najnizszej dawce nie wykazywat synergistycznego efektu.
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SUBSTANCJA BBXII/73

Oceniajac wyniki wptywu tacznego podawania zwigzku BB XII/73 oraz ASA w
dawce 300,0 mg/kg (p.o.) zauwazono wystepowanie wysokiej zmienno$ci miedzy
analizowanymi grupami w stosowanym uktadzie do$wiadczalnym [ANOVA efekt gléwny
F(5,54)=26,405; p=0,000]. Potwierdzono takze istotny statystycznie wplyw czasu na
dziatanie przeciwbdlowe w tym uktadzie [ANOVA wptyw czasu F(4,216)=37,892; p=0,000].
Jednoczesnie analiza interakcji obu badanych czynnikéw (tj. efektu grupy oraz czasu) w tym
teScie wskazata na istotno$¢ dziatania obu [ANOVA 1], interakcja F(20,216)=4,199; p=0,000]
(Ryc. 24A.).

Szczegbtowa analiza czasdw wystgpienia reakcji bolowej wsrdd zwierzat pozwolita
stwierdzi¢, ze zaré6wno ASA w dawce 300,0 mg/kg (p.o.), jak i ASA podane tgcznie z BB
XI1/73 w catym zakresie badanych dawek charakteryzuje znamienne statystycznie dziatanie
przeciwbo6lowe wystepujace od 0,5 - 2,0 h badania (Ryc. 24A.). Dla 24,0 h testu jedynie
kombinacja ASA z BB XII/73 w dawce 300,0 mg/kg wykazywata dziatanie przeciwbolowe w
stosunku do zwierzat z grupy kontrolnej (p=0,03). W czasie 0,5 - 1,5 h stwierdzono
jednocze$nie znamienny wzrost sity dziatania ASA po wspdlnym podaniu z BB XII/73 w
dawce 3,0 mg/kg w porownaniu do dzialania samego ASA (p<0,05), czego nie
zaobserwowano dla pozostalych punktéow czasowych jak i dla pozostalych dawek we

wszystkich przedziatach czasowych badanej substancji.

Analiza wartosci AUC zaleznoS$ci dawka-efekt uzyskanych po wyeliminowaniu
wplywu czasu na dziatanie przeciwbdlowa badanego zwigzku po tacznym podaniu z ASA
pozwolita stwierdzi¢ wystepowanie istotnej zmiennos$ci miedzy otrzymanymi warto$ciami

[ANOVA I: F(5,81)=17,525; p=0,000] (Ryc. 24B.).

Na podstawie dalszej analizy post-hoc zauwazono jednak, Ze otrzymane wartosci po
podaniu tacznym zwigzku BB XII/73 w dawce 3,0 oraz 300,0 mg/kg oraz ASA wyraznie s3
istotnie wyZsze w pordéwnaniu do otrzymanych dla ASA i wskazuja wystepowanie
synergistycznego dziatania przeciwbdélowego, natomiast takiego efektu nie stwierdzono dla

dawki 0,31 30,0 mg/kg (Ryc. 24B.).
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ANOVA Il interakcja: F(20, 216)=4,199; p=0,000
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Wartosci przedstawione jako $rednie arytmetyczne+ SEM

Ryc. 24. Wplyw jednorazowego, tacznego podania BB XII/73 z ASA na reakcje b6lowa u myszy

w tescie ,hot plate”:

wykres przedstawiajacy wynik interakcji efektu grupy i czasu (A) oraz

zalezno$¢ zastosowanej dawki do wartosci pola pod krzywa (B).
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Wplyw 1lacznego, jednorazowego podania badanych pochodnych kwasu

oleanolowego z MF na reakcje b6lowa myszy w te$cie hot-plate

SUBSTANCJA BB XII/59

Analizujgc wptyw tgcznego podawania zwigzku BB XII/59 oraz MF w dawce 5,0
mg/kg (s.c.) na aktywno$¢ przeciwbdlowg w tesScie hot-plate wykazano wystepowanie
og6lnej zmiennoSci miedzy otrzymanymi wartoSciami [ANOVA efekt gléwny
F(5,54)=10,106; p=0,000], a takze istotny statystycznie wplyw czasu na aktywno$¢
przeciwbd6lowg badanych substancji w omawianym uktadzie do$wiadczalnym [ANOVA
wptyw czasu F(4,216)=66,504; p=0,000]. Konfrontujagc ze sobg oba analizowane efekty
(tj. efekt grupy oraz czasu) uzyskano ponownie wysoka zmienno$¢ miedzy warto$ciami

[ANOVA II, interakcja F(20,216)=7,170; p=0,000] (Ryc. 25A.).

Szczegbétowa analiza czaséw wystepowania reakcji bolowej, pozwolita uzyskaé
informacje, iz MF w dawce 5,0 mg/kg (s.c.) podana sama jak w polaczeniu z BB XII/59 w
catym zakresie badanych dawek, charakteryzuje sie wysoka aktywnoscig przeciwbo6lowa na
poziomie istotnosci p<0,01 w 0,5; 1,0 oraz 1,5 h od rozpoczecia testu w stosunku do
odpowiednich wartosci kontrolnych. Na tym samym poziomie istotnos$ci dziata MF w
potaczeniu z BB XII/59 w kazdej dawce w 2,0 h badania, natomiast dla samej MF w tym
czasie wykazano dziatanie przeciwbo6lowe na poziomie p=0,017. Nie wykazano natomiast
istotnego dziatania przeciwbélowego po 24,0 h badania zaré6wno dla samej MF, jak i MF

podanej tacznie z BB XII/59 we wszystkich stosowanych dawkach.

Dzieki kolejnej analizie uzyskano informacje, iz badana substancja w calym
przedziale dawkowania w sposo6b istotny (p<0,01) wptywa hamujaco na aktywnosé
analgetyczng MF w 0,5 oraz 1,0 h badania. Po 90 minutach antagonistyczny wptyw na
aktywno$¢ MF posiada jedynie BB XII/59 podana w dawce 30,0 mg/kg (p<0,01), podczas
gdy dla dawki: 0,3; 3,0 oraz 300,0 mg/kg dla tego przedziatu czasowego nie wykazano
zadnej istotnej réznicy dziatania wzgledem podawanej MF. W 2,0 h badania zaréwno
zwigzek po podaniu tacznym z MF w dawce 0,3; 3,0 mg/kg jak i w dawce 300,0 mg/kg
BB XII/59 zwiekszal potencjal dziatania przeciwbdlowego MF (p<0,01), natomiast nie
zaobserwowano interakcji po podanie w dawce 30,0 mg/kg. W 24,0 h nie zauwazono
znamiennych réznic pomiedzy MF i MF po podaniu 1gcznym z omawianym zwigzkiem we

wszystkich stosowanych dawkach.
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Po wyeliminowaniu wptywu czasu i przeliczeniu otrzymanych wartosci na AUC
uzyskano istotne réznice miedzy Srednimi w zakresie aktywnosci przeciwbo6lowej BBXII/59
podanego tacznie z MF oraz samej MF [ANOVA [I: F(5,52)=9,518; p=0,000]
(Ryc. 25B.).

Zauwazono, ze wszystkie otrzymane $rednie byty znamiennie wyzsze w stosunku do
wartosci kontrolnych (p<0,01). Stwierdzono, ze taczne podanie zwigzku BB XII/59 w
dawce 0,3 i 300,0 mg/kg dziatato synergistycznie z MF w poréwnaniu do samego dziatania
zastosowanego opioidu, podczas dla analizowanego zwigzku w dawce 3,0 mg/kg rdéznica
byta stabo znamienna (p<0,1), a dla dawki 30,0 mg/kg nie otrzymano istotnej roéznicy

dziatania analgetycznego w stosunku do MF .
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*réznice znamienne statystycznie wzgledem grupy kontrolnej (p<0,05)
+réznice znamienne statystycznie wzgledem MF 5,0 mg/kg (p<0,05)

Warto$ci przedstawione jako $rednie arytmetyczne+ SEM
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ANOVA: F(5,52)=9,518; p=0,000
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Warto$ci przedstawione jako $rednie arytmetyczne+ SEM

Ryc. 25. Wplyw jednorazowego, tacznego podania BB XII/59 z MF na reakcje bdlowa u myszy
w tescie ,hot plate”: wykres przedstawiajacy wynik interakcji efektu grupy i czasu (A) oraz

zalezno$¢ zastosowanej dawki do wartosci pola pod krzywa (B).

SUBSTANCJA BB XI1/72

W badanym uktadzie do$wiadczalnym wykazano ogélng zmiennos$¢ pomiedzy
$rednimi [ANOVA efekt gtowny F(5,54)=10,218; p=0,000] oraz wykazano istotno$¢ wptywu
czasu na przebieg dziatania przeciwbolowego [ANOVA wplyw czasu F(4,216)=64,609;
p=0,000]. Jednocze$nie analiza interakcji obu badanych czynnikéw w tym tes$cie wskazata

na istotno$¢ dziatania obu [ANOVA I, interakcja F(20,216)=6,021; p=0,000] (Ryc. 26A.).

Analiza post-hoc wykazata wystepowanie efektu przeciwbolowego MF w dawce 5,0
mg/kg (s.c.) w 0,5; 1,0 (p<0,01) oraz 1,5 h (p<0,05) badania w poréwnaniu do grupy
kontrolnej, natomiast po 2,0 oraz 24,0 godzinach nie wykazywata istotnego dziatania.

Laczne podanie MF z substancja BB XII/72 w dawce 0,3 mg/kg (p.o.) wykazuje istotnie
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statystycznie dzialanie przeciwbolowe ktére trwa do 2,0 h od rozpoczecia badania, a w
0,5 h zwieksza istotnie site dziatania samej MF. Podobnie w dawce 3,0 oraz 300,0 mg/kg
stwierdzono znamienna aktywno$¢ analgetyczng tacznego podania badanego zwigzku z MF
we wszystkich badanych przedziatach czasowych z wyjatkiem 24,0 h. Najmniej efektywne
byto podanie zwigzku w dawce 30,0 mg/kg, poniewaz po tgcznym podaniu z MF w Zadnym
z badanych punktéw czasowych nie wykazano znamiennej statystycznie aktywnosci

antynocyceptywne;j.

Stwierdzono, Ze zastosowanie potgczenia BB XII/72 w dawce 3,0 mg/kg wraz z MF
istotnie hamuje reakcje bdélowg w 0,5 oraz 1,0 h w stosunku do dziatania MF, a w
pozostatych przedziatach czasowych nie odnotowano znamiennych roéznic tacznego
podania w poréwnaniu do wartosci $rednich MF. Badany zwigzek zastosowany w dawce
300,0 mg/kg podany wraz z MF, podobnie jak najnizszej stosowanej w badanym uktadzie
dawce 0,3 mg/kg, w sposo6b istotny hamowat reakcje nocyceptywng w czasie 0,5 (p<0,05);
1,0 (p<0,01); 1,5 oraz 2,0 h (p<0,05).

Analiza wartos$ci AUC zaleznoS$ci dawka-efekt uzyskanych po wyeliminowaniu
wplywu czasu na dziatanie przeciwbodlowa badanego zwigzku po tacznym podaniu z MF
pozwolita stwierdzi¢ wystepowanie istotnej zmiennos$ci miedzy otrzymanymi warto$ciami
[ANOVA I: F(5,52)=12,166; p=0,000] (Ryc. 26B.).Na podstawie dalszej analizy post-hoc, ze
otrzymane warto$ci Srednie po podaniu lacznym zwigzku BB XII/72 we wszystkich
dawkach z MF oraz samego MF s3 istotnie wyzsze od warto$ci kontrolnych (p<0.01).
Natomiast stosowane potgczenie w najnizszej i najwyzszej stosowanej dawce w sposéb
znamienny podwyzszyto warto$ci AUC w stosunku do otrzymanych dla MF (p<0.01),
podczas gdy dla podania tacznego w dawce 3,0 i 30,0 mg/kg otrzymane dane nie réznity sie

znamiennie w stosunku do wartosci MF.
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Ryc. 26. Wplyw jednorazowego, 1acznego podania BB XII/72 z MF na reakcje bolowa u myszy w tescie
»hot plate”: wykres przedstawiajacy wynik interakcji efektu grupy i czasu (A) oraz zaleznos$¢

zastosowanej dawki do wartosci pola pod krzywa (B).



SUBSTANCJA BBXII/73

Analizujac wplyw 1acznego podawania zwigzku BB XII/73 oraz MF w dawce
5,0 mg/kg (s.c.) na aktywnos$¢ przeciwbolowa w teScie hot-plate w badanym uktadzie
wykazano wystepowanie réznic znamiennych statystycznie miedzy srednimi [ANOVA efekt
gtéwny F(5,53)=11,218; p=0,000] oraz uzyskano informacje o istotno$ci wptywu czasu na
efekt przeciwbolowy [ANOVA wplyw czasu F(4,212)=66,157; p=0,000]. Nastepnie, podczas
analizy interakcji obu badanych czynnikbw w zastosowanym teScie, wykazano takze
istnienie znamiennych réznic w warto$Sciach $rednich [ANOVA II, interakcja

F(20,216)=4,199; p=0,000] (Ryc. 27A.).

Dalsza szczegétowa analiza statystyczna pozwolila zaobserwowaé, iz w przedziale
czasu 0,5 - 1,5 h kazda badana grupa dla tgcznego podania analizowanego zwigzku we
wszystkich dawkach wraz z MF wykazywata znamienne dziatanie przeciwbo6lowe wzgledem
kontroli (p<0.05) (Ryc. 27A.). Po 2,0 h od rozpoczecia testu dziatanie to pojawito sie dla MF
oraz  polaczenia MF z BB XII/73 jedynie w dawce 0,3 oraz
300,0 mg/kg. Dla 24,0 h badania dla zadnej badanej grupy nie odnaleziono réznic
znamiennych statystycznie w stosunku do grupy kontrolnej. Zaobserwowano przewaznie
hamujacy wptyw BB XII/73 na aktywno$¢ przeciwbdlowa MF. Zauwazono bowiem, ze
istotny statystycznie spadek aktywnosci MF wystgpit juz w czasie 0,5 h dla dawki 3,0 oraz
30,0 mg/kg BB XII/73 (p<0,01), czego nie zauwazono po podaniu facznym dla dawki 0,3
oraz 300,0 mg/kg. Dla 1,0 h badania jedynie analizowany zwigzek w dawce 0,3 mg/kg nie
hamowat dziatania MF w spos6b znamienny, natomiast po 1,5 h ponownie zanotowano
efekt hamujacy dla BB XII/73 w dawce 3,0 oraz 30,0 mg/kg. Po 2,0 h jedynie po podaniu
omawianego zwigzku w najnizszej dawce 0,3 mg/kg razem z MF wptyneto hamujaco na

aktywno$¢ agonisty w sposOb znamienny statystycznie (p=0,033).

Po wyeliminowaniu wplywu czasu i przeliczeniu otrzymanych wartos$ci na AUC
uzyskano istotne réznice miedzy $rednimi w zakresie aktywno$ci przeciwbdélowej (ANOVA
I: F(5,52)=10,671; p=0,000) (Ryc. 27B.). Wykazano, Ze otrzymane wartosci Srednie AUC dla
wszystkich analizowanych grup r6znig sie znamiennie w stosunku do wartosci kontrolnych
(p<0.05). Zauwazono takze, ze po podaniu BB XII/73 {gcznym z MF w dawce 0,3 mg/kg i
300,0 mg/kg wstepowato podwyzszenie wartosci AUC w stosunku do otrzymanych dla
samego MF, ale tylko dla nizszej dawki byta to réznica wyraznie znamienna (p<0.05). W
pozostatych kombinacjach (tj. dla facznego podania MF i zwigzku w dawkach 3,0 i 30,0
mg/kg) nie stwierdzono wystepowania réznic znamiennych statystycznie w poréwnaniu do

MF.
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Ryc. 27. Wplyw jednorazowego, tacznego podania BBXII/73 z MF na reakcje bélowa u myszy w
tescie ,hot plate”: wykres przedstawiajacy wynik interakcji efektu grupy i czasu (A) oraz

zalezno$¢ zastosowanej dawki do wartosci pola pod krzywa (B).

95



Wplyw 1lacznego, jednorazowego podania badanych pochodnych kwasu

oleanolowego z NL na reakcje b6lowa myszy w teScie hot-plate

SUBSTANCJA BB XII/59

Analizujgc wplyw lacznego podawania zwigzku BB XII/59 w dawce 30,0 mg/kg
(p.0.) oraz NL w dawce 3,0 mg/kg m.c. (s.c.) na aktywnos$¢ przeciwbélowg w tescie hot-plate
wykazano wystepowanie ogdlnej zmiennosSci miedzy Srednimi [ANOVA efekt gltoéwny
F(3,38)=10,936; p=0,000], a takze stwierdzono, Ze czas jest istotnym czynnikiem
wptywajacym na aktywno$¢ przeciwbolowa w badanym uktadzie [ANOVA wptyw czasu
F(4,152)=5,936; p=0,000]. Jednoczesnie analiza interakcji obu badanych czynnikéw w tym
teScie wskazata na istnienie znamiennych réznic podczas dziatania obu efektow [ANOVA I,

interakcja F(12,152)=2,455; p=0,006] (Ryc. 28A.).

Dalsza szczegétowa analiza pozwolita okresli¢, Zze podanie NL we wszystkich
przedziatach czasowych nie wykazato znamiennego dziatania przeciwbdélowego w stosunku
do odpowiednich warto$ci kontrolnych. Zauwazono, iz jedynie po 0,5 jak i po 24,0 h od
rozpoczecia badania nie odnotowano réznic znamiennych statystycznie wzgledem kontroli
zarowno dla BB XII/59 podanego tacznie z NL jak i samej analizowanej pochodnej kwasu
oleanolowego. Natomiast w pozostatych przedziatach czasowych wykazano wystepowanie
znamiennej aktywnosci przeciwbdlowej dla samej badanej substancji w dawce 30,0 mg/kg
oraz w potaczeniu z NL w stosunku do odpowiednich wartosci kontrolnych (p<0,01). Nie
stwierdzono znamiennych réznic w dzialaniu przeciwbélowym pomiedzy grupa
otrzymujacg BB XII/59 w dawce 30,0 mg/kg a grupa otrzymujaca kombinacje badanego

zwigzku wraz z NL dla kazdego analizowanego czasu.

Analiza warto$ci AUC uzyskanych po wyeliminowaniu wptywu czasu na dziatanie
przeciwbolowe badanego zwigzku po t3acznym podaniu z NL pozwolita stwierdzi¢
wystepowanie istotnej zmiennoSci miedzy otrzymanymi warto$ciami [ANOVA I:
F(3,38)=10,781; p=0,000] (Ryc. 28B.). Wykazano, ze otrzymane wartosci Srednie AUC dla
samego zwigzku BB XII/59 oraz tego zwigzku po podaniu tjcznie z NL réznig sie
znamiennie w stosunku do wartosci kontrolnych (p<0.05). Natomiast AUC dla dziatania NL
nie roznito sie istotnie w poréwnaniu do warto$ci kontrolnych (p>0.05). Ponadto
stwierdzono, ze warto$ci dla grupy BB XII/59 podanej z NL nie r6zniag sie znamiennie w
stosunku do warto$ci otrzymanych dla samej analizowanej pochodnej kwasu oleanolowego
(p>0.05).
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ANOVA Il interakcja: F(12,152)=2,455; p=0,006
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Ryc.28. Wplyw jednorazowego, tacznego podania BB XII/59 z NL na reakcje bolowa u myszy w
tescie ,hot plate”: wyKkres przedstawiajacy wynik interakcji efektu grupy i czasu (A) oraz

zalezno$¢ zastosowanej dawki do wartosci pola pod krzywa (B).
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SUBSTANCJA BB XII/72

W wybranym uktadzie doswiadczalnym wptywu tgcznego podawania zwigzku
BB XII/72 w dawce 30,0 mg/kg (p.0.) oraz antagonisty receptoréw opioidowych w dawce
3,0 mg/kg m.c. (s.c.) na aktywnos$¢ przeciwbdlowa w teScie hot-plate wykazano istnienie
zmienno$ci miedzy Srednimi [ANOVA efekt gtéwny F(3,37)=31,995; p=0,000], a takze
wskazano na istotno$¢ wpltywu czasu w badanym uktadzie [ANOVA wptyw czasu
F(4,148)=8,383; p=0,000]. Jednoczesnie analiza interakcji obu badanych czynnikéw w tym
teScie wskazata na istotnos¢ dziatania obu efektow [ANOVA II, interakcja F(12,148)=2,137;
p=0,0178] (Ryc. 29A.).

Dalsza szczegétowa analiza pozwolita okresli¢, Zze podanie NL we wszystkich
przedziatach czasowych nie wykazato znamiennego dziatania przeciwbdlowego w stosunku
do odpowiednich warto$ci kontrolnych. Stwierdzono, iz dla calego badanego przedziatu
czasowego dla BB XII/72 podanego razem z NL jak i bez antagonisty uzyskano wyniki

znamienne statystycznie w poréwnaniu do odpowiednich warto$ci kontrolnych (p<0,01).

Poréwnujgc natomiast otrzymane warto$ci aktywnoSci przeciwbélowej BB XI1/72 z
i bez NL w wybranym tes$cie do warto$ci uzyskanych po podaniu samego NL stwierdzono, ze
w catym przedziale 0,5 - 24,0 h istniata znamienna réznica w otrzymanych wartosciach dla
obu badanych grup (p<0.01) (Ryc. 29A.). Nie wykryto ponadto znamiennych réznic dla
dziatania przeciwbélowego pomiedzy grupa otrzymujaca BB XII/72 w dawce 30,0 mg/kg a
grupa otrzymujaca kombinacje zwigzku badanego wraz z NL (p>0.05).

Po wyeliminowaniu wplywu czasu i przeliczeniu otrzymanych wartos$ci na AUC
uzyskano istotne réznice miedzy srednimi w zakresie aktywnoSci przeciwbolowej [ANOVA
I: F(3,37)=34,274; p=0,000] (Ryc. 29B.). Stwierdzono, iz otrzymane wartosci Srednie AUC
dla samego zwigzku BB XII/72 oraz tego zwigzku po podaniu iacznie z NL réznig sie
znamiennie w stosunku do warto$ci kontrolnych (p<0.01). Natomiast AUC dla dziatania NL
nie roznito sie istotnie w pordwnaniu do wartosci kontrolnych (p>0.05). Ponadto
zauwazono, ze wartosci dla grupy BB XII/72 podanej z NL nie rd6znia sie znamiennie w
stosunku do wartosci otrzymanych dla samej analizowanej pochodnej kwasu oleanolowego

(p>0.05).

98



Interakcja ANOVA II: F(12, 148)=2,1365; p=0,018
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*réznice znamienne statystycznie wzgledem grupy kontrolnej (p<0,05)
+r6znice znamienne statystycznie wzgledem NL 3,0 mg/kg (p<0,05

Wartosci przedstawione jako $rednie arytmetyczne+ SEM

Ryc. 29. Wplyw jednorazowego, tacznego podania BB XII/72 z NL na reakcje b6lowa u myszy w
tescie ,hot plate”: wykres przedstawiajacy wynik interakcji efektu grupy i czasu (A) oraz

zalezno$¢ zastosowanej dawki do wartosci pola pod krzywa (B).
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SUBSTANCJA BBXII/73

W wybranym uktadzie doswiadczalnym wplywu tacznego podawania zwigzku
BB XII/73 w dawce 30,0 mg/kg (p.o.) oraz NL w dawce 3,0 mg/kg m.c. (s.c.) na aktywnos¢
przeciwboélowa w tescie hot-plate wykazano istnienie zmienno$ci miedzy srednimi [ANOVA
efekt gtéwny F(3,38)=30,759; p=0,000], a takze wskazano na istotno$¢ wpltywu czasu w
badanym uktadzie [ANOVA wptyw czasu F(4,152)=4,540; p=0,002]. Jednocze$nie analiza
interakcji obu badanych czynnikéw w tym te$cie wskazata na istotno$¢ dziatania obu

efektow [ANOVA I], interakcja F(12,152)=2,622; p=0,003] (Ryc. 30A.).

Dalsza szczegétowa analiza pozwolita okresli¢, Zze podanie NL we wszystkich
przedziatach czasowych nie wykazato znamiennego dziatania przeciwbdélowego w stosunku
do odpowiednich wartosci kontrolnych. Stwierdzono, iZ po 0,5 h od rozpoczecia badania nie
odnotowano réznic znamiennych statystycznie wzgledem kontroli dla
BB XII/73 podanego razem z NL,-podczas gdy sam zwigzek BB XII/73 wykazat znamienng
aktywno$¢ przeciwbdlowa w tym punkcie czasowym (p<0,01). W dalszym etapie analizy
podobnie jak w przypadku pozostalych badanych zwigzkéw, dla kazdego z badanych
czaséw (1,0 - 24,0 h) uzyskano wyniki znamienne statystycznie dla samej badanej
substancji w dawce 30,0 mg/kg oraz w potaczeniu z NL w poréwnaniu do odpowiednich

wartosci kontrolnych (p<0,01).

Poréwnujgc natomiast otrzymane warto$ci aktywnoSci przeciwbélowej BB XI11/73 z
i bez NL w wybranym tes$cie do warto$ci uzyskanych po podaniu samego NL stwierdzono, ze
w przedziale 0,5 - 2,0 h istniata znamienna réznica w otrzymanych wartosciach dla obu
badanych grup (p<0.05). Dla 24,0 h dla grupy otrzymujacej badany zwigzek z NL otrzymana
réznica osiaggneta znamiennos¢ statystyczna (p<0,05), natomiast dla grupy ktérej podano
tylko BB XII/73 otrzymane wartosci w stosunku do grupy otrzymujacej NL réznity sie stabo
znamiennie (p=0,054) (Ryc. 30A.). Nie wykryto znamiennych réznic w przedziale 1,0 - 24,0
h dla dziatania przeciwbdélowego pomiedzy grupa otrzymujacag BB XII/73 w dawce 30,0
mg/kg a grupa otrzymujaca kombinacje zwigzku badanego wraz z NL. Jedynie dla
pierwszego przedzialu czasowego (30 min) sama pochodna OA dziatata znamiennie silniej

niz podana w kombinacji z NL (p<0.05).

Po wyeliminowaniu wplywu czasu i przeliczeniu otrzymanych wartos$ci na AUC
uzyskano istotne réznice miedzy srednimi w zakresie aktywno$ci przeciwbolowej [ANOVA

I: F(3,38)=20,215; p=0,000] (Ryc. 30B.). Stwierdzono, iz otrzymane wartos$ci $rednie AUC
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dla samego zwigzku BB XII/73 oraz tego zwigzku po podaniu iacznie z NL réznig sie
znamiennie w stosunku do wartosci kontrolnych (p<0.05). Natomiast AUC dla dziatania NL
nie roznito sie istotnie w poréwnaniu do wartosci Kkontrolnych (p>0.05). Ponadto
zauwazono, ze wartosci dla grupy BB XII/73 podanej z NL nie roznia sie znamiennie w
stosunku do warto$ci otrzymanych dla samej analizowanej pochodnej OA (p>0.05), ale
badana pochodna w obu kombinacjach w sposéb istotny réznita sie od wartosci po podaniu

samego antagonisty opioidowego w dawce 3,0 mg/kg m.c. (p<0,05).

A.
ANOVA Il interakcja: F(12,152)=2,622; p=0,003
35
#® | kontrola
B NL 3,0 mg/kg, s.c.
30} + [(®] BB XI/'73 30,0 mg/kg, p.o.
> + . :— -+BB XI/'72 30,0 + NL 3,0
3 . ;
25 | ; .
= +
20t *
15 | l | ;
= =
10 = = = 1E
5 — = = =
0.5 1,0 1.5 2,0 240

czas [h]

*réznice znamienne statystycznie wzgledem grupy kontrolnej (p<0,05)
+réznice znamienne statystycznie wzgledem NL 3,0 mg/kg (p<0,05)

Wartosci przedstawione jako $rednie arytmetyczne+ SEM
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ANOVA: F(3,38)=20,215; p=0,000

T
*

kontrola  NL 3,0 30,0 30,0

dawka [mg/kg, p.o.] BB XII/73
* dawka [mg/kg, p.o.] BB XlII/73 + NL [3,0 mg/kg, s.c.]

*réznice znamienne statystycznie wzgledem grupy kontrolnej (p<0,05)
+réznice znamienne statystycznie wzgledem NL 3,0 mg/kg (p<0,05)

Wartosci przedstawione jako $rednie arytmetyczne+ SEM

Ryc.30. Wplyw jednorazowego, tacznego podania BB XII/73 z NL na reakcje bélowa u myszy w
tescie ,hot plate”: wykres przedstawiajacy wynik interakcji efektu grupy i czasu (A) oraz

zalezno$¢ zastosowanej dawki do wartosci pola pod krzywa (B).
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5.4. (OCENA DZIALANIA PRZECIWZAPALNEGO

Wplyw pochodnych kwasu oleanolowego na reakcje przeciwzapalna u szczuréw po

jednorazowym podaniu w tescie karageninowym

SUBSTANCJA BB XII/59

Analizujac wptyw podawania substancji BB XII/59 w poszczegélnych dawkach
(0,3 - 300,0 mg/kg) na aktywnos$¢ przeciwzapalng u szczuréw po podaniu karageniny,
zauwazono wystepowanie ogdlnej zmiennosSci miedzy Srednimi [ANOVA efekt gléwny
F(4,53)=7,069; p=0,000], jak rowniez istotny wptyw czasu na dziatanie przeciwzapalne
[ANOVA wplyw czasu F(4,212)=79,215; p=0,000]. Wykazano takze istotny wptyw interakcji
dziatania przeciwzapalnego oraz czasu [ANOVA II, interakcja F(16,140)=4,292; p=0,000]
(Ryc. 31A).

Dalsza szczeg6towa analiza pozwolita stwierdzi¢, iz dziatanie przeciwzapalne
polegajace na zmniejszeniu obrzeku wywotanego podaniem karageniny pojawito sie juz w 1
h od rozpoczecia badania zwigzku w dawce 30,0 oraz 300,0 mg/kg (p<0,05), podczas gdy
dla dawki 0,3 oraz 3,0 mg/kg nie stwierdzono znamiennych réznic pomiedzy
poszczegblnymi otrzymanymi warto$ciami a danymi dla grupy kontrolnej. W kolejnych
badanych przedziatach czasowych (3 - 10 h) warto$ci znamienne wzgledem kontroli
wykazywata substancja BB XII/59 w dawce 3,0 oraz 30,0 mg/kg (p<0,05), podczas gdy w
pozostatych dawkach aktywno$¢ przeciwzapalna nie réznita sie w sposéb istotny od préoby
kontrolnej. Ponadto w 6 h badania uzyskano réwniez istotne dziatanie, po podaniu

omawianego zwigzku w dawce 0,3 mg/kg (Ryc. 31A.).

Analiza warto$ci AUC uzyskanych po wyeliminowaniu wptywu czasu na dziatanie
przeciwzapalne badanego zwigzku pozwolita stwierdzi¢, iz wystepowata istotna zmienno$¢
miedzy  otrzymanymi  warto$ciami  [ANOVA I: F(4,43)=13,001; p=0,000]
(Ryc. 31B.). Wykazano, ze warto$ci odpowiadajace dziataniu przeciwzapalnemu dla zwigzku
BB XII/59 w calym zakresie stosowanych dawek réznity sie znamiennie w stosunku do
wartos$ci kontrolnych (p<0,01). Zauwazono, iz najsilniejsze dziatanie wystepowato po
podaniu analizowanej substancji w dawce 30,0 mg/kg i r6znito sie ono w sposdb znamienny

w stosunku do dawki poprzedzajacej (tj. 3,0 mg/kg; p<0.05) jak i najwiekszej (p<0.01).
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ANOVA Il interakcja: F(16, 140)=4,292; p=0,000

0,9 BB XII/59
0,8 |- 03y -
3.0 mg/kg
0,7 [ B9 300 maikg 1
300,0 mg/k
0.6} =] mg/kg ] |
0,5} T .
% 04} = :
o — ,
< 03 = |
0,27 = =-
0,1t or: =| =
0.0 TEET E E
oitlE MM E =
-0,2 = = =i .
0 6 10
B.
ANOVA: F(4,43)=13,001; p=0,000
9 ;
8 |
7 |
6 i E:\E%
c%? 5t %é:é * *
£ o T
2 41 ;Ey’.:ﬁ %
L) o \
: 2 =
2 T b
XXX !
1} . -
] 5 < %
o1 2 % :
-1 :

kontrola 0,3 3,0 30,0 300,0
dawka [mg/kg, p.o.] BB XlI/59

*réznice znamienne statystycznie wzgledem grupy kontrolnej (p<0,05)

Warto$ci przedstawione jako $rednie arytmetyczne+ SEM.

Ryc.31. Wplyw jednorazowego podania BB XII/59 na reakcje zapalng u szczuréw po podaniu
karageniny (s.c.) badana przy pomocy pletyzmometru: wykres przedstawiajacy wynik
interakcji efektu grupy i czasu (A) oraz zalezno$¢ zastosowanej dawki do wartosci pola pod
krzywa (B).
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SUBSTANCJA BB XII/72

Zauwazono, ze podawanie substancji BB XII/72 wykazato istotne statystycznie
dziatanie przeciwzapalne w zastosowanym uktadzie eksperymentalnym spowodowanych
wptywem grupy zwierzat [ANOVA efekt gtéwny F(4,35)=4,482; p=0,000] oraz wptywem
czasu na mierzong aktywno$¢ przeciwzapalng [ANOVA wptyw czasu F(4,140)=81,469;
p=0,000]. Interakcja obu badanych czynnikéw w powyzszym uktadzie wskazata na

istotno$¢ dziatania ich obu [ANOVA II, interakcja F(16,140)=6,909; p=0,000] (Ryc. 32A.).

Dalsza analiza post-hoc pozwolita ustali¢, iz efektem przeciwzapalnym w odniesieniu
do grupy kontrolnej, charakteryzowato sie podanie analizowanego zwiazku w dawce: 0,3
mg/kg w czasie 6 h (p<0,05), dla dawki 3,0 mg/kg stwierdzono stabg znamiennos$¢
(p=0,051) juz w 3 h od rozpoczecia badania, natomiast istotny statystycznie efekt
zauwazono w 6 h badania (p<0,05), dla dawki 30,0 mg/kg efekt ten pojawit sie juz w 3 h
(p<0,05) i byl widoczny jeszcze po 6 h (p<0,01) wzgledem odpowiednich warto$ci
kontrolnych . Po podaniu zwigzku w BB XII/72 w dawce 300,0 mg/kg nie otrzymano
znamienno$ci w omawianym eksperymencie, jedynie w 1 h badania wykazano staba
istotno$¢ statystyczna dla otrzymanej warto$ci dzialania przeciwzapalnego (p=0,054)

wzgledem grupy kontrolne;j.

Po wyeliminowaniu wplywu czasu i przeliczeniu otrzymanych wartos$ci na AUC
uzyskano istotne roznice miedzy $rednimi w zakresie aktywnosci przeciwzapalnej [ANOVA
I: F(4,43)=13,608; p=0,000] (Ryc. 32B.). Stwierdzono, iz otrzymane wartosci $rednie AUC
dla zwigzku BB XII/72 w catym zakresie stosowanych dawek réznily sie znamiennie w
stosunku do warto$ci kontrolnych (p<0,01). Zauwazono, iz najsilniejsze dziatanie
wystepowato po podaniu analizowanej substancji w dawce 30,0 mg/kg i r6znito sie ono w
sposéb znamienny w stosunku do dawki najmniejszej (tj. 0,3 mg/kg; p<0,05) jak i

najwiekszej (p<0,05).
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Warto$ci przedstawione jako $rednie arytmetyczne+ SEM.

Ryc.32. Wplyw jednorazowego podania BB XII/72 na reakcje zapalng u szczuréw po podaniu
karageniny (s.c.) badane za pomoca pletyzmometru: wykres przedstawiajacy wynik interakcji

efektu grupy i czasu (A) oraz zalezno$¢ zastosowanej dawki do wartosci pola pod krzywa (B).
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SUBSTANCJA BBXII/73

Analizujac wptyw podawania substancji BB XII/73 w poszczegélnych dawkach
(0,3 - 300,0 mg/kg) na aktywno$¢ przeciwzapalng w zastosowanym uktadzie
doswiadczalnym zauwazono wystepowanie ogo6lnej zmiennosci [ANOVA efekt gtéwny
F(4,53)=5,332; p=0,001] jak réwniez otrzymano znamienny wplywu czasu na dziatanie
przeciwzapalne [ANOVA wptyw czasu F(4,212)=79,720; p=0,000]. Rdéwnoczesnie
poréwnujac oba efekty uzyskano interakcje charakteryzujaca sie istotng statystycznie
zmienno$cia miedzy S$rednimi [ANOVA |II, interakcja F(16,140)=7,076; p=0,000]
(Ryc. 33A).

Po dalszej szczeg6towej analizie stwierdzono, iz po 1 h badania jedynie BB XII/73 w
dawce 300,0 mg/kg wykazywat istotng réznice wobec odpowiedniej wartosci kontrolnej
(p<0,01), podczas gdy w pozostalych dawkach i nie wykazano znamiennej aktywnosci
przeciwzapalnej. W 3 h w zakresie dawek 3,0 - 300,0 mg/kg analizowana substancja
charakteryzowala sie istotnym dzialaniem zmniejszajagcym obrzek po podaniu karageniny
(p<0.05), czego nie zaobserwowano po podaniu zwigzku w najmniejszej dawce 0,3 mg/kg.
W kolejnych przedziatach czasowych tj. po 6 i 10 h kazda z zastosowanych dawek zwigzku
BB XII/73 charakteryzowata aktywno$¢ przeciwzapalna, przynajmniej na poziomie

istotnosci p<0,05 (Ryc. 33A.).

Analiza warto$ci AUC uzyskanych po wyeliminowaniu wptywu czasu na dziatanie
przeciwzapalne badanego zwigzku pozwolita stwierdzi¢, iz wystepowata istotna zmienno$¢
miedzy  otrzymanymi  warto$ciami = [ANOVA [  F(4,43)=11,274; p=0,000].
(Ryc. 33B.). Wykazano, ze warto$ci odpowiadajgce dziataniu przeciwzapalnemu dla zwigzku
BB XII/73 w calym zakresie stosowanych dawek réznity sie znamiennie w stosunku do
wartosci kontrolnych (p<0,01). Zauwazono, iz najsilniejsze dziatanie wystepowato po
podaniu analizowanej substancji w dawce 30,0 mg/kg, jednak otrzymane réznice pomiedzy
poszczegblnymi wartosciami AUC dla stosowanych dawek nie roéznity sie w sposéb

Znamienny.
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ANOVA Il interakcja: F(16, 140)=7,076; p=0,000
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Ryc.33. Wplyw jednorazowego podania BB XII/73 na reakcje zapalng u szczuréw po podaniu

karageniny (s.c.) badane za pomoca pletyzmometru: wykres przedstawiajacy wynik interakcji

efektu grupy i czasu (A) oraz zalezno$¢ zastosowanej dawki do wartosci pola pod krzywa (B).
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Wplyw Kkomplementarnych dawek ASA na reakcje zapalng u szczuréw po

jednorazowym podaniu w tescie karageninowym

SUBSTANCJA BB XII/59

Nie zauwazono wystepowania og6lnej zmiennos$ci w zakresie uzytych dawek ASA
[ANOVA efekt gtéwny F(2,21)=0,358; p=0,703], cho¢ wykazano istotno$¢ wptywu czasu na
aktywno$¢ przeciwzapalng w zastosowanym ukladzie do$wiadczalnym [ANOVA wplyw
czasu F(4,84)=59,060; p=0,000]. Analizujagc oddziatywania obu efektéow (tj. dziatania
przeciwzapalnego oraz czasu), stwierdzono wystepowanie istotnej statystycznie
zmienno$ci miedzy otrzymanymi wartoSciami [ANOVA II, interakcja F(8, 84)=3,505;

p=0,001] (Ryc. 34A.).

Poddajac uzyskane wyniki dalszej analizie stwierdzono, iz juz od 1 h dla ASA w
dawce referencyjnej 200,0 mg/kg (p.o.) wykazano znamienne statystycznie dziatanie
przeciwzapalne we wszystkich przedziatach czasowych (p<0,01). Nie wykazano natomiast
aktywno$ci ASA wyliczonej dla dawki 30,0 oraz 300,0 mg/kg omawianego zwigzku
BB XII/59.

Po wyeliminowaniu wplywu czasu i przeliczeniu otrzymanych wartos$ci na AUC
uzyskano istotne réznice miedzy srednimi w zakresie aktywno$ci przeciwzapalnej [ANOVA :
F(3,44)=19,083; p=0,000] (Ryc. 34B.). Dalsza analiza wptywu komplementarnych dawek
ASA BB XII/59 wykazata, ze dla wartosci AUC odpowiadajacej dawce 300,0 mg/kg
otrzymana réznica w stosunku do wartosci AUC dla grupy kontrolnej osiggneta
znamienno$¢ statystyczng (p<0,05). Ponadto AUC dla ASA podanej w dawce referencyjnej

réwniez réznily sie znamiennie w poréwnaniu do wartosci kontrolnych (p<0,01).
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ANOVA Il interakcja: F(12,112)=5,382; p=0,000
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Wartosci przedstawione jako $rednie arytmetyczne+ SEM

Ryc.34. Wplyw jednorazowego podania ASA w dawkach komplementarnych do stosowanych
dawek BB XII/59 na reakcje zapalna u szczuréw po podaniu karageniny (s.c.) badane za
pomoca pletyzmometru”: wykres przedstawiajacy wynik interakcji efektu grupy i czasu (A)

oraz zalezno$¢ zastosowanej dawki do wartosci pola pod krzywa (B).
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SUBSTANCJA BB XII/72

Za pomocg analizy wariancji z powtérzeniami w badanym uktadzie wskazano na
istotny statystycznie wplyw zaréwno grupy na aktywnos$¢ przeciwzapalng [ANOVA:
F(3,28)=8,989; p=0,000], jak i czasu jako czynnika zwigzanego z dziataniem
przeciwzapalnym w omawianym uktadzie dos$wiadczalnym [ANOVA: F(4,112)=68,588;
p=0,000]. Wykazano, ze réwniez interakcja obu powyzszych czynnikéw jest znamienna
statystycznie , co wskazuje na istnienie réznic miedzy otrzymanymi warto$ciami

[ANOVA II, interakcja F(12,122)=6,806; p=0,000] (Ryc. 35A.).

Szczegbétowa analiza post-hoc (test Duncan’a) wykazala, Ze jedynie ASA w dawce
200,0 mg/kg (p.o.) zmniejszyta obrzek po podaniu karageniny w 1 h, 3 h (p<0,05) oraz 6 h
(p<0,01) obserwacji w sposob istotny statystycznie w stosunku do odpowiednich wartosci

kontrolnych.

Generalnie nie znaleziono wplywu podania ASA w dawce komplementarnej dla 30,0
i 300,0 mg/kg omawianego zwigzku na aktywno$¢ przeciwzapalng. Jedynie stabg
znamienno$¢ wykazano dla ASA w dawce komplementarnej do 30,0 mg/kg BB XII/72 w 10
h badania (p=0,055), jednocze$nie dla tego przedziatu czasowego zauwazono odwrocenie

kierunku dziatania przeciwzapalnego.

Analiza warto$ci AUC uzyskanych po wyeliminowaniu wptywu czasu na dziatanie
przeciwzapalne w omawianym uktadzie do$wiadczalnym badanego zwigzku pozwolita
stwierdzi¢, iz wystepowata istotna zmienno$¢ miedzy otrzymanymi warto$ciami
[ANOVA I: F(3,44)=23,122; p=0,000] (Ryc. 35B.). Stwierdzono, ze wartosci AUC dla dawki
referencyjnej oraz komplementarnej dla 300,0 mg/kg BB XII/72 byly nizsze i roznity sie
statystycznie znamiennie od warto$ci kontrolnej (p<0,05). Natomiast nie zauwazono tego

efektu dla ASA podanej w dawce komplementarnej dla 30,0 mg/kg omawianego zwigzku.
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Wartosci przedstawione jako $rednie arytmetyczne+ SEM

Ryc.35. Wplyw jednorazowego podania ASA w dawkach komplementarnych do stosowanych
dawek BB XII/72 na reakcje zapalna u szczuréw po podaniu karageniny (s.c.) badane za
pomoca pletyzmometru”: wykres przedstawiajacy wynik interakcji efektu grupy i czasu (A)

oraz zalezno$¢ zastosowanej dawki do wartosci pola pod krzywa (B).
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SUBSTANCJA BB XII/73

Zauwazono wystepowanie ogélnej zmiennosci w zakresie badanych dawek ASA
dziataniu przeciwzapalnym w podanym ukladzie doSwiadczalnym [ANOVA efekt gtéwny
F(3,28)=8,766; p=0,000], jak rowniez wykazano na istotno$¢ wptywu czasu na efekt
przeciwzapalny [ANOVA wplyw czasu F(4,112)=72,626; p=0,000]. Rozpatrujac
oddziatywania powyzszych czynnikéw, stwierdzono wystepowanie silnej zmiennoSci
miedzy otrzymanymi wartoSciami [ANOVA II, interakcja F(12,112)=7,788; p=0,000]
(Ryc. 36A.).

W badanym uktadzie, dzialanie przeciwzapalne pojawilo sie dopiero w 3 h od
rozpoczecia badania i bylo wywotane podaniem zwierzetom ASA w dawce 200,0 mg/kg
(p.0.), ktére byto widoczne jeszcze w 6 h (p<0,01), natomiast po 1h otrzymana réznica w
stosunku do odpowiednich warto$ci kontrolnych byta stabo znamienna statystycznie
(p=0,0543). Dla pozostalych badanych grup, tj. o podaniu ASA dawce odpowiadajacej 30,0
mg/kg oraz 300,0 mg/kg BB XII/73, efekt przeciwzapalny w omawianych przedziatach
czasowych sie nie pojawit, natomiast dla ASA w obu stosowanych komplementarnych
dawkach w 10 h badania otrzymane réznice byly znamienne statystycznie (p<0,01), ale
jednoczes$nie dla tego przedziatu czasowego zauwazono odwroécenie kierunku dziatania

przeciwzapalnego.

Po wyeliminowaniu wplywu czasu i przeliczeniu otrzymanych wartos$ci na AUC
uzyskano istotne roznice miedzy $rednimi w zakresie aktywnosci przeciwzapalnej [ANOVA
I: F(3,44)=21,754; p=0,000] (Ryc. 36B.). Dalsza analiza wpltywu komplementarnych dawek
ASA BB XI1/73 wykazata, Ze otrzymane warto$ci AUC nie r6znity sie znamiennie wzgledem
wartosci kontrolnej, a tylko dla ASA podanej w dawce referencyjnej stwierdzono wyrazne,

statystycznie istotne zmniejszenie wartosci AUC (p<0.01).
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ANOVA Il interakcja: F(12,112)=7,487; p=0,000
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Warto$ci przedstawione jako $rednie arytmetyczne+ SEM.
Ryc.36. Wplyw jednorazowego podania ASA w dawkach komplementarnych do stosowanych
dawek BB XII/73 na reakcje zapalna u szczuréw po podaniu karageniny (s.c.) badane za
pomoca pletyzmometru”: wykres przedstawiajacy wynik interakcji efektu grupy i czasu (A)

oraz zalezno$¢ zastosowanej dawki do wartos$ci pola pod krzywa (B).
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Wplyw 1lacznego, jednorazowego podania badanych pochodnych kwasu

oleanolowego z ASA na reakcje zapalna u szczuréw w tescie karageninowym.

SUBSTANCJA BB XII/59

Stwierdzono, ze w ukltadzie do$wiadczalnym na ktéry sktadato sie podawanie
substancji BB XII/59 w zakresie stosowanych dawek (0,3 - 30,0 mg/kg) razem z ASA oraz
poréwnanie ich z dziataniem samej substancji referencyjnej (ASA) wraz odpowiednig grupg
kontrolng wykazywato istotne statystycznie ogdlne dziatanie przeciwzapalne [ANOVA efekt
gtowny F(4,35)=38,936; p=0,000]. Wykazano ponadto istotno$¢ wptywu czasu na efekt
dziatania przeciwzapalnego [ANOVA wptyw czasu F(4,140)=231,520; p=0.000], jak réwniez
uzyskano wysoka znamiennos$¢ dla wynikéw interakcji obu powyzszych czynnikéw [ANOVA

II: interakcja F(16,140)=20,774; p=0,000] (Ryc. 37A.).

Dalsza analiza pozwolita wykaza¢, ze w kazdym przedziale czasowym od 60 min do
10 h, zaré6wno ASA w dawce referencyjnej 200,0 mg/kg oraz kombinacja ASA z
BB XII/59 we wszystkich zastosowanych dawkach wykazaly wysoka znamienno$¢ dla
dziatania przeciwzapalnego wzgledem odpowiednich wartosci kontrolnych (p<0,01).
Poréwnujgc ze sobg natomiast ASA oraz rownoczesne podanie ASA z kolejnymi dawkami
BB XII/59 nie zaobserwowano znamiennosci réznic otrzymanych wartos$ci dla Zadnego z

badanych przedziatéw czasowych.

Po wyeliminowaniu wplywu czasu i przeliczeniu otrzymanych wartos$ci na AUC
uzyskano istotne réznice miedzy S$rednimi w zakresie aktywnos$ci przeciwzapalnej po
tacznym podaniu ASA w dawce referencyjnej oraz BB XII/59 u szczuréw
(ANOVA I: F(4,51)=21,644; p=0,000) (Ryc. 37B.). Stwierdzono, Ze zaré6wno podanie ASA w
dawce referencyjnej jak i po podaniu tacznym z BB XII/59 we wszystkich zastosowanych
dawkach (0,3 - 30,0 mg/kg) otrzymane warto$ci AUC réznity sie znamiennie w stosunku do
wartosci  kontrolnych (p<0.01). Natomiast nie zaobserwowano znamiennego
synergistycznego dziatania badanego zwigzku z ASA, poniewaz otrzymane wartosci AUC dla
tacznego podania BB XII/59 we wszystkich zastosowanych dawkach nie réznity sie

znamiennie wzgledem wartos$ci dla ASA w dawce referencyjnej 200,0 mg/kg.
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ANOVA Il interakcja: F(16,140)=20,774; p=0,000
11 . ; .

BB X"/59 “® | kontrola
1o B ASA 200,0 ]
[®1] 0,3 mg/kg + ASA

0,9t 7 &9 3,0 mg/kg + ASA
08 ‘ r 8l 30,0 mg/kg + ASA |
0,7 I [ | g
0,6 - | | | I 4
05 F {

04
03

AG [em?]

0,2

0,1

00f
0,1}
0.2

| [CTFTTTRRRReTITI e+

[OV I

czas [h]

s 1

AUC [cmin)
—

kontrola ASA 200,0 0,3 30,0
dawka [mg/kg, p.o.] BB XII/59 + ASA [200,0 mg/kg, p.o.]

*réznice znamienne statystycznie wzgledem grupy kontrolnej (p<0,05)
Warto$ci przedstawione jako $rednie arytmetyczne+ SEM
Ryc.37. Wplyw lacznego, jednorazowego podania BB XII/59 z ASA na reakcje zapalng u
szczuré6w po podaniu karageniny (s.c.) badane za pomoca pletyzmometru”: wykres
przedstawiajacy wynik interakcji efektu grupy i czasu (A) oraz zalezno$¢ zastosowanej dawki

do wartosci pola pod krzywa (B).
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SUBSTANCJA BB XII/72

W badanym uktadzie doswiadczalnym stwierdzono wystepowanie istotnej
zmiennosci uzyskanych wynikéw zwigzanych z dziataniem przeciwzapalnym po tgcznym
podaniu ASA w dawce referencyjnej oraz BB XII/72 u  szczuréw
[ANOVA efekt gtowny F(4,35)=34,159; p=0,000], a takze wskazano istotno$¢ wptywu czasu
na aktywno$¢ zmniejszajacg obrzek po podaniu karageniny w badanym ukladzie [ANOVA
wptyw czasu F(4,140)=284,261; p=0,000]. Jednocze$nie analiza interakcji obu badanych
czynnikbw w tym ukladzie wskazala na znamienno$¢ dziatania ich obu

[ANOVA 11, interakcja F(16,140)=20,833; p=0,000] (Ryc. 38A.).

Analiza post-hoc wykazata jednoznacznie, ze zar6wno ASA w dawce 200,0 mg/kg
(p.0.) oraz po tgcznym podaniu ASA z BB XII/72 w catym zakresie stosowanych dawek
(0,3 - 30,0 mg/kg) przejawiata aktywnos¢ przeciwzapalng w czasie 1, 3, 6 oraz 10 godzin
(p<0,01) wzgledem odpowiednich wartosci dla grupy kontrolnej, ktorej podawano
wytacznie vehiculum. Wykazano réwniez, Ze dziatanie to nie réznito sie pomiedzy badanymi
grupami po iacznym podaniu ASA z BB XII/72 we wszystkich dawkach a samym ASA
(p>0,05).

Analiza warto$ci AUC uzyskanych po wyeliminowaniu wptywu czasu na dziatanie
przeciwzapalne w omawianym uktadzie do$wiadczalnym badanego zwigzku pozwolita
stwierdzi¢, iz wystepowata istotna zmienno$¢ miedzy otrzymanymi warto$ciami
[ANOVA I: F(4,35)=40,589; p=0,000] (Ryc. 38B.). Stwierdzono ponadto, Ze wszystkie
uzyskane wartosci AUC byly znamiennie nizsze niz wartosci kontrolne (p<0.01). Niemniej
jednak, na podstawie tej analizy zauwazono, ze iaczne podanie ASA oraz BB XII/72 w
dawkach 0,3 - 30,0 mg/kg wyrazZnie stabiej dziatato, bowiem uzyskane warto$ci AUC dla
tacznego podania byty znamiennie wyzsze (dla 0,3 i 30,0 mg/kg) niz otrzymane dla ASA w
dawce 200,0 mg/kg (p<0.05). Dla BB XII/72 w dawce 3,0 mg/kg podanej tacznie z ASA
réznica w stosunku do wartosci dla ASA w dawce referencyjnej byta stabo znamienna

(p=0,0568).
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Ryc.38. Wplyw lacznego, jednorazowego podania BB XII/72 z ASA na reakcje zapalna u
szczuré6w po podaniu karageniny (s.c) badane za pomoca pletyzmometru”: wykres
przedstawiajacy wynik interakcji efektu grupy i czasu (A) oraz zaleznos¢ zastosowanej dawki

do wartosci pola pod krzywa (B).
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SUBSTANCJA BBXII/73

Stwierdzono, ze w uktadzie do$wiadczalnym na ktéry sktadato sie podawanie
substancji BB XII/73 w zakresie stosowanych dawek (0,3 - 30,0 mg/kg) razem z ASA oraz
poréwnanie ich z dziataniem samej substancji referencyjnej (ASA) wraz odpowiednia grupa
kontrolng wykazywato istotne statystycznie dziatanie przeciwzapalne ze wzgledu na
otrzymanie ogdlnej zmienno$ci miedzy badanymi warto$ciami [ANOVA efekt gtéwny
F(4,35)=24,452; p=0,000]. Wykazano ponadto istotny wplyw czasu na aktywnos¢
przeciwzapalng [ANOVA wplyw czasu F(4,140)=269,140; p=0,000] oraz po zbadaniu
interakcji obu efektéw stwierdzono wysoka znamienno$¢ ich obu w omawianym

eksperymencie [ANOVA 1], interakcja F(16,140)=16,444; p=0,000] (Ryc. 39A.).

Doktadna analiza powyzszej interakcji pozwolita wskaza¢ na znamienng aktywnos¢
przeciwzapalng wszystkich badanych grup wzgledem odpowiednich wartosci dla grupy
kontrolnej w przedziale 1 - 10 h. Uzyskano takze znamienno$¢ w stosunku do dziatania ASA
w dawce 200,0 mg/kg dla wspdlnego podania ASA z omawianym zwigzkiem w dawce 0,3
mg/kg w czasie 1, 3 oraz 10 h, co skutkowato stabszg aktywnos$cia przeciwzapalng. Dla ASA
podanego tgcznie z BB XII/73 w dawce 3,0 mg/kg istotnie zmniejszone dziatanie
przeciwzapalne zaobserwowano w 10 h badania (w pozostatych przedziatach czasowych
otrzymane réznice byly stabo znamienne statystycznie p<0,05). Natomiast dla ASA w
potaczeniu ze zwigzkiem w dawce 30,0 mg/kg istotne zmniejszenie aktywno$ci ASA
wykazano w czasie 3 oraz 10 h (dla przedziatu czasowego 6 h réznica byta stabo istotne

statystycznie, p<0,05).

Po wyeliminowaniu wptywu czasu i przeliczeniu otrzymanych wartos$ci na AUC
uzyskano istotne réznice miedzy S$rednimi w zakresie aktywnoSci przeciwzapalnej po
lacznym podaniu ASA w dawce referencyjnej oraz BB XII/73 u szczuréw (ANOVA I:
F(4,35)=30,455; p=0,000). (Ryc. 39B.). W dalszej czesci analizy statystycznej stwierdzono,
Ze otrzymane warto$ci AUC wyraZnie byly mniejsze i znamiennie réznity sie od wartosci
kontrolnej. Jednocze$nie zauwazono, iZ podanie 1gcznie analizowanego zwigzku we
wszystkich dawkach (0,3 - 30,0 mg/kg) istotne spowodowato wzrost wartosci AUC w
stosunku do AUC dla samego ASA (p<0.05), byto zwigzane z ostabieniem dziatania

przeciwzapalnego ASA.
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Ryc.39. Wplyw lacznego, jednorazowego podania BB XII/73 z ASA na reakcje zapalna u
szczuré6w po podaniu karageniny (s.c.) badane za pomoca pletyzmometru”: wykres
przedstawiajacy wynik interakcji efektu grupy i czasu (A) oraz zalezno$¢ zastosowanej dawki

do wartosci pola pod krzywa (B).
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5.5 OKRESLENIE WPLYWU ZJAWISKA TOLERANCJI DLA
NAJBARDZIE] AKTYWNE] SUBSTANC]JI

Badania nad wptywem wielokrotnego podawania badanych zwigzkéw na dziatanie
przeciwbdélowe i przeciwzapalne przeprowadzono z wykorzystaniem substancji

BB XII/72 w dawce 30,0 mg/kg m.c.

Wplyw na dziatanie przeciwbdlowe

W zastosowanym uktadzie doswiadczalnym wykazano ogélng zmienno$¢ pomiedzy
badanymi $rednimi [ANOVA efekt gtéwny F(3,36)=76,196; p=0,000] oraz wykazano istotny
wplywu czasu na dzialanie przeciwbdlowe z wykorzystaniem testu hot-plate [ANOVA:
F(4,144)=25,000; p=0,000]. Tym samym analiza interakcji obu badanych czynnikéw w
przyjetym teScie wskazala na istotno$¢ dziatania obu [ANOVA: F(12,144)=14,257; p=0,000]
(Ryc. 40.).

Analiza post-hoc (test Duncan’a) wskazata wystepowanie efektu przeciwbdlowego
badanej substancji w dawce 30,0 mg/kg m.c. (p.0.), po podaniu jednorazowym w przedziale
czasowym 0,5 - 2,0 h (p<0,01), nie znaleziono natomiast potwierdzenia aktywnosci po
uptywie 24,0 h wzgledem préby kontrolnej.

Dla substancji BB XII/72 w dawce 30,0 mg/kg m.c. (p.0.) podawanej grupie
badanych zwierzat raz na dobe przez okres 28 dni wykryto istotne dziatanie przeciwbo6lowe
dla czasu 0,5 h (p<0,05) oraz dla przedziatu 1,0 - 24,0 h (p<0,01). Nie potwierdzono
ewentualnego wplywu zjawiska tolerancji podawanej substancji na aktywno$¢
antynocyceptywna u obserwowanych myszy oraz nie wykryto istotnych réznic w dziataniu
BB XII/72 pomiedzy grupa zwierzat otrzymujacych substancje jednokrotnie z grupg myszy
otrzymujacych badany zwigzek przez 4 tygodnie.
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*réznice znamienne statystycznie wzgledem grupy kontrolnej (p<0,05)

Wartosci przedstawione jako $rednie arytmetyczne+ SEM

Ryc.40. Wplyw jednorazowego oraz wielokrotnego podania BB XII/72 w dawce 30,0 mg/kg
(p.0.) na reakcje bolowa u myszy w tescie ,hot plate” oraz zbadanie zjawiska tolerancji:

wykres przedstawiajacy wynik interakcji efektu grupy i czasu.

Wplyw na dzialanie przeciwzapalne

Stwierdzono, Ze w uktadzie do$wiadczalnym badajacym wplyw podawania
BB XII/72 w dawce 30,0 mg/kg m.c. na aktywnos¢ przeciwzapalng, badana substancja
wykazala istotne statystycznie dziatanie ze wzgledu na otrzymanie ogolnej zmiennoSci
miedzy badanymi warto$ciami [ANOVA: F(3,36)=23,264; p=0,000]. Wykazano ponadto
istotny wplyw czasu na aktywno$¢ przeciwzapalng [ANOVA: F(4,144)=168,07; p=0,000]
oraz po zbadaniu interakcji obu efektéw stwierdzono wysokg znamienno$¢ ich obu w
omawianym eksperymencie [ANOVA I, interakcja F(12,144)=13,365; p=0,000] (Ryc. 41.).

Doktadna analiza powyzszej interakcji za pomoca testu Duncan’a, pozwolita

wskaza¢ na znamienng aktywno$¢ przeciwzapalng substancji BB XII/72 podanej
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jednorazowo pierwszego dnia testu wzgledem odpowiednich wartosci dla grupy kontrolnej
w przedziale 1 - 10 h (p<0,01). Dla zwierzat otrzymujacych substancje badang przez
kolejne 4 tygodnie wykryto znamienne statystycznie dzialanie przeciwzapalne dla
przedziatu 3 - 10 h (p<0,01), nie stwierdzono natomiast réznic wzgledem kontroli po
pierwszej godzinie od rozpoczecia eksperymentu. Ponadto nie zauwazono znamiennych
réozni¢ w dziataniu przeciwzapalnym poréwnujac otrzymane wartosci testowe po podaniu

jedno- i wielokrotnym dla poszczegdlnych punktéw czasowych.

ANOVA Il interakcja: F(12,144)=13,365; p=0,000
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*réznice znamienne statystycznie wzgledem grupy kontrolnej (p<0,05)

Wartosci przedstawione jako $rednie arytmetyczne+ SEM

Ryc.41. Wplyw jednorazowego oraz wielokrotnego podania BB XII/72 w dawce 30,0 mg/kg
(p.0.) na reakcje zapalna u szczuréw po podaniu karageniny (s.c.) oraz zbadanie zjawiska

tolerancji: wykres przedstawiajacy wynik interakcji efektu grupy i czasu.
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5.6 WPLYW POCHODNE] KWASU OLEANOLOWEGO NA STEZNIA
WYBRANYCH INTERLEUKIN WE KRWI SZCZUROW

Analizujac profil dziatania BB XII/72 w najbardziej efektywnej dawce postanowiono
okresli¢ jej wptyw na poziomy wybranych prozapalnych interleukin we krwi obwodowej
szczura. Stwierdzono, ze zwigzek ten obnizat stezenie zaréwno TNF-a jak i IL-6, chociaz
tylko w przypadku IL-6 otrzymane réznice osiggnety znamiennos$¢ statystyczng (p<0.05)
(Tabela 5).

Tabela 5. Wplyw wielokrotnego podawania pochodnej kwasu oleanolowego na

steZenie wybranych prozapalnych cytokin we krwi obowodwej szczuréow

Grupa
(po 28 dniach N [TN/[;;;] [ IL/-I?H]
podawania) Pg Pg
Kontrola 9 1494 +332 55,4 +1,6
BB XI1/72 30,0 mg/kg 10 1099 +201 49,3 +0,8*

N - ilo$¢ waznych préb
*roznice znamienne statystycznie wzgledem grupy kontrolnej (p<0,05)

Warto$ci przedstawione jako $rednie arytmetyczne +SEM
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5.7. WPLYW POCHODNEJ KWASU OLEANOLOWEGO NA EKSPRESJE
mRNA WYBRANYCH INTERLEUKIN U SZCZUROW

Oceniajac profil dziatania BB XII/72 w najbardziej efektywnej dawce postanowiono

okresli¢ jej wptyw ekspresje mRNA dla genéw wybranych prozapalnych interleukin u

szczurow. Stwierdzono, ze zwigzek ten jednoznacznie zmniejszal ekspresje mRNA dla IL-6 o

ok. 40% w stosunku do wartosci otrzymanych u zwierzat kontrolnych (p<0.05) (Tabela 6).

Natomiast dla TNF-a kierunek dziatania byt odmienny, poniewaz wielokrotne podawanie

BB XI1/72 zwiekszyto ekspresje dla genu tej cytokiny przeszto dwukrotnie (p<0.05).

Tabela 6. Wplyw wielokrotnego podawania pochodnej kwasu oleanolowego na

ekspresje mRNA dla wybranych prozapalnych cytokin u szczuréw.

Grupa
(po 28 dniach N mRNA TNF-«a mRNA IL-6
: [%] [%]
podawania)
Kontrola 10 1007 100+£15
BB XI1/72 30,0 mg/kg 10 211+29* 60+5*

N - ilo$¢ waznych préb

*roznice znamienne statystycznie wzgledem grupy kontrolnej (p<0,05)

Warto$ci przedstawione jako $rednie arytmetyczne +SEM

Otrzymane dane obliczono dla ilorazu mRNA TNF-a /mRNA GADPH lub mRNA

[L-6 /mRNA GADPH i wyrazono w %.
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5.8. WPLYW POCHODNEJ KWASU OLEANOLOWEGO NA EKSPRESJE
mRNA TLR1 1 TLR3 U SZCZUROW

Oceniano réwniez wpltyw wielokrotnego podawania pochodnej BB XII /72 na
ekspresje mRNA TLR1 i TLR3. Stwierdzono, Ze analizowana pochodna do 28-dniach
podawania w dawce 30 mg/kg, p.o. zwiekszata ekspresje TLR1 w stosunku do wartosci
otrzymanych w grupie kontrolnej (p<0.05) (Tabela 7). Takiego efektu nie zauwazono
jednak dla ekspresji mRNA TLR3, ktére praktycznie pozostata na poziomie bliskim wartosci

kontrolnych, a niewielki 8% wzrost nie osiaggnat znamiennosci statystycznej.

Tabela 7. Wplyw wielokrotnego podawania pochodnej kwasu oleanolowego na

ekspresje mRNA dla wybranych receptoréw Toll-podobnych (TLR) u szczuréw.

Grupa (po 28 dniach N mRNA TLR1 mRNA TLR3
podawania) [%] [%0]
Kontrola 10 100+ 10 100+ 13
BB XII/72 30,0 mg/kg 10 138 + 13* 108 £ 19

N - ilo$¢ waznych préb
*roznice znamienne statystycznie wzgledem grupy kontrolnej (p<0,05)

Warto$ci przedstawione jako $rednie arytmetyczne +SEM

Otrzymane dane obliczono dla ilorazu mRNA TLR1/mRNA GADPH lub mRNA TLR3/mRNA
GADPH i wyrazono w %.
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6. Dyskusja i omowienie wynikow

W kregu zainteresowania niniejszej pracy znalazly sie trzy nowe syntetyczne
pochodne kwasu oleanolowego i kwasu acetylosalicylowgo: BB XI1/73: bedaca kwasem 3-
(2-acetoksy-1-benzoil)oksyiminoolean-12-en-28-owym, BB XII/72: morfolidem kwasu 3-
(2-acetoksy-1-benzoil)oksyiminoolean-12-en-28-owego oraz BB  XII/59: estrem
metylowym kwasu 3-(2-acetoksy-1-benzoil)oksyiminoolean-12-en-28-owego, uzyskanych
przez zesp6t badaczy pod kierunkiem Prof. dr hab. Lucjusza Zaprutko z Katedry i Zaktadu
Chemii Organicznej Uniwersytetu Medycznego im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu.

Jako leki wzorcowe do badania wybrano kwas acetylosalicylowy (ASA), lek z grupy
niesteroidowych lekéw przeciwzapalnych o nieselektywnym dziataniu wobec obu izoform
enzymu cyklooksygenazy, COX-1 oraz COX-2, jak réwniez dwa leki dziatajace poprzez
centralne receptory opioidowe - morfine (MF) oraz nalokson (NL).

O wyborze ASA jako leku referencyjnego w hamowaniu reakcji zapalnej
zdecydowat przede wszystkim fakt, iz jest to jeden z najczeSciej stosowanych preparatéw
w zwalczaniu zapalenia, szeroko dostepnym bez koniecznoSci przepisu lekarza oraz o
udowodnionej aktywnos$ci przeciwzapalnej. Z drugiej strony, wybrano ten wtasnie
zwigzek ze wzgledu na jego obecno$¢ w strukturze badanych substancji. W tym celu
postanowiono poréwnaé¢ dzialanie przeciwzapalne ASA z nowo zsyntezowanymi
strukturami chemicznymi i zbadaé czy ewentualne uwolnienie czasteczki salicylanu w
procesie wchlaniania lub dystrybucji nie bedzie miat wptywu na wynik wykonywanych
testow. W celu zahamowania stanu zapalnego u szczuréw po podaniu karageniny
wybrano dawke 200,0 mg/kg p.o. [Guilhon C.C. i wsp. 2011;Marinho D.G. i wsp., 2011; Raymundo
LJ. i wsp., 2011], natomiast w modelu z zastosowaniem czynnika termicznego (test hot-
plate) u myszy, dawke 300,0 mg/kg p.o. [Heidari M.R. i wsp., 2004].

W celu sprawdzenia «czy badane substancje wykazuja aktywnos¢
antynocyceptywng zwigzang z interakcjg poprzez uklad opioidowy, postanowiono w
badaniu z wykorzystaniem testu hot-plate poréwnac¢ ich aktywno$¢ z czystym agonistg
receptoréw opioidowych, MF. Sugerujac sie wczesniejszymi badaniami prowadzonymi w
Katedrze Farmakologii wybrano w tym celu dawke 5,0 mg/kg podawang zwierzetom
podskornie [Siekierkowska A. i wsp., 2007] oraz mie$cita sie w zakresie dawek stosowanych
przez innych badaczy [Maldonado R. i wsp, 1998 Sammons MJ. i wsp, 2000;
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Tsai Y-Ch.i wsp., 2000]. W ten sam spos6b podawano NL, bedacy antagonistg tych samych
receptoréw w dawce 3,0 mg/kg [Bodnar RJ. i wsp.,, 1978; Mena N.B. i wsp., 1996; Li G. i wsp.,
2004; McGaraughty S. i wsp., 2005].

W celu uzyskania informacji czy badana substancja posiada wtasciwosci
antynocyceptywne, czesto wykorzystuje sie trzy bolowe testy termiczne: test z
wykorzystaniem goracej plytki (z ang. hot-plate test), test usuwania ogona (z ang. tail-flick
test) oraz test zanurzenia ogona (z ang. tail immersion test). W celu wykazania
ewentualnego dziatania hamujgcego powstawanie i rozprzestrzenianie sie procesu
zapalnego, wywotuje sie obrzek tapy albo ucha zwierzecia doswiadczalnego za pomoca
podania niewielkiej iloSci substancji draznigcej. Najczesciej sa to substancje wysoko
immunogenne, takie jak czasteczka lipopolisacharydu, alergeny, TPA, karagenia, kwasy i
aldehydy. W niniejszej pracy wykorzystano test hot-plate jako test weryfikujacy wptyw
badanych substancji na aktywnos$¢ przeciwbélowg u badanych zwierzat oraz sprawdzono
wplyw na dziatanie przeciwzapalne po wywotaniu obrzeku za pomoca 1% roztworu
karageniny, po podaniu ktérej pojawia sie stan zapalny z wszystkimi charakterystycznymi
znamionami dla reakcji zapalnej (zwiekszenie cieptoty ciata, zaczerwienie, bdl, obrzek,
wpltyw na zmiane funkcjonowania tkanki lub narzgdu). Zmiany w przyroScie tapy
zwierzecia zbadano wykorzystujac pletyzmometr [Safayhi H. i wsp, 1997;
Guay J. i wsp, 2004; Jung H.J.i wsp., 2005].

W pierwszym etapie zaplanowanych do$wiadczen przeprowadzono test
toksycznosci ostrej granicznej metoda ustalonej dawki. Zdecydowano sie na powyzsza
metode ze wzgledu na przeprowadzone wcze$niej badania toksyczno$ci ostrej
prowadzone na podobnej grupie zwigzkdéw [Bednarczyk-Cwynar B. i wsp., 2012], w Kktdrej
ustalono, iz dawka graniczna okre$lana wg OECD 2,0 g/kg jest dawka stosunkowo
bezpieczng, nie powodujaca zgonu lub agonii badanych zwierzat. Z podanych powyzej
wynikéw obserwacji wynika, iz badane substancje: BB XI1/59, BB XII/72 oraz BB XII/73

charakteryzuja sie bardzo niska toksycznos$cig wynoszaca co najmniej 2,0 g/kg m.c.

W kolejnym etapie badan postanowiono sprawdzi¢ czy badane substancje
wptywajg w sposob znamienny na ruchliwo$¢ zwierzat, co byto niezbedne aby wtasciwie
interptertowa¢ wyniki w te$cie blowym hot-plate. Nadmierne pobudzenie u badanych
zwierzat mogtaby zamaskowa¢ ewentualny efekt przeciwbolowy badanej substancji
poprzez zwiekszenie ruchliwosci i skrdécenie czasu pozostawienia tap na powierzchni
ptyty, sedacja natomiast ewentualnie sugerowac oceniang aktywno$¢, poprzez wydtuzenie

tego czasu. Badanie to wykonuje sie rowniez w celu uzyskania odpowiedzi czy nowa
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substancja posiada wptyw na zachowanie behawioralne, badajgc m.in. aspekty poznawcze

i odczuwanie leku [Piazza P.V. i wsp., 1989; Cools A.R.; Gringras M.A., 1998].

Dla substancji BB XII/59 oraz BB XII/73 nie stwierdzono znamiennych réznic w
ruchliwos$ci poziomej dla Zadnej zastosowanej dawki w stosunku do grupy kontrolne;.
Wykazano natomiast istotne obnizenie aktywnos$¢ pionowej (wertykalnej) dla dawek 3,0;
30,01 300,0 mg/kg (p<0,01) w przypadku BB XII/59 (Ryc. 13B.) oraz dla dawki 3,0 i 30,0
mg/kg (p<0,01) BB XII/73 (Ryc. 15B.), co mogtoby mie¢ wptyw na ocene aktywnosci w
kolejnym teScie. W przypadku substancji BB XII/72 jedynie dla dawki 3,0 mg/kg
wykazano znamienng hiperlokomocje w ptaszczyZznie horyzontalnej (p=0,03), dla
pozostatych badanych dawek nie wykazano odstepstw w stosunku do kontroli. Swiadczy¢
to moze o braku wptywu BB XII/72 na aktywnos$¢ motoryczng zwierzat, tym samym brak

wptywu na wyniki uzyskane w tescie hot-plate.

W celu okreslenia wptywu badanych substancji na aktywno$¢ przeciwbolowa,
wykorzystano model z zastosowaniem goracej plytki (hot-plate), ktory zostat pierwszy raz
zaproponowany w 1953 roku przez Eddy’ego i Leimbach’a., bazujac na zachowaniu
zwierzat w zetknieciu ze szkodliwym bodZcem termicznym. Lizanie tylnych tap
wskazywato bezposrednio na przekroczenie progu bolowego, natomiast skoki reakcje
op6zniong i bardziej ztozong, obejmujacg komponente emocjonalng zwigzang z ucieczkg i
uniknieciem ostrego bolu osrodkowego [Eddy N.B, Leimbach D, 1953]. Obok testu
tail-flick, test hot-plate stanowi podstawowy farmakologiczny model w badaniach nad
wlasciwosciami antynocyceptywnymi réznych substancji i jest najczeSciej stosowany
przez badaczy w celu udowodnienia, badz tez zaprzeczenia, opioidowego mechanizmu
dziatania tych zwigzkéow [Matthes H.W. i wsp., 1996; O'Neill LA, Greene C. 1998;
Jung HJ. i wsp., 2005). W niniejszej pracy test hot-plate wykorzystano do zbadania zaleznego
od dawki efektu substancji BB XII/59, BB XII/72 oraz BB XII/73, jak réwniez zbadania
ewentualnego wptywu dawek komplementarnych kwasu acetylosalicylowego (ASA) na
dziatanie przeciwbdlowe zwigzkéw oraz zbadanie interakcji badanych substancji z

morfing (MF), naloksonem (NL) oraz ASA.

Stwierdzono, ze wszystkie trzy badane pochodne kwasu oleanolowego
wykazywaty efekt antynocyceptywny w zastosowanym modelu z wykorzystaniem testu
hot-plate. Dziatanie przeciwbdlowe zwigzku BB XII/59 po podaniu jednorazowym
utrzymywato sie nawet do 24 godziny od rozpoczecia testu. Wykazano ponadto, iz dla
kazdej podanej dawki w badanym przedziale czasowym obserwujemy znamienny efekt,
ktéry najsilniej zaznaczony byt po 60 minutach dla dawki 300,0 mg/kg. Jednakze po
wyeliminowaniu czynnika czasu i przeliczeniu warto$ci na AUC okazato sie, ze dla dawki
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3,0 oraz 30,0 mg/kg nastgpito niewielki spadek aktywnosci. Dla substancji BB XII/72
odnotowano najsilniejsza aktywnos$¢ antynocyceptywna dla dawki 30,0 i 300,0 mg/kg juz
od 30 minuty badania i byta zauwazalna nawet po 24 godzinach od rozpoczecia. Podobng
sytuacje zauwazono dla dawki 0,3 oraz 30,0 mg/kg. Dzieki analizie AUC udato sie ustali,
iz najsilniej dziatajaca przeciwbélowo dawka BB XII/72 jest dawka 30,0 mg/kg.
Ostatnia z analizowanych substancji, BB XII/73 najsilniejszg aktywnos¢ przeciwbdlowa
wykazywata w dawce 3,0 oraz 300,0 mg/kg w przedziale 30 do 120 minut. Po 24
godzinach jedynie dawka 3,0 mg/kg nie wykazywala istotnego statystycznie dziatania
obnizajacego doznania bélowe. Jednakze po obliczeniu poszczegdlnych wartosci AUC dla
badanych dawek BB XII/73 wykazano, Ze to dawka 0,3 mg/kg jest dawka najsilniej
dziatajaca, a dawka 3,0 mg/kg okazata sie by¢ dawka o najstabszym potencjale dziatania.

Celem sprawdzenia hipotezy, na podstawie, ktérej za dziatanie badanych
zwigzkow BB XII/59, BB XI1/72 i BB XII/73 odpowiedzialna bytaby powstajaca w wyniku
odtaczenia od zwigzku macierzystego czasteczka ASA, postanowiono okresli¢ dziatanie
przeciwbélowe i przeciwzapalne ASA podanej w ilo$ci odpowiadajacej danej dawce dla
poszczegbdlnych pochodnych kwasu oleanolowego. W tym celu podano zwierzetom
odpowiednio wyliczone dawki ASA komplementarne do zawarto$ci ASA w substancji BB
XII/59, BB XII/72 oraz BB XII/73 jedynie dla dawek 30,0 oraz 300,0 mg/kg, gdyz
podawanie komplentarnych nizszych dawek ASA obarczone bytoby ze wgledu na
zastosowang procedure wzglednie duzym btedem. Jako substancje referencyjng podano
ASA w dawce 300,0 mg/kg, ktéra typowo wykazuje aktywnos¢é antynocyceptywng w
zastosowanym modelu hot-plate [Heidari M.R i wsp, 2004]. Z przeprowadzonego
dos$wiadczenia generalnie wynikato, iz ASA w komplementarnej dawce do ilosci
wystepujacej w czasteczce BB X11/59, BB XII/72 oraz BB XII/73 nie wptywa na aktywnos¢
przeciwbolowa Wynikatoby stad, Ze dziatanie przeciwbdélowe wykazuje cata czasteczka
wystkich trzch badanych pochodnych, a udziat w nocycepcji ewentualnie odlaczonej
czasteczki ASA moze by¢ wykluczony, zwlaszcza w w komplementarnej dawce

30,0 mg/kg.

W celu podjecia proby wyja$nienia ewentualnego mechanizmu dziatania badanych
pochodnych w kierunku hamowania bélu, w kolejnym etapie eksperymentu substancje
BB XII/59, B XII/72 oraz BB XII/73 podano interakcji z ASA w dawce 300,0 mg/kg (p.o.),
MF w dawce 5,0 mg/kg (s.c.) oraz NL w dawce 3,0 mg/kg (s.c.). Pierwszy z powyzej
wymienionych nalezacy do grupy niesteroidowych lekéw przeciwzapalnych (NLPZ)

uzywany jest w stanach zapalnych z towarzyszacym bolem i goraczka, spowodowanych
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gtéwnie poprzez aktywacje izoenzymu cyklooksygenazy typu 2 (COX-2) przez czynniki

prozapalne.

Podobnie jak w przeprowadzonym badaniu dawko-zaleznos$ci analizowanych
substancji na aktywnos$¢ przeciwbélowa u myszy, pochodne kwasu oleanolowego i kwasu
acetylosalicylowego w przedziale dawek 0,3 - 300,0 mg/kg, (p.0.) podano jednorazowo
wraz z ASA w dawce 300,0 mg/kg (p.o.). Grupe kontrolng stanowity myszy otrzymujace
vehiculum, natomiast grupe referencyjng zwierzeta ktérym podano ASA w dawce
300,0 mg/kg (p.o.). Dla substancji BB XII/59 w dawce 30,0 oraz 300,0 mg/kg p.o.
wykazano zwiekszenie aktywnosci przeciwbolowej ASA po wyeliminowaniu wptywu
czasu (warto$ci AUC), ktére wskazujg jednoznacznie na wystepowanie interakcji tagcznego
podania badanych zwigzkdéw, aczkolwiek wynikajacg prawdopodobnie z odrebnego
profilu dziatania obu substancji, co mozna zauwazy¢ na rycinie ,dawka-efekt bez ASA”
(Ryc. 16A.) oraz ,interakcja z ASA -zalezno$¢ od czasu” (Ryc. 22A.). W przypadku
substancji BB XII/72 jedynie dla najnizszej z podawanych dawek nie odnotowano
synergistycznego wplywu na aktywno$¢ ASA w zastosowanym modelu, natomiast dla
pozostatych efekt byt znaczacy i w kazdym przypadku utrzymywat sie na poziomie
istotnosci p<0,01 (Ryc. 23B.). Analiza ostatniej badanej pochodnej, BB XII/73, wykazata
znaczacy statystycznie wplyw na aktywnos$¢ antynocyceptywna zastosowanego w tescie
NLPZ, dla dawek 3,0 oraz 300,0 mg/kg (p.o.) (p<0,05), co réwniez Siadczy o wystepowaniu

efektu synergistycznego.

W kolejnym etapie dosSwiadczenia postanowiono sprawdzi¢ wptyw badanych
pochodnych na aktywnos$¢ uktadu opioidowego, poprzez wspdlne podanie z agonista
receptoréw opioidowych, morfing (MF) w dawce 5,0 mg/kg m.c, a takze z czystym
antagonista tych receptoréw, naloksonem (NL) w dawce 3,0 mg/kg, w obu przypadkach
podawanych podskornie (s.c.). Badanie wykazalo interakcje pomiedzy badanymi
zwigzkami a agonistg opioidowym, nie wykazano natomiast wptywu na wynik testu u
myszy po wspolnym zastosowaniu z NL. Kazda z badanych substancji w sposob istotny
zmniejszata aktywno$¢ antynocyceptywna MF w pierwszej godzinie badania, kiedy efekt
przeciwbolowy opioidu byt najsilniejszy w poréwnaniu do dziatania samego agonisty.
Efekt hamujacy analgezje wywotang przez MF najsilniej zauwazalny byt w przypadku
zwigzku BB XII/59 i to dla jego catego przedzialu dawkowania. W przypadku dwadch
pozostatych zwigzkéw jedynie dawka 30,0 mg/kg BB XII/72 oraz BB XII/73 w dawce
3,0 oraz 30,0 mg/kg w sposdb istotny zmniejszata analgezje wywotang centralnym
dziataniem opioidu. Nalezy jednak wspomnie¢, ze ze wgledu na profil dziatania MF,

wynikajacy ze stosunkowo krétkiego tos tego opioidu oraz zastosowanej drogi podania,
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jednoznaczne wnioskowanie o powstajacej interacji i jej kierunku moze by¢ niewtasciwe,
zwlaszcza w odniesieniu do dalszych punktéw czasowych. Stad tez wyniki otrzymane po
wyeliminowaniu wptywu czasu i przeliczeniu otrzymanych wartosci na warto$ci AUC
sugeruja, iz nie wystepuje hamowanie aktywnosci MF, a wrecz synergizmem addycyjny.
Jednak taki wniosek jest nieuprawniony. Jak juz zauwazno w przypadku zbadania dawko-
zaleznosci badanych substancji na aktywnos¢ bolowa w teScie hot-plate, jak roéwniez
zaleznosci tego dzialania od czasu mogliSmy zauwazy¢, iz badane substancje
charakteryzowal wyjatkowo dtugi czas dziatania, gdyz znamienng aktywnos¢
przeciwbélowa wykazano takze po 24 godzinach od ich podania i rozpoczecia badania.
Z kolei dzialanie MF jest stosunkowo krétkotrwate i maksimum aktywnosci przypada na
pierwsze 60 minut od jej podania, co wynika zaréwno z profilu farmakologicznego tego
opioidu (stosunkowo krotki tos) jak i zastosowanej drogi podania. W tym wtasnie bowiem
czasie zaobserwowano najsilniejsze obnizenie aktywnosci przeciwb6lowej w poréwnaniu
do MF podanej jedynie z vehiculum. W p6Zniejszym czasie, dziatanie samej MF stabnie, a w
2 godzinie od rozpoczecia badania nie rézni sie znaczaco od kontroli. W tym samym czasie
aktywno$¢ pochodnych rosnie i znosi bél nawet do 24 godzin. Obszar pola pod krzywa
zaleznosci badanego efektu analgezji od czasu jest znacznie wiekszy, anizeli pole pod
krzywa dla samej MF. Dlatego tez zwiekszone wartosci wyliczone dla AUC po wspélnym
zastosowaniu badanych substancji i opioidu $§wiadczg raczej o profilu dziatania (dziatanie
nawet do 24 godzin) badanych pochodnych kwasu oleanolowego, anizeli o wzroscie sity
dziatania MF w zastosowanym modelu. Uzyskane wyniki wykluczaja raczej aktywnos$¢
analgetyczng dla badanych pochodnych kwasu oleanolowego poprzez mechanizm
opioidowy zaproponowany przez Maia i wsp. [Maia JL. i wsp, 2006], zwigzany ze
zwiekszonym uwalnianiem endogennych opioidéw lub agonistycznego wptywu na
receptory opioidowe. Dodatkowym potwierdzeniem braku agonistycznego wptywu
pochodnych OA na receptory opioidowe jest brak wplywu po wspélnym podaniu
(dla pochodnych OA podanych w dawce 30,0 mg/kg), z czystym antagonista NL, ktéry nie

odwracat dziatania badanych pochodnych i nie hamowat tym samym antynocycepcji.

Po zbadaniu wptywu substancji na aktywno$¢ przeciwbolowg w tescie hot-plate, w
kolejnym  etapie  postanowiono oceni¢  dawko-zalezny = wptyw  substancji
BB XII/59, BB XII/72 oraz BB XII/73, jak réwniez dawek ASA komplementarnych do
odpowiednich dawek pochodnych, oraz zbadano interakcje badanych triterpenoidéow z
ASA w dawce 200,0 mg/kg (p.o.). na dziatanie przeciwzapalne w teScie karageninowym.
Po raz pierwszy karagenine w postaci ekstraktu mukopolisacharydowego odkryt brytyjski

farmaceuta Stanford w roku 1862, wyodrebniajgc ja ze $luzu czerwonych alg morskich.
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Karageniny pod wzgledem chemicznym s3 siarczanowanymi galaktanami zawierajgcymi
D-galaktoze i jej pochodne powigzane ze soba dzieki powtarzajacej sie sekwencji wigzan
B (1-4)ia (1-3). Wsrdd nich mozemy wyodrebnic trzy gtéwne typy polisacharydéw: k, A
oraz | roznigce sie pomiedzy sobg wlasciwosciami zelowymi, w kazdym przypadku
odwracalnymi pod wptywem temperatury. A-karagenina jako jedyna w temperaturze
pokojowej nie ulega przeksztatceniu w Zel, co wptywa na korzy$¢ jej zastosowana w
postaci iniekcji w celu wywotania odpowiedzi zapalnej, co zostato szeroko by¢
wykorzystywane w celu zbadania aktywnosci przeciwzapalnej réznych substancji, w tym
pochodnych kwasu oleanolowego [Jjung HJ. i wsp.,, 2005; Vasconcelos M.A.L. i wsp., 2006;
Chung JW. i wsp, 2008  Akihisa T. 1 wsp, 2010, Wu CR i wsp, 2011;

Bednarczyk-Cwynar B. i wsp., 2011; Fezai M. i wsp., 2013].

Zapalenie wywotane poprzez ten polisacharyd po raz pierwszy zostat opisany sto
lat p6Zniej przez Winter’a i kontynuowane przez Lence’a, jako: ostre, nieimmunologiczne,
dobrze zbadane oraz wysoce powtarzalne [Winter CA. i wsp.; Lence P. i wsp.,, 1962], a stan
zapalny cechuja wszystkie klasyczne objawy miejscowego odczynu zapalnego: obrzek,
hiperalgezja, zaczerwienienie, zwiekszona reakcja cieplna i upo$ledzajacy wptyw na
tkanki i narzady [Safayhi H., Sailer E.R, 1997; Jung H.J. i wsp., 2005], zwigzana z dziataniem
prozapalnych czynnikéw - histaminy, bradykininy, uktadu dopelniacza, reaktywnych form
tlenu (generowane przez neutrofile) oraz tlenku azotu. Zapalenie wywotane karagening
charakteryzuja dwie fazy: pierwsza wczesna trwajaca zazwyczaj 1-2 godzin zwigzana z
uwolnieniem histaminy i 5-HT, oraz faza pdzZna zwigzana przede wszystkim z
wytwarzaniem BK oraz prostaglandyn [Vinegar R. I wsp., 1969]. W ponizszym badaniu uzyto
1% roztworu karageniny, a wielko$¢ stanu zapalnego mierzona byta poprzez pomiar
obrzeku tapy szczura za pomocg pletyzmometru. Obrzek osigga swoje maksimum okoto 5
h od podania karageniny, a ptyn wypetniajacy tape szczura charakteryzuje sie zwiekszona
iloscia pochodnych kwasu arachidonowego, tromboksanu i prostaglandyn
charakterystycznych dla drugiej fazy zapalenia [Vinegar R i wsp, 1969;
Guay J. i wsp., 2004].

Uzyskane wyniki dla wszystkich pochodnych okazaty sie znamienne wzgledem
kontroli, co pozwolito na wyznaczenie zaleznosci dawka-efekt. Zaréwno dla substancji
BB XII/59, jak i BB XII/72 zaobserwowano najsilniejsze dziatanie w dawce 30,0 mg/kg,
zaréwno dla analizy poszczegélnych przedziatéw czasowych, jak i analizy wartosci AUC, a
sama zaleznos$¢ dawka-efekt byta opisana odwréconym ksztattem litery ,U”. Dla BB XI1/73

wykryto znamienne dziatanie wzgledem kontroli, natomiast rozkiad otrzymanych
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wartosci poszczegdlnych dawek pochodnej byt réwnomierny, czego potwierdzeniem byt

brak wystepowania réznic istotnych statystycznie miedzy otrzymanymi warto$ciami.

Jak juz wspomniano poprzednio, celem sprawdzenia hipotezy na podstawie, ktorej
za dziatanie badanych zwigzkéw BB XI1/59, BB XI1/72 i BB XI1/73 odpowiedzialna bytaby
powstajagca w wyniku odigczenia od zwigzku macierzystego czasteczka ASA,
postanowiono okresli¢ dzialanie rowniez przeciwzapalne ASA podanej w ilosci (dawce)
odpowiadajacej danej dawce dla poszczegélnych badanych pochodnych kwasu
oleanolowego. Zauwazono podczas analizy zaleznoSci efekt wzgledem czasu, Ze podanie
ASA w komplementarnych dakach dla pochcodnych BB XII/72 i BB XII/73 nie wykazato
dziatania przeciwzapalnego. Natomiast pochodna BB XII/59 w przedziale czasowym 1-6h
dziatala przeciwzapalnie, cho¢ efekt ten nie byt tak silny jak dzialanie ASA w dawce
300 mg/kg. Natomiast nalezy sie ostroznie odnosi¢ do wynikéw dla uzyskanych po 10 h,
bowiem wartoSci testowe sg znacznie wieksze niz otrzymane dla grupy kontrolnej, tym
samym teoretycznie moga $wiadczy¢ o utrzymywaniu sie obrzeku. Tym samym wnioski
wynikajace z analizy AUC, zwtaszcza dla komplenetarnej dawki 300,0 mg/kg dla
wszystkich pochdonych mogg by¢ obarczone btedem wynikajacym jakby z odwrdcenia

dziatania w tym ostatnim punkcie czasowym.

Badanie interakcji ASA i nowych pochodnych OA wykazata wysoka znamienno$¢
wobec kontroli oraz brak znamiennej réznicy w stosunku do referencyjnej dawki ASA dla
poszczegblnych przedzialéw czasowych dla BB XII/59 oraz BB XII/72. Dla BB XII/73
zaobserwowano natomiast istotne zmniejszenie aktywnoSci przeciwzapalnej ASA juz w
dawce 0,3 mg/kg juz od pierwszej godziny eksperymentu oraz dla dawki 3,0 mg/kg
BB XII/73 po 3 h czyli w drugiej fazie odczynu zapalnego. Analiza z wykorzystaniem
warto$ci AUC potwierdzila jednoznacznie obnizenie aktywno$ci przeciwzapalnej ASA,

zwtaszcza po tgcznym podaniu z BB XI1/73.

Z uzyskanych wynikéw oceny aktywno$ci przeciwbdlowej, z wcze$niej
wykonanym badaniem lokomotorycznej aktywnosci poziomej i pionowej, jak réwniez
oceny i badania dziatania przeciwzapalnego wywnioskowano, Ze najlepsza substancjg pod
wzgledem farmakodynamicznym w zastosowanych testach okazata sie pochodna

morfolidowa: BB XII/72 w dawce 30,0 mg/kg, ktorg zakwalifikowano do dalszych badan.
Prébujac oceni¢ wptyw zjawiska tolerancji na aktywno$¢ przeciwbolowy i
przeciwzapalng BB XII/72 w dawce 30,0 mg/kg, (p.0.) zwierzetom podawano badany

zwigzek przez kolejne 4 tygodnie. Zar6wno dla dziatania przeciwbdélowego (Ryc. 40.),

jak i dziatania przeciwzapalnego (Ryc. 41.) nie odnaleziono roéznic znamiennych
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statystycznie w aktywnosci BB XII/72 ani po podaniu jednorazowym, ani wielokrotnym.
Co oznaczalo, ze w zaplanowanych testach zwigzek ten nie wykazywat tolerancji w

dziataniu zmniejszajacym bdl i obrzek, przynajmniej w czasie 4-tygodniowego podawania.

Po tym czasie pobrano réwniez prébki krwi i osocza do dalszych badan
genetycznych, z ktérych oznaczono stezenie wybranych prozapalnych cytokin za pomoca
testu ELISA - TNF-a oraz IL-6, a takze za pomoca techniki Real-Time PCR (rt-PCR)
okreslono ekspresje mRNA dla genéw-powyzszych cytokin w limfocytach , jak réwniez
ekspresje dla genu TLR1 i TLR3. Badanie ekspresji dla genu TLR3 wybrano ze wzgledu na
szeroko spekulowany wsréd badaczy, znaczacy udziat tych receptoréw w powstawaniu
bolu przewlektego [Qi J i wsp, 2011; Qian N.S. i wsp, 2011; Liu T. i wsp, 2012b].
TLR3 zlokalizowano w astrocytach, mikrogleju, komoérkach dendrytycznych oraz w
komoérkach krwi, m.in. limfocytach B, natomiast TLR1 wystepuja dodatkowo na
powierzchni komdrek zernych (makrofagdw) oraz na monocytach [Hornung V.iwsp., 2002;
Akira S. i wsp., 2006; Nicotra L. i wsp., 2012]. Pomimo gtéwnej roli TLR1 w odpowiedzi na
bakteryjne zakazenie i udziat w odpornosci, zar6wno wrodzonej, jak i nabytej
[Peng Y., Zhang L., 2014] postanowiono sprawdzi¢ ewentualny jego wptyw na reakcje

bo6lowa i zapalna.

Nie wykryto istotnych zmian w stezeniu TNF-a w badanych prébkach surowicy
wzgledem grupy kontrolnej, natomiast wykazano istotne zwiekszenie ekspresji dla genu
badanej cytokiny, a takze zwiekszenie ekspresji genu dla TLR1, bez jednoczesnego
wptywu na ekspresje genu dla TLR3 (Tabela 7). Dla IL-6 w obu przypadkach, zaré6wno
stezenia, jak i oceny ekspresji mRNA wykazano znaczace obnizenie wartosci wzgledem

grupy przyjmujacej vehiculum.

Otrzymany obraz zjawsk wskazuje, iz w profilu dziatania badanych pochodnych
hybrydowych potaczen z ASA oprocz wyraznego dzialania przeciwbdlowego o
mechanizmie, jak juz wspomniano, raczej niezwigzanym z wplywem na receptory
opoidowe, wystepuje sktadowa dziatania przeciwzapalnego. Wydaje sie ,ze koreluje ona
czeSciowo, zwlaszcza po przebadaniu substancji BB XI1/72, z hamowaniem wyrzutu IL-6
jako reakcji na indukowany proces zapalny, zaréwno na poziomie biatka jak na poziomie
ekspresji mRNA dla tej cytokiny, ktéra jest w wiekszos$ci przypadkéw cytoking o

jednoznacznym dziataniu prozapalnym [Scheller J. i wsp., 2011].

Niemniej wtasciwosci przeciewzapalne analizowanego zwigzku nie sg jasne,
poniewaz mimo tendencji do obnizania stezenia TNF-q, to jednak na poziomie ekspresji

mRNA dla tej cytokiny otrzymano wyniki przeciwne. Podobnie nalezy interpretowac
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wplyw na analizowanego zwigzku na ekspresje TLR1, ktéra byta podwyzszona pod
wptywem podawania substancji BB XII/72. Chociaz czasami takie zjawisko braku korelacji
pomiedzy wynikami na poziomie powstawania biatka i proceséw transkrypcji wystepuje i
jest wyrazem skomplikowanych wzajemnych oddziatywan na poziomie transkrypcji i
translacji zwtaszcza dla substancji pochodzenia naturalnego [Ozarowski M. i wsp., 2013,
Mikotajczak P.t. i wsp., 2015; Ozarowski M. i wsp., 2015], to jednak jednoznaczne okreslenie
profilu dziatania przeciwzapalnego substancji BB XII/72 i odpowiedzialnych za to

mechanizmdw nie jest mozliwe na podstawie uzyskanych wynikow.
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. Wnioski

Trzy podchodne bedace hydrokyiminowymi hybrydami kwasu oleanolowego i
kwasu acetylosalicylowgo: BB XII/73: BB XII/72 oraz BB XII/59 wykazuja

dziatanie przeciwbo6lowe w zakresie dawek 0,3-300,0 mg/kg, p.o.

Wszystkie trzy hybrydy posiadaja w swoim profilu farmakologicznym sktadowa

odpowiedziang za dziatanie przeciwzapalne w zakresie stosowanych dawek.

Dziatanie przeciwbolowe i przeciwzapalne wykazuje cata czasteczka badanych
trzech pochodnych, a udziat w tych efektach ewentualnie odtgczonej czasteczki

kwasu acetylosalicylowego moze by¢ wykluczony.

Najlepsza substancja pod wzgledem farmakodynamicznym w zastosowanych

testach okazata sie pochodna BB XII/72 w dawce 30,0 mg/kg, p.o.

Nie stwierdzono wystepowania zjawiska tolerancji na dziatanie przeciwbdlowe i
przeciwzapalne dla zwigzku BB XII/72 po podaniu wielokrotnym w dawce

30,0 mg/kg, p.o.

Mechanizm dziatania przeciwbolowego nie jest najprawdopodobniej zwigzany

z oddziatywaniem na uktad opioidowy.
Mechanizm lezacy u podstaw dziatania przeciwzapalnego jest niejasny i nie

pozostaje w prostej relacji z wpltywem na wydzielanie prozapalnych cytokin czy

oddziatywaniem na receptory TRL1 i TRL3.
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7. Streszczenie

BADANIA AKTYWNOSCI PRZECIWBOLOWE] I PRZECIWZAPALNE]
WYBRANYCH ACYLOWANYCH POCHODNYCH HYDROKSYIMINOWYCH

KwAsu OLEANOLOWEGO

Acylowane pochodne kwasu oleanowego sg znanymi zwigzkami farmakologicznie
czynnymi, stad przedmiotem niniejszej pracy byta ocena wtasciwosci przeciwbolowej i
przeciwzapalnej nowych hybrydowych potaczen kwasu oleanolowego i kwasu
acetylosalicylowego (BB XII/59, BB XII/72 oraz BB XII/73). Dziatanie przeciwbdlowe
wymienionych pochodnych w zakresie dawek 0,3 - 300,0 mg/kg (p.0.), zostato
przeprowadzone na myszach przy wykorzystaniu testu hot-plate. Dla badanych
zwigzkéw w tych samych dawkach zostata zbadana ich aktywno$¢ przeciwzapalna u
szczuréw po uprzednim wywotaniu obrzeku za pomoca roztworu karageniny.

Stwierdzono, ze jedynie zwiazek BB XII/72 nie wptynal znaczaco na aktywno$¢
lokomotoryczng u badanych zwierzat, podczas gdy u zwierzat po podaniu BB XII/59 oraz
BB XII/73 wykazano statystycznie istotny efekt hamujacy aktywno$¢ wertykalna, ktory
mogt wplywaé na sedacje zwierzat w kolejnych testach.

Badane zwigzki wykazaty wprost-proporcjonalng aktywnos$é przeciwbélowa do
zastosowanej dawki, a ponadto wykazaty silne dziatanie przeciwzapalne. Zalezno$¢
»,dawka-efekt, dla aktywnos$ci przeciwzapalnej zostata opisana odwréconym ksztattem
litery ,U”, a najsilniej dziatajaca pochodna okazato sie potaczenie BB XII/72, w dawce
30,0 mg/kg (p.o.). Skojarzone podanie badanych zwigzkéw z morfing (MF 5,0 mg/kg, s.c.)
wprawdzie wykazato obnizenie efektu przeciwbdlowego, natomiast wspolne podanie
antagonisty opioidowego, naloksonu (NL 3,0 mg/kg, s.c.) nie miato wplywu na ich
aktywno$¢ przeciwbolows, dlatego tez mechanizm dziatania poprzez receptory opioidowe
zostat raczej wykluczony.

Badane pochodne nie wptynety na aktywnos$é przeciwbd6lowa ASA podanego w
dawce 300,0 mg/kg (p.o.) w teScie hot-plate, podczas gdy dla wspdlnego podania z ASA w
dawce 200,0 mg/kg (p.0.) w badaniu zmiany aktywnos$ci przeciwzapalnej, jedynie

BB XII/73 zmniejszata w sposéb istotny efekt zastosowanego w badaniu NLPZ.
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WyKkluczono tez ewentualny wptyw ASA pochodzacy z czgsteczek badanych pochodnych,
na aktywno$¢ przeciwbdlowa i przeciwzapalng w przeprowadzanych testach, po
zastosowaniu dawek komplementarnych dla ASA.

Z uzyskanych wynikéw oceny aktywnosci przeciwbdélowej, aktywnoS$ci
lokomotorycznej horyzontalnej i wertykalnej, jak réwniez oceny i badania dziatania
przeciwzapalnego wywnioskowano, Ze najlepsza substancja pod wzgledem
farmakodynamicznym w zastosowanych testach okazata sie pochodna morfolidowa:
BB XII/72 w dawce 30,0 mg/kg (p.o.), ktéra zakwalifikowano do dalszych badan.
Zarowno dla dziatania przeciwbdlowego, jak i dziatania przeciwzapalnego nie odnaleziono
réznic w aktywnosci BB XII/72 pomiedzy podaniem jednorazowym a wielokrotnym, stad
mozna s3adzi¢ , ze zwigzek ten nie wykazuje zjawiska tolerancji, przynajmniej w czasie
4-tygodniowego podawania.

Z uzyskanych wynikéw analizy biochemicznej i genetycznej mozna wnioskowaé, ze
mechanizm aktywno$ci przeciwzapalnej BB XII/72 jest raczej skomplikowany i
niejednoznaczny. Stwierdzono bowiem , ze wielokrotne podawanie tego zwigzku obnizyto
zaro6wno stezenie jak i ekspresje mRNA IL-6, podczas gdy wptyw BB XII/72 na te
parametry dla TNF-a byt przeciwny. Co wiecej, nie mozna jasno zintrepretowaé dziatania
tego zwiazku na ekspresje mRNA dla TLR1 i TLR3.

Otrzymane wyniki dotyczace aktywnos$ci badanych zwigzkéw pochodnych kwasu
oleanolowego s3 interesujace, ale w celu poznania mechanizmu ich przeciwboélowego i

przeciwzapalnego dziatania niezbedne s3 dalsze szczegétowe badania.
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8. Abstract

ANALGESIC AND ANTI-INFLAMMATORY ACTIVITY OF SELECTED

ACYLATED HYDROXYIMINO DERIVATIVES OF OLEANOLIC ACID

Acyl derivatives of oleanolic acid oximes are pharmacologically active compounds
therefore, the assessment of analgesic and anti-inflammatory action of a new hybrid of
oleanolic acid derivative and acetylsalicylic acid (BB XII/59, BB XII/72 and BB XII/73) was
the aim of this study. Analgesic effect of the hybrids (0,3-300,0 mg/kg, p.o.) was performed
in mice using a hot plate test. Anti-inflammatory activity was assessed on carrageenan-
induced paw edema in rats for the same range of doses. Only BB XII/72 did not
significantly change locomotor activity of mice, meanwhile either BB XI1/59 or BB XII/73
lowered vertical activity during examination; therefor sedative properties of these two
compounds should be included. The compounds showed a simple, proportional, dose-
dependent analgesic action and expressed strong anti-inflammatory activity showing a
reversed U-shaped, dose-dependent relation with its maximum at 30,0 mg/kg, especially
for BB XI1/72.

After their combined administration with morphine (MF 5,0 mg/kg, s.c.) the lowering
of analgesic activity was found; however, the interaction with naloxone
(NL 3,0 mg/kg, s.c.) did not affect the anti-analgesic effect of the hybrids, therefore their
opioid mechanism of action should be rather excluded. After combined administration
with ASA (300,0 mg/kg, p.o.) in hot-plate test, examined compounds did not change their
analgesic activity in significant way. Moreover, the acetylsalicylic acid anti-inflammatory
activity (ASA 200,0 mg/kg, p.o.) was not affected by simultaneous BB XII/72 or BB XII/59
application. On the contrary, BB XII/73 decreased the anti-inflammary effect of ASA. It
should be stressed that both the analgesic and anti-inflammatory effect of ASA present in
the structure of the hybrids can generally be excluded since the use of complimentary
doses of ASA did not show any measurable activities.

Since the pharmacological profile of BB XII/72 hybrid seemed to be the most
promising, the chronic analgesic and anti-inflammatory activity of this compound was
assessed after a 4-week treatment in the dose of 30,0 mg/kg, p.o. The occurance of

tolerance was not observed, since the effects after chronic administration of the hybrid
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analgesic and anti-inflammatory were on the same level as after its single treatment. It
seemed that the anti-inflammatory mechanism of action of BB XII/72 is not simple, sinee
even its chronic administration lowered both blood concentration of IL-6 and mRNA IL-6
expression. However, the effects of the hybrid on TNF-a level and mRNA expression were
opposite. Moreover, it did not change unequivocally mRNA, TLR1, and TLR3 expression.
Concluding, the obtained results regarding the activities of BB XII/59, BB XII/72 and
BB XII/73 are interesting, but for explanation of the mechanism of their action, more

detailed studies are necessary.

141



10.

11.

12.

13.

14.

15.

9. PiSmiennictwo

Ahmad R,, Raina D., Meyer C., Kharbanda S., Kufe D. (2006). Triterpenoid CDOO-Me blocks the NF-xB
pathway by direct inhibition of IKKB on Cys-179. Journal of Biology and Chemistry;
281(47):35764-69.

Ahn K.S., Agarrwal B.B. (2005). Transcription factor Nf-kB a sensor for smoke and stress signal.
Annals of the New York Acadademy of Sciences; 1056,218-233.

Akihisa T, Kojima N., Kikuchi T., Yasukawa K., Tokuda H., Masters E., Manosroi A., Manosroi J. (2010).
Anti-inflammatory and chemopreventive effects of triterpene cinnamates and acetates from shea fat.
Journal of Oleo Science; 59(6):273-280.

Alberti C, Brun-Buisson C., Chevret S., Antonelli M., Goodman S.V., Martin C., Moreno R., Ochagavia
AR, Palazzo M., Werdan K, Le Gall J.R. (2005). Systemic inflammatory response and progression to
severe sepsis in critically ill infected patients. American journal of Respiratory and Critical Care
Medicine; 171:461-468.

AKkira S. (2003). Toll-like receptor signaling. Journal of Biological Chemistry; 278:38105-108.
Allouche Y., Jimenez A., Uceda M., Aguilera M.P., Gaforio ].J., Beltran G. (2009). Triterpenic content
and chemometric analysis of virgin olive oils from forty olive cultivars. Journal of Agricultural and
Food Chemistry; 57:3604-10.

Atkinson G.P., Nozell S.E., Benveniste E.T. (2010). Nf-kB and STAT3 signaling in glioma: targets for
future therapies. Expert Review of Neurotherapetics; 10(4),575-586.

Balkwill F. (2004). Cancer and the chemokine network. Nature Reviews Cancer;
4:540-550.

Barrientos S., Stojadinovic O., Golinko M.S.,, Brem H., Tomic-Canic M. (2008). Growth factors and
cytokines in wound healing. Wound Repair and Regeneration; 16:585-601.

Beatty K., Bieth ], Travis J. (1980). Kinetics of association of serine proteinases with native and
oxidized alpha - 1 - proteinase inhibitor and alpha - 1 - antitichymotrypsin. Journal of Biological
Chemistry; 255(9):3931-34.

Bednarczyk-Cwynar B., Zaprutko L., Marciniak ], Lewandowski G. Szulc M. Kaminska E,
Wachowiak N., Mikotajczak P.L. (2012). The analgesic and anti - inflammatory effect of new oleanolic
acid acyloxyimino derivative. European Journal of Pharmaceutical Science; 47:549-555.

Beutler B., Hoebe K., Du X,, Ulevitch R.J. (2003). How we detect microbes and respond to them: the
Toll-like receptors and their transducers. Journal of Leukocyte Biology; 74:479-485.

Bhoola K.D., Figuerola C.D., Worthy K. (1992). Bioregulation of kinins, kallikreins, kininogens and
kininases. Pharmacological Reviews; 44:1-80.

Bieth J.G. (1984). In vivo significance of kinetics constants of protein proteinase inhibitors.

Biochemia Medica; 32:387-397.

Bodnar R.J,, Kelly D.D., Spiaggia A., Ehrenberg C., Glusman M. (1978). Dose-dependent reductions by
naloxone of analgesia induced by cold-water stress. Pharmacology Biochemistry and Behavior; 8(6):

667-672.

142


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Akihisa%20T%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Kojima%20N%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Kikuchi%20T%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Yasukawa%20K%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Tokuda%20H%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22T%20Masters%20E%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Manosroi%20A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Manosroi%20J%22%5BAuthor%5D

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.
23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31

32.

33.

Boyer R.F., Schori B.E. (1983). The incorporation of iron into apoferritin as mediated by
ceruloplasmin. Biochemical and Biophysical Research Communications; 116:244-250.

Bujniewicz E. (2002). Wspoétdzielenie uktadu immunologicznego z neuro - endokrynowym -
znaczaca rola interleukiny - 1 (IL - 1) i beta - endorfiny (BE). Diagnostyka Laboratoryjna;
38:223-236.

Burh R.M,, Connor J.R, Tiffany C.W. (1989). The kallikrein - kininogen - kinin system in chronic
inflammation. Agent Actions; 27:258-260.

Burstein E., Duckett C.S. (2003). Dying for NF-kB? Control of cell death by transcriptional regulation
of the apoptotic machinery. Current Opinion in Cell Biology; 15:732-737.

Catkosinski I, Dobrzynski M., Halon A., Fita K, Catkosinska M., Majda ], Siewinska M. (2007).
Odpowiedz krazeniowo - humoralna w odruchu somatyczno - wegetatywnym wywotanym przez
czynniki bélowe. Postepy Higieny i Medycyny Doswiadczalnej; 61:331-337.

CatkosinskKi, I., Dobrzynski, M., Catkosinska, M., Seweryn, E., Bronowiecka-Szydetko, A., Dzierzba, K,,
Ceremuga, I, Gamian, A. (2009). Charakterystyka odczynu zapalnego. Postepy Higieny i Medycyny
Doswiadczalnej, 63:395-408.

Carroll M.C. (2008). Complement and humoral immunity. Vaccine; 26(suppl.8):128-133.

Casseli E, Fiorentini S., Amici C., Luca D.D., Caruso A., Santoro M.G. (2007). Human herpesvirus 8
acute infection of indothelial cells induces monocyte chemoattractant protein 1-dependent capillary
- like structure formation: role of IKK/Nf-kB pathway, Blood; 108,2718-2726.

Cheng T, Matthew K, Abrams-Ogg A, Wood D. (2011). The link between inflammation and
coagulation: influence on the interpretation of diagnostic laboratory tests. Compendium Continuing
Education for veterinarians, 33:E1-E12.

Choi C.Y, You HJ, Jeong H.G. (2001). Nitric oxide and tumor necrosis factor - alpha production by
oleanolic acid via nuclear factor - kappaB activation in macrophages. Biochemical and Biophysical
research Communications; 288(1):49-55.

Cholewa J.B. (2004). Receptory Toll-like a wspotdziatanie odpornosci wrodzonej i nabytej w obliczu
zagrozenia. Wszechswiat; 105:93-96.

Chotuj, A, Janiszewska, W. 2005. Pochodne kwasu oleanolowego i ich dziatanie farmakologiczne.
Herba Polonica, 51: 66-75.

Chomczynski P., Sacchi N. (1987). Single-step method of RNA isolation by acid guanidinium
thiocyanate-phenol-chloroform extraction. Analytical Biochemistry; 162:156-159.

Chrousos G.P. (1995). The hypothalamic - pituitary - adrenal axis and immune - mediated
inflammation. The New England Journal of Medicine; 332:1351-62.

Chung J.W, Noh EJ, Zhao H.L, Sim ].S,, Ha Y.W,, Shin E.M,, Lee E.B,, Cheong C.S., Kim Y.S. (2008). Anti-
inflammatory activity of prosapogenin methyl ester of platycodin D via nuclear factor-kB pathway
inhibition. Biological&Pharmaceutical Bulletin; 31(11):2114-20.

Cieslik, K., Kotaczowska, E. (2012). Uktad krzepniecia a reakcja zapalna. Kosmos. Problemy Nauk
Biologicznych; 61(3):433-443.

Cirinio G., Peers S.H.,, Wallace ].L., Flower R.J. (1989). A study of phospolipase A2-induced oedema in
rat paw. European Journal of Pharmacology; 166: 505-510.

Cohen M.S. (1994). Molecular events in the activation of human neutrophils for microbial killing.

Clinical Infectious Diseases; 18:170-179.

143


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Chung%20JW%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Noh%20EJ%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Zhao%20HL%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Sim%20JS%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Ha%20YW%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Shin%20EM%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Lee%20EB%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Cheong%20CS%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Kim%20YS%22%5BAuthor%5D

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49,

50.

51.

Cools A.R, Gingras M.A. (1998). Nijmegen high and low responders to novelty: a new tool in the
search after the neurobiology of drug abuse liability. Pharmacology, Biochemistry and Behaviour;
60:151-159.

Correteo M.E, Lopez-Perez ].L, Abad M., Bermego P. (2008). Preliminary study of anti-
inflammatory activity of hexane extract and fractions from Burserera simaruba (Linneo) Serg.
(Burseraceae) leaves. Journal of Ethnopharmacology; 116: 11-15.

Cotran R.S,, Kumar V., Collins T., Robbins S.L. (1998). Robbins pathologic basis of disease. Saunders,
Philladelphia; 28-35.

Dai Y., Hang B.Q., Meng Q.Y., Ma S.P,, Tan L.W. (1988). Inhibition of hypersensitivity reaction by
oleanolic acid. Acta Pharmacologica Sinica; 9:562-565.

Dai Y, Hang B.Q. Tan L.W. (1989a). Anti - inflammatory effect of oleanolic acid. Chinese Journal of
Pharmacology and Toxicology; 3:96-99.

Dai Y, Hang B.Q., Li P.Z, Tan L.W. (1989b). Effects of oleanolic acid on immune system and type [
allergic reaction. Acta Pharmacologica Sinica; 10:381-384.

De Leo J.A., Tawfik V.L. LaCroix-Fralish M.L. (2006). The tetrapartite synapse: path to CNS
sensitization and chronic pain. Pain; 122:17-21.

Demkow U., van Overveld F.J. (2010). Role of elastases in the pathogenesis of chronic obstructive
pulmonary disease: implications for treatment. European Journal of Medical Research.
15 Suppl 2:27-35.

Dewald B., Rindler-Ludwig R. Bretz U, Baggiolini M. (1975). Subcellular localization and
heterogenity of neutral proteases in neutrophilic polymorphonuclear leukocytes. journal of
Experimental Medicine; 141:709-723.

Dinarello C.C.A. (1997). Proinflammatory and anti - inflammatory cytokines as mediators in the
pathogenesis of septic shock. Chest, 112:321S-329S.

Dobrogowski J., Wrodliczek J. (2004). Medycyna bélu. Rozdziat 1: Patofizjologia bélu; Warszawa,
Wydawnictwo Lekarskie PZWL.

Dray A. (1995). Inflammatory mediators of pain. British Journal of Anaesthesia; 75:125-131.
Dziedziczko A., Kuzminski A, Przybyszewski M. Zbikowska-Gotz M. (2004). Ocena stezenia
eozynofilowego biatka kationowego I réwnowagi elastaza - antytryptaza u chorych z zaostrzeniem
astmy oskrzelowej. Alergia Astma Immunologia; 9(3):143-147.

Eddy N.B., Leimbach D. (1953). Synthetic analgesics: II. Dithieny butenyl- and benzomorphans.
Journal of Pharmacology and Experimental Therapeutics; 107(3):385-393.

Facino R.M,, Carini M., Stefani R., Aldini G., Saibene L. (1995). Anti-elastase and anti-hyaluronidase
activities of saponins and sapogenins from Hedera helix, Aesculus hippocastanum, and Ruscus
aculeatus: factors contributing to their efficacy in the treatment of venous insufficiency. Archiv Der
Pharmazie, 328(10): 720-724.

Feng J., Feng Z.Y., Wang ].M,, Cui Y. (2011). Study on yhe triterpenoids from the fruits of Ligustrum
lucidum. Zhong Yao Cai. Journal of Chinese Medicinal Materials; 34(10):1540-44.

Fezai M., Senovilla L., Jemaa M., Ben-Attita M. (2013). Analgesic, anti-inflammatory and anticancer
activities of extra virgin oil. Journal of Lipids; Hindawi Publishing Corporation: 1-7.
Filipczak-Bryniarska I, Bryniarski K., Woron J., Wrodliczek ]. (2010). Mechanizmy przewodzenia
boélu. Rola uktadu odpornosciowego w regulacji odczuwania bélu. Anestezjologia i Ratownictwo,

4:500-509.

144



52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

Fokuda Y., Sakai K., Matsunaga S. Tanaka R. (2006). Lupene and oleanane triterpenoids from the
cones of Liquidamber styraciflua. Journal of Natural Products, 69: 142-144.

Fukuda Y., Sakai K., Tokuda R. (2005). Cancer chemoprotective activity of lupane- and oleanane-type
triterpenoids from the cones of Liquidamber styraciflua. Chemistr&Biodiversity; 2: 421-427.

Gao X, Deeb D., Danyluk A.,, Media |, Liu Y., Dulchavsky S.A., Gautam S.C. (2008). Inmunomodulatory
activity of synthetic triterpenoids: inhibition of lymphocyte proliferation, cell - mediated cytotoxicity
and cytokine gene expression through suppression of NF-xB. Immunopharmacology and
Immunotoxicology; 30(3):581-600.

Gao X, Liu Y., Deeb D., Arbab A.S., Guo A.M., Dulchavsky S.A., Gautam S.C. (2011). Synthetic oleanane
triterpenoid, CDOO-Me, induces apoptosis in ovarian cancer cells by inhibiting prosurvival AKT/NF-
kB/mTOR signaling. Anticancer Research; 31(11):3673-81.

Gieseg S.P., Leake D.S, Flavall EM., Amit Z, Reid L., Yang Y.T. (2009). Macrophage antioxidant
protection within artherosclerotic plaques. Frontiers in Bioscience;
14:1230-46.

Ginger-Larza E.M., Manez S., Recio M.C,, Ginger R.M,, Prieto ].M,, Cerada-Nicolas M., Rios ]J.L. (2001).
Oleanolic acid, a 3-oxotriterpene from Pistacia, inhibits leukotriene synthesis and has anti-
inflammatory activity. European Journal of Pharmacology; 428: 137-143.

Glaros T., Larsen M,, Li L. (2009). Macrophages and fibroblasts during inflammation, tissue damage
and organ injury. Frontiers in Bioscience; 14:3988-93.

Golab ], Jakoébisiak M., Lasek W. (2013). Immunologia. Rozdziat 11: Cytokiny; Rozdziat 13: Uktad
dopetniacza; Rodziat 15: Fagocytoza i mechanizmy cytotoksycznych komdrek Zernych; Wydawnictwo
Naukowe PWN, Warszawa.

Gryglewski R.J., Chtopicki S., Uracz W. Marcinkiewicz E. (2001). Significance of endothelial
prostacyclin and nitric oxide in peripheral and pulmonary circulation. Medical Science Monitor; 7:1-
16.

Guay J., Bateman K., Gordon R., Mancini J., Riendeau D. (2004): Carrageenan-induced paw edema in rat
elicits a predominant prostaglandin E2 (PGE2) response in the central nervous system associated
with the induction of microsomal PGE2 synthase-1.  jJournal of Biological Chemistry;
279 (23): 24866-24872.

Guilhon C.C., Raymundo L.J., Alviano D.S, Blank A.F., Arrigoni-Blank M.F., Matheus M.E., Cavalcanti
S.C., Alviano C.., Fernandes P.D. (2011). Characterisation of the anti-inflammatory and
antinociceptive activities and the mechanism of the action of Lippia gracilis essential oil. Journal of

Ethnopharmacology; 135(2):406-413.

Gupta M.B,, Bhalla T.N,, Gupta G.P., Mitra C.R., Bhangava K.P. (1969). Antiinflammatory activity of
natural products - Triterpenoids. European Journal of Pharmacology;6(1): 67-70.

Guo L.-H,, Schluesener H.J. (2007). The innate immunity of the central nervous system in chronic
pain: The role of Toll-like receptors. Cellular and Molecular Life Sciences; 64:1128-1136.

Hagemann T., Biswas S.K., Lawerence T. Sice A, Lewis C.E. (2009). Regulation of macrophages
function in tumors: the multifaceted role of Nf-kB. Blood; 113:3139-1346.

Hasegawa H., Yang Z., Davanger S., Hay ].C. (2004). Intramolecular protein-protein and protein-lipid
interactions control the conformation and subcellular targeting of neuronal Ykt6. journal of Cell

Science; 117(Pt19):4495-4508.

145


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Guay%20J%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Bateman%20K%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Gordon%20R%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Mancini%20J%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Riendeau%20D%22%5BAuthor%5D
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'J%20Biol%20Chem.');
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15331663
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15331663

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

Hashimoto C., Hudson K.L., Anderson K.V. (1988). The Toll gene of Drosophila, required for dorsal-
ventral embryonic polarity, appears to encode a transmembrane protein. Cell; 52(2):26-279.
Haverman J.W,, Kobold A.C,, Tervaert J.W., van der Berg A.P., Tulleken ].E., Kallenberg C.G., The T.H.
(1999). The central role of monocytes in the pathogenesis of sepsis: consequences for
immunomonitoring and treatment. Netherlands Journal of Medicine; 55:132-141.

Heidari M.R., Mandagary A. Enayati M. (2004). Antinociceptive effects and toxicity of Fumaria
parviflora Lam. in mice and rats. DARU; 12(4):136-140.

Heinzen R.A., Scidmore M.A., Rockey D.D. Hackstadt T. (1996). Differential interaction with
endocytic and exocytic pathways distinguish parasitophorus vacuoles of Coexiella brunette and
Chlamydia trachomatis. Infection and Immunity; 64:796-809.

Hess J.F., Borkowski J.A,, Young G.S., Strader C.D., Ransom R.W. (1992). Cloning and pharmacological
characterization of human bradykinin (BK-2) receptor. Biochemical and Biophysical research
Communications; 184:260-268.

Hoffmann A, Leung T.H., Baltimore D. (2003). Genetic analysis of Nf-kB/Rel transcription factors
defines functional specifities, EMBO Journal; 22,5530-5539.

Hornung V., Rothenfusser S., Britsch S., Kruq A, Jahrsdorfer B., Giese T. Endres S. Hartmann S.
(2002). Quantitive expression of toll-like receptor 1-10 mRNA in cellular subsets of human
peripheral blood mononuclear cells and sensitivity to CpG oligodeoxynucleotides. journal of
Immunology; 168(9):4531-4537.

Ishii S, Nagase T., Schimizu T. (2002). Platelet - activating factor receptor. Prostaglandins and Other
Lipid Mediatiators; 68-69:599-609.

Jack C.S., Arbour N., Manusow ]., Montgrain V., Blain M., McCrea E., Shapiro A., Antel J.P. (2005). TLR
signaling tailors innate immune responses in human microglia and astrocytes. Journal of
Immunology; 175:4320-4330.

Jager S., Trojan H., Kopp T., Laszczyk M.N., Scheffler A. (2009). Pentacyclic triterpene distribution in
various plants - rich sources for a new group of multi - potent plant extracts. Molecules; 14:2016-31.
Janoff A. (1985). Elastase in tissue injury. Annual Review of Medicine; 36:207-216.

Johansson S., Goranssson U., Luijendijk T., Backlund A., Cleason P., Bohlin L. (2002). A neutrophil
multitarget functional bioassay to detect anti - inflammatory natural products. Journal of Natural
Products; 65:32-41.

Jost P.J,, Rulad ]. (2007). Aberrant Nf-kB signaling in lymphoma mechanisms, consequences and
therapeutic implications. Blood; 108,2700-2702.

Juan M.E, Wenzel U., Ruiz-Gutierrez V., Daniel H., Planas ].M. (2006). Olive fruit extracts inhibit
proliferation and induce apoptosis in HT-29 human colon cancer cells. journal of Nutrition;
136:2553-57.

Jung H.J., Nam ].H, Choi ], Lee KT, Park H.J. (2005): 19a-hydroxyursane- type triterpenoids:
Antinociceptive anti-inflammatory principles of the roots of Rosa rugosa. Biological&Pharmaceutical
Bulletin; 28 (1): 101-104.

Jung K, Chin YW, Yoon KD, Chae HS, Kim CY, Yoo H, Kim ] (2013).
Anti - inflammatory properties of a triterpenoidal glycoside from Momordica cochinchinensis in LPS
- stimulated macrophages. Immunopharmacology and Immunotoxicology; 35(1):8-14.
Kapil A, Sharma S. (1994). Anti - complement activity of oleanolic acid: an inhibitor of C3 -
convertase of the classical complement pathway. Journal of Pharmacy and Pharmacology;
46:922-923.

146



84.

85.

86.
87.

88.

89.

90.

91.

92.

93.

94.

95.

96.

97.

98.

99.

100.

101.

102.

Karasawa K. (2006). Clinical aspects of plasma platelet - activating factor - acetylhydrolase.
Biochimica et Biophysica Acta; 1761:1359-72.

Karin M, Ben - Neriah Y. (2000). Phosphorylation meets ubiquitination: the control of NF-«kB
activity, Annual Review of Immunology; 18,621-663.

Karin M,, Lin A. (2002). NF-xB of the crossroads of life and death. Nature Immunology; 3,221-222.
Karpel E. (2001). Mediatory ogolnoustrojowej odpowiedzi zapalnej - znaczenie w praktyce
klinicznej i intensywnej terapii. Anestezjologia Intensywna Terapia; 3/2001:181-190.

Kida H. Akao T. Meselhy M.R, Hattori M. (1998). Metabolism and pharmacokinetics of orally
administred saikosaponin b1l in conventional, germ-free and Eubacterium sp. A-44-infected
gnotobiote rats. Biological&Pharmacetical Bulletin, 21(6):588-93.

Kielian T. (2006). Toll-like receptors in central nervous system glial inflammation and homeostasis.
Journal of Neuroscience Research; 83:711-730.

Kim H.S, Han S.Y., Sung H.Y, Park S.H., Kang M.K, Han S.J., Kang Y.H. (2014). Blocked of visfatin
induction by oleanolic acid via disturbing IL-6-TRAF6_NF-kB signaling of adipocytes. Experimental
Biology and Medicine; 239(3):284-292.

Klaska I, Nowak ].Z. (2007). Rola uktadu dopetniacza w fizjologii i patologii. Postepy higieni i
Medycyny Doswiadczalnej; 61:167-177.

Koch A, Pernow M., Barthuber C., Mersmann ]. Zacharowski K. Grotemeyer D. (2012). Systemic
inflammation after aortic cross clamping is influenced by Toll-like receptor 2 preconditioning and
deficacy. Journal of Surgical Research; 178: 833-841.

Kotlodziejczyk A. (2003). Naturalne zwiazki organiczne. Ksiegarnia PWN; Rozdz. 8. Terpenoidy
(Izoprenoidy): 523-525.

Krajnik M., Zylicz Z. (2003). Mechanizmy dziatania przeciwbélowego opiodéw. Polska Medycyna
Paliatywna; 2:111-118.

Kubo I., Matsumoto A. (1984). Mollusciscides from Olive Olea europea and their efficient isolation by
counter current chromatographies. Journal of Agricultural and Food Chemistry; 32:687-688.

Kuhlicke J., Frick ].S., Morote-Garcia ].C., Rosenberger P., Eltzschig H.K. (2007). Hypoxia inducible
factor (HIF)-1 coordinates induction of Toll-like receptors TLR2 and TLR6 during hypoxia. PLoS One;
2(12):e1364.

Kujawa-Warchala K., Nazaruk K. (2012). Aktywnos$¢ farmakologiczna pentacyklicznych zwigzkéw
triterpenowych. Postepy Fitoterapii; 1:35-47.

Kwok Y.H., Tuke ]., Nicotra L.L.,, Grace P.M., Rolan P.E. (2013). TLR 2 and 4 responsivness from
isolated peripheral blood mononuclear cells from rats and humans as potential chronic pain
biomarkers. PLoS One; 8(10):e77799.

Lan L.S., Ping Y.J, Na W.L, Miao ], Cheng Q.Q., Ni M.Z, Lei L., Fang L.C,, Guang R.C, Jin Z.,, Wei L.
(2010). Down-regulation of Toll-like receptor 4 gene expression by short interfering RNA attenuates
bone cancer pain in a rat model. Molecular Pain; 6:2.

Lawerence T., Fong C. (2009). The resolution of inflammation: anti-inlammatory role of Nf-kB. The
International Journal of Biochemistry&Cell Biology; 42,519-523.

Lee M.H,, Jeong J.H,, Seo J.W,, Shin C.G,, Kim Y.S, In ].G,, Yang D.C, Yi ].S., Choi Y.E. (2004). Enhanced
triterpene and phytosterol biosynthesis in Panax ginseng overexpressing squalene synthase gene.
Plant and Cell Physiology; 45 (8):976-84.

Lee W.L,, Downey G.P. (2001). Leukocyte elastase - physiological functions and role in acute lung
injury. American Journal of Respiratory and Critical Care Medicine; 164:896-904.
147


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Lee%20MH%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Jeong%20JH%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Seo%20JW%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Shin%20CG%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Kim%20YS%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22In%20JG%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Yang%20DC%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Yi%20JS%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Choi%20YE%22%5BAuthor%5D
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Plant%20Cell%20Physiol.');

103.

104.

105.

106.
107.

108.

109.

110.

111.

112.

113.

114.

115.

116.

117.

118.

1109.

120.

Lemaitre B., Nicolas E., Michaut L., Reichhart J., Hoffmann J.A. (1996). The dorsoventral regulatory
gene cassette spatzle/Toll/cactus controls the potent antifungal response in Drosophila adults. Cell;

86:973-983..

Li G, Rhodes ].S,, Girard 1., Gammie S.C., Garland T. (2004). Opioid-mediated pain sensitivity in mice
bred for high voluntary wheel running. Physiology&Behavior; 83:515-524.

Li Q, Verna LM. (2002). Nf-xB regulation in the immune system. Nature Reviews Immunology;
2:725-734.

Li X, Stark G.R. (2002). NF-kB-dependent signaling pathways. Experimental Hematology; 30:285-296.
Liu J. (1995). Pharmacology of oleanolic acid and ursolic acid. journal of Ethnopharmacology;
49: 57-68.

Liu J. (2005). Oleanolic acid and ursolic acid: Research perspectivites. Journal of Ethnopharmacology;
100: 92-94.

Liu T., Berta T, Xu Z-Z, Park C-K,, Zhang L., Lu N,, Liu Q., Liu Y., Gao Y-],, Liu Y-C,, Ma Q., Dong X,, Ji R-
R. (2012a). TLR3 deficiency impairs spinal cord synaptic transmission, central sensitization, and
pruritus in mice. Journal of Clinical Investigation; 122(6):2195-2207.

Liu T., Gao Y-L, Ji R-R. (2012b). Emerging role of Toll-like receptors in the control of pain and itch.
Neuroscience Bulletin; 28(2):131-144.

Loeser ].D., Treede R. (2008). The Kyoto protocol of IASP Basic Pain Terminology. Pain;
137:473-477.

Lukaszewicz M., Mroczko B., Szmitkowski M. (2007). Znaczenie kliniczne interleukiny 6 (IL-6) jako
czynnika rokowniczego w chorobie nowotworowej. Polskie Archiwum Medycyny Wewnetrznej;
117(5-6):247-251.

Maharaj C., Laffey ]J.G. (2004). New strategies to control the inflammatory response in cardiac
surgery. Current Opinion in Anasthesiology; 17:35-48.

Maia J.L., Lima-Janior R.C., Melo C.M., David ].P., David J.M., Campos A.R,, Santos F.A., Rao V.S. (2006):
Oleanolic acid, a pentacyclic triterpene attenuates capsaicin-induced nociception in mice: possible
mechanisms. Pharmacological Research;.54 (4):282-286.

Maillard M., Adwenumi C.0., Hostettmann K. (1992). A triterpene glycoside from the fruits of
Tetrapleura tetraptera. Phytochemistry; 31:1321-23.

Majno G., Joris I. (2004). Cells, tissues and disease: Principles of general pathology. Oxford University
Press, Second edition.

Male D, Bristoff ], Roth D. Roitt I. (2012). Immunology. Section 1: Complement.
8th Edition.

Maldonado R., Valverde 0., Turcaud S., Fournié-Zaluski M.C., Roques B.P. (1998). Antinociceptive
response induced by mixed inhibitors of enkephalin catabolism in peripheral inflammation. Pain;
58:77-83.

Marceau F.A, Luissier D.R,, Griound J.P. (1983). Pharmacology of kinins: the relevance to tisue injury

and inflammation. General Pharmacology; 14:2009-29.

Marinho D.G., Alviano D.S., Matheus M.E., Alviano C.S., Fernandes P.D. (2011). The latex obtained
from Hancornia speciosa Gomes possesses anti-inflammatory activity. Journal of Ethnopharmacology;

135(2):530-537.

148


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Maia%20JL%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Lima-J%C3%BAnior%20RC%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Melo%20CM%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22David%20JP%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22David%20JM%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Campos%20AR%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Santos%20FA%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Rao%20VS%22%5BAuthor%5D
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Pharmacol%20Res.');

121.

122.

123.

124.

125.

126.

127.

128.

129.

130.

131.

132.

133.

134.

135.

136.

137.

Marinho H.S, Real C, Cyrne L., Soares H., Antunes F. (2014). Hydrogen peroxide sensing, signaling
and regulation of transcription factors. Redox Biology; 2:535-562.

Maslinski S. (1998). Molekularne podstawy odczynu zaplanego, Patofizjologia, Wydawnictwo
Lekarskie PZWL, 248-301.

Mathiak G., Szewczyk D., Abdullah F., Ovadia P., Rabinovici R. (1997). Platelet - activating factor
(PAF) in experimental and clinical sepsis. Shock; 7:391-404.

Matthes H.W.,, Maldonado R,, Simonin F., Valverde 0., Slowe S., Kitchen I, Befort K., Dierich A., Le Meur
M., Dollé P, Tzavara E., Hanoune ], Roques B.P., Kieffer B.L. (1996): Loss of morphine-induced
analgesia, reward effect and withdrawal symptoms in mice lacking the mu-opioid-receptor gene.
Nature; 383 (6603): 819-823.

McGaraughty S., Honore P., Wismer C.T., Mikusa ], Zhu C.Z., McDonald H.A., Bianchi B., Faltynek C.R,,
Jarvis M.F. (2005). Endogenous opioid mechanisms partially mediate P2X3/P2X2/3-related
antinociception in rat models of inflammatory and chemogenic pain but not neuropathic pain. British

Journal of Pharmacology; 146(2):180-188.

McGeer E.G., Klegeris A, McGeer P.L. (2005). Inflammation, the complement system and the diseases
of aging. Neurobiology of Aging; 26(suppl.1):94-97.

McGuire W., Spraag R.G., Cohen A.B., Cochrage C.G. (1982). Studies on the pathogenesis of adult
respiratory distress syndrome. Journal of Clinical Investigation; 69:543-553.

McMahon S.B., Cafferty W.B., Marchand F. (2005). Immune and glial cell factors as pain mediators
and modulators. Experimental Neurology; 192:444-462.

McPhail L.C, Strum S.L, Leone P.A. (1992). The neutrophil respiratory burst mechanism.
Immunology Series; 57:46-76.

Medzhitov R., Preston-Hulrburt P., Janeway C.A. (1997). A human homologue of the Drosophila Toll
protein signals activation of adaptive immunity. Nature; 388(6640):394-397.

Mena N.B., Mathur R, Nayar U. (1996). Influence of low and high doses of naloxone on tonic pain and

motor activity in rats. Indian Journal of Physiology and Pharmacology; 40(4):289-96.

Meng L., Zhu W, Jiang S., He X, Hou W., Zhang F., Holmdahl R,, Lu S. (2010). Toll-like receptor 3
upregulation in macrophages participates in the initiation and maintenance of pristane-induced
arthritis in rats. Arthritis Research&Therapy; 12(3):R103.

Mikotajczak P.L., Kedzia B., Ozarowski M., Kujawski R, Bogacz A,
Bartkowiak-Wieczorek J., Bialas W., Gryszczynska A., Buchwald W., Szulc M., Wasiak N., Gdrska-
Paukszta M., Baraniak ]., Czerny B., Seremak-Mrozikiewicz A. (2015). Evaluation of anti-inflammatory
and analgesic activities of extracts from herb of Chelidonium majus L.”, Central European Journal of
Immunology; DOI:10.5114 /ceji.2015.54607.

Milliken G.A. Johnson D.E. (1984). Analysis of Messy Data Volume I: Designed Experiments,
Belmont, CA: Lifetime Learning Publications.

Mitchell R.N.,, Cotran R.S. (2005): Zapalenie ostre i przewlekte. W: Robbins Patologia; Pod red.
Olszewskiego W. T.: 35-65.

Mitchell R.N,, Cotran R.S. (1997). Repair cell regeneration, fibrosis and wound healing. W: Mitchell
R.N,, Cotran R.S., Robbins S.L. Basic Pathology. Philadelphia; W.B.Saunders Company: 47-59.

Mohr W., Wessinghage D. (1978). The relationship between polymorphonuclear granulocytes and

cartilage destruction in rheumatoid arthritis. The Journals of Rheumatology; 37:81-86.

149


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Matthes%20HW%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Maldonado%20R%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Simonin%20F%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Valverde%20O%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Slowe%20S%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Kitchen%20I%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Befort%20K%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Dierich%20A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Le%20Meur%20M%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Le%20Meur%20M%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Doll%C3%A9%20P%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Tzavara%20E%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Hanoune%20J%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Roques%20BP%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Kieffer%20BL%22%5BAuthor%5D
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Nature.');

138.

139.

140.

141.

142.

143.

144.

145.

146.

147.

148.

149.

150.

151.

152.

Nichols D.P., Ziady A.G., Shank S.L., Eastman ].F.,, Davis P.B. (2009). The triterpenoid CDDO limits
inflammation in preclinical models of cystic fibrosis lung disease. American journal of Physiology.
Lung Cellular and Molecular Physiology; 297(5):L828-L836.

Nicotra L. Loram L.C.,, Watkins L.R., Hutchinson M.R. (2012). Toll-like receptors in chronic pain.
Experimental Neurology; 234(2):316-329.

Niederberger E. Geisslinger G. (2010). Analysis of Nf-kB signaling pathways by proteomic
approaches. Expert Review of Proteomics; 7(2),189-203,

Nihiem N.X, Lim HY., Kiem P.V, Minh CV, Thu V.K, Tai B.H, Quang T.H., Song S.B,
Kim Y.H. (2011). Oleanane - type triterpene saponins from the bark of Aralia elata and their NF-xB
inhibition and PPAR activation signal pathway. Bioorganic Medicine and Chemistry Letters;
21(20):6143-47.

Nowak J.Z. (2005). Druzy, ztogi podstawowe, proces zapalny i zwyrodnienie plamki zwigzane z
wiekiem (AMD). Magazyn Okulistyczny; 2:174-186.

Nowak J.Z. (2006). Age - related macular degeneration (AMD): pathogenesis and therapy.
Pharmacological Reports; 58:353-363.

Nowak ].Z, Waszczyk M. (2006). Rola zapalenia i uktadu dopeiniacza w etiopatogenezie
zwyrodnienia plamki zwigzanego z wiekiem. Magazyn Okulistyczny; 3:142-151.

Olson J.K, Miller S.D. (2004). Microglia initiate central nervous system innate and adaptive immune
responses through multiple TLRs. Journal of Immunology; 173:3916-3924.

O'Neill L.A,, Greene C. (1998): Signal transduction pathways activated by the IL-1 receptor family:
ancient signaling machinery in mammals, insects, and plants. journal of Leukocyte Biology;
63 (6): 650-657

O’Neill L.A. (2006). Targeting signal transduction as a strategy to treat inflammatory diseases.
Nature reviews Drug Discovery; 5:549-563.

Ovsemi Z., Kozics K., Slamenova D. (2006). Protective effect of ursolic acid and oleanolic acid in
leukemic cells. Mutation Research; 600: 131-137.

Ozarowski M., Mikotajczak P.L., Bogacz A., Gryszczynska A., Kujawska M., Jodynis-Liebert ]., Piasecka
A., Napieczynska H., Szulc M., Kujawski R. Bartkowiak-Wieczorek ], Cichocka ]., Bobkiewicz-
Koztowska T., Czerny B., Mrozikiewicz P.M. (2013). Rosmarinus officinalis L. leaf extract improves
memory impairment and affects acetylcholinesterase and butyrylcholinesterase activities in rat
brain. Fitoterapia; 91, 261-271.

Ozarowski M., Thiem B., Mikotajczak P.L., Piasecka A., Kachlicki P., Szulc M., Kaminska E., Bogacz A,
Kujawski R., Bartkowiak-Wieczorek ]., Kujawska M., Jodynis-Liebert ]J., Budzianowski ]., Kedziora 1.,
Seremak-Mrozikiewicz A., Czerny B., Bobkiewicz-Koztowska T. (2015). Improvement in long-term
memory following chronic administration of Eryngium planum root extract in scopolamine model -
behavioral and molecular study. Evidence-Based Complementary and Alternative Medicine; Article ID
145140, 1-13.
0Ozinsky A., Underhill D.M., Fontenot ].D., Hajjar A.M., Smith K.D., Wilson C.B., Schroeder L., Aderem A.
(2000). The repertoire for patterns recognition of pathogens by the innate immune system is
definied by corporation between Toll-like receptors. Proceedings of the National Academy of Sciences
of the United States of America; 97:13766-71.

Paszel A. (2008). Syntetyczne pochodne kwasu oleanolowego jako aktywatory apoptozy oraz
modulatory opornosci wielolekowej komorek biataczkowych in vitro. Rozprawa doktorska;

Uniwersytet Medyczny im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu.

150


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22O'Neill%20LA%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Greene%20C%22%5BAuthor%5D
javascript:submit481_1()
javascript:submit481_1()

153.

154.

155.

156.

157.

158.

159.

160.

161.

162.

163.

164.

165.

166.

167.

168.

169.

170.

171.

Papalois A,, Gioxari A., Kaliora A.C., Lymperopoulou A., Agrogiannis G., Papada E., Andrikopoulos N.K.
(2012). Chios mastic fraction in experimental colitis: implication of the nuclear factor kB pathway in
cultured HT29 cells. Journal of Medicine Food; 15(11):974-983.

Pasare C., Medzhitow R. (2005). Toll-like receptors: linking innate and adaptive immunity. Advances
in Experimental Medicine and Biology; 560:11-18.

Peng Y., Zhang L. (2014). Activation of the TLR1/2 pathway induces the shaping of immune response
status of peripheral blood leukocytes. Experimental and Therapeutic Medicine; 7:1708-1712.

Pham C.T. (2008). Neutrophil serine proteases fine-tune the inflammatory response. The
International Journal of Biochemistry&Cell Biology; 40:1317-33.

Piazza P.V., Deminiere ].M.,, Le Moal M., Simon H. (1989). Factors that predict individual vulnerability
to amphetamine self-administration. Science; 245:1511-1513.

Prescott S.M.,, Zimmerman G.A., Stafforini D.M., McIntyre T.M. (2000). Platelet - activating factor and
related lipid mediators. Annual Review of Biochemistry; 69:419-445.

Prohaska J.R. (2008). Role of cooper transporters in cooper homeostasis. The American jJournal of
Clinical Nutrition; 88:826S-829S.

Qi J., Buzas K, Fan H, Cohen ]I, Wang K, Mont E, Klinman D. Oppenheim ]],
Zack Howard O.M. (2011). Painful pathways induced by TLR stimulation of dorsal root ganglion
neurons. Journal of Immunology; 186:6417-6426.

Qian N.S, Liao Y-H., Feng Q-X. Tang Y., Dou K-F., Tao K-S. (2011). Spinal toll like receptor 3 is
involved in chronic pancreatitis-induced mechanical allodynia of rat. Molecular Pain; 7:15.
Raghavendera V., Tanga F.Y., DeLeo J.A. (2004). Complete Freund’s adjuvant-induced peripheral
inflammation evokes glial activation and proinflammatory cytokine expression in the CNS. European
Journal of Neuroscience; 20:467-473.

Rather L.J. (1971). Disturbance of function (functio laesa): the legendary fifth cardinal sign of
inflammation, added by Galen to the four cardinal signs of Celsus. Bulletin of the New York Academy of
Medicine; 47(3): 303-322.

Raymundo L.J., Guilhon C.C,, Alviano D.S., Matheus M.E., Antoniolli A.R., Cavalcanti S.C., Alves P.B,,
Alviano C.S., Fernandes P.D. (2011). Characterisation of the anti-inflammatory and antinociceptive
activities of the Hyptis pectinata (L.) Poit essential oil. Journal of Ethnopharmacology;
134(3):725-732.

Recio M.C,, Ginger R.M., Manez S., Rios ].L. (1995). Structural requirements for the antiinflammatory
activity of natural triterpenoids. Planta Medica; 15: 182-185.

Reilly C.A, Sorlie M., Aust S.D. (1998). Evidence for a protein - protein complex during iron loading
into ferritin by ceruloplasmin. Archives of Biochemistry and Biophysics; 354:165-171.

Rivest S. (2003). Molecular insights on the cerebral innate immune system.
Brain, Behaviour and Immunity; 17(1):13-19.

Robak T. (1991). Wtasciwosci biologiczne kachektyny (TFN) I jej potencjalna rola w terapii. Postepy
Higieny i Medycyny Doswiadczalnej; 45:281-297.

Robak T. (1995). Biologia i farmakologia cytokin. Wydawnictwo Naukowe PZWN, Warszawa;
122-133.

Roberts R.A,, Gullick W.J. (1989). Bradykinin receptor numer and sensitivity to ligand stimulation of
mitogenesis is increased by expression of a mutant ras oncogene. Journal of Cell Science; 94:527-535.
Rojkjaer R, Schmaier A.H. (1999). Activation of the plasma kallikrein/kinin system on endothelial
cells. Proceedings of the Association of American Physicians; 111:220-227.

151



172.

173.

174.

175.

176.

177.

178.

179.

180.

181.

182.

183.

184.

185.

186.

187.

188.

189.

Rueff A, Patel LA, Urban L, Dray A. (1994). Regulation of bradykinin sensitivity in peripheral
sensory fibres of the neonatal rat by nitric oxide and cyclic GMP. Neuropharmacology; 33:1139-45.
Ruszkowski D., Szakiel A. Janiszowska W. (2006). Biosynthesis of oleanolic acid glycosides in
protoplasts isolated from Calendula officinalis L. roots. Acta physiologiae Plantarum; 54(4):733-740.
Ryan KM, Ernst MK, Rice N.R, Vousden KH. (2000). Role of NF-[kappa]B in
p53-mediated programmed cell death. Nature; 404:892-897.

Safayhi H., Sailer E.R. (1997): Anti-inflammatory actions of pentacyclic triterpenes. Planta Medica;
63:487-493.

Sakai K, Fukuda Y., Matsunaga S, Tanaka R, Yamori T. (2004). New cytotoxic oleano-type
triterpenoids from the canes of Liquidamber styraciflua. Journal of Natural Products; 67: 1088-1093,.
Sammons M.J.,, Raval P., Davey P.T., Rogers D., Parsons A.A. (2000). Carrageenan-induced thermal
hyperalgesia in the mouse: role of nerve growth factor and the mitogen-activated protein kinase
pathway. Brain Research; 876: 48-54.

Santoro M.G., Rossi A, Amici C. (2003). Nf-xB and virus infection: who controls whom. EMBO
Journal; 22,2552-2560.

Santos-Rosa C. Garcia-Gimenez M.D., Saenz-Rodriguez M.T., De La Puerta-Veraquez R. (2007).
Antihistaminic and antieicosanoid effects of oleanolic acid and ursolic acid fraction from Helichrysum
picardii. Pharmazie; 62(6): 459-462.

Sauer R.S, Hackel D., Morschel L., Sahlbach H.,, Wang Y., Mousa S.A., Roewer N., Brack A, Rittner H.L.
(2014). Toll like receptor (TLR)-4 as a regular of peripheral endogenous opioid-mediated analgesia
in inflammation. Molecular Pain; 10:10.

Scheller ], Chalaris A, Schmidt-Arras D, Rose-John S. (2011). The pro- and anti-inflammatory
properties of the cytokine interleukin-6. Biochimica et Biophysica Acta. 1813(5):878-888.

Schifere A.S. (2010). Protein - protein interactions involving IKKgamma (NEMO) that promote the
activation of Nf-xB. Journal of Clinical Physiology; 223:558-561.

Schimizu T. (2009). Lipid mediators in health and disease: enzymes and receptors as therapeutic
targets for the regulation of immunity and inflammation. Annual Review of Pharmacology and
Toxicology; 49:123-150.

Schishodia S, Sethi G, Konopleva M., Andreeff M., Aggarwal B.B. (2006).
A synthetic triterpenoid. CDDO-Me, inhibits IkappaBalpha kinase and enhances apoptosis induced by
TNF and chemotherapeutic agents through down - regulation of expression of nuclear factor kappaB
- regulated gene products in human leukemic cells. Clinical Cancer Research; 12(6):1828-38.
Schmaier A.H. (2008). Assembly, activation and physiologic influence of the plasma kallikrein/kinin
system. International Inmunopharmacology; 8:161-165.

Schmelz M, Schmidt R, Ringkamp M. Handwerker H.O. Torebjork H.E. (1994). Sensitization of
intensive branches of C nociceptors in human skin. Journal of Physiology; 480:389-394.
Schulze-Topphoff U, Prat A, Bader M,, Zipp F,, Aktas 0. (2008). Roles of the kallikrein/kinin system
in the adaptive immune system. International Immunopharmacology; 8:155-160.

Schuster H.P., Schuster F.P., Ritschel P., Wilts S., Bodmann K.F. (1997). The ability of the simplified
acute physiology score (SAPS II) to predict outcome in coronary care patients. Intensive Care
Medicine; 23(10):1056-61.

Sen R, Baltimore D. (1986). Multiple nuclear factors interact with the immunoglobulin enhancer

sequences. Cell; 46: 705-716.

152



190.

191.

192.

193.

194.

195.

196.

197.

198.

199.

200.

201.

202.

203.

204.

205.

206.

Soldi C., Pizzolatti M.G., Luiz A.P., Marcon R., Meotti F.C., Mioto L.A, Santos A.R.S. (2008). Synthetic
derivatives of the a- and b-amyrin triterpenes and their antinoceptive properties.
Bioorganic&Medicinal Chemistry; 16:3377-86.

Sharp B.M. (2006). Multiple opioid receptors on immune cells modulate intracellular signaling.
Brain, Behaviour and Immunity; 20:9-14.

Simonsen J.,, Owen L.N,, sir Barton D., Ross W.CJ. (1957). The triterpenes and their derivates.

University Press, California University.

Siekierkowska A. Okulicz-Kozaryn I, Kaminska E. Szulc M. Mikotajczak P. (2007): Effect of
molsidomine on peripheral antinociceptive activity of morphine. 7th International Congress of Young

Medical Scientists. Poznan, Poland, May 20-22, 2007. Abstract book. Poznan, s. 198.

Sochocka M., Btach-Olszewska Z. (2005). Mechanizmy wrodzonej odpornos$ci. Postepy Higieny i
Medycyny Doswiadczalnej; 59:250-258.

Sporn M.B, Liby K.T., Yore MM, Fu L., Lopchuk ].M, Gribble G.W. (2011). New synthetic
triterpenoids: potent agents for prevention and treatment of tissue injury caused by infammatory
and oxidative stress. Journal of Natural Products; 74(3):537-45.

Stanley P.L. Steiner S., Havens M. Tramposch K.M. (1991). Mouse skin inflammation induced by
multiple topical aplication of 12-o-tetradecanoyphorbol-13-acetate. Skin Pharmacology; 4: 262-271.
Su Y, Zhang Z. Trautmann K, Xu S., Schluesener H.J. (2005). TLR and NOD2 ligands induce cell
proliferation in the rat intact spinal cord. journal of Neuropathology & Experimental Neurology;
64:991-997.

Suh SJ. Jin UH, Kim KW, Son ]JK, Lee SH., Son KH, Chang HW., Lee Y.C,
Kim CH. (2007). Triterpenoid saponin, oleanolic acid 3-0-b-D-glucopyranosyl
(1-3)-a-L-rhamnopyranosyl(1-2)-a-L-arabinopyranoside (OA) from Aralia elata inhibits LPS-induced
nitric oxide production by down-regulated NF-kB in raw 264.7 cells. Archives of
Biochemistry&Biophysics; 467: 227-233.

Szakiel A, Janiszowska W. (2002). The mechanism of oleanolic acid monoglycosides transport into
vacuoles isolated from Calendula officinalis leaf protoplasts. Plant Physiology and Biochemistry;
40:203-209.

Szakiel A, Grzelak A, Dudek P., Janiszowska W. (2003). Biosynthesis of oleanolic acid and its
glycosides in Calendula officinalis suspension culture. Plant Physiology and Biochemistry; 41:271-275.
Szakiel A. Ruszkowski D. Janiszowska W. (2005). Saponins in Calendula officinalis
L. - structure, biosynthesis, transport and biological activity. Phytochemistry Reviews; 4:151-158.
Takeda K., Akira S. (2004). TLR signaling pathways. Seminars in Inmunology; 16:3-9.

Takeda K., Akira S. (2005). Toll-like receptors in innate immunity. International Immunology;
17:1-14.

Takeda K., Nakane T. Masuda K, Ishii H. (2010). Ursolic acid and oleanolic acid, members of
pentacyclic triterpenoid acids, supress TNF-a-induced E - selectin expression by cultured umbilical
vein endothelial cells. Phytomedicine; 17(14):1114-19.

Tramullas M, Finger B.C., Moloney R.D,, Golubeva A.V., Moloney G., Dinan T.G., Cryan J.F. (2014).
Toll-like receptor 4 regulates chronic stress-induced visceral pain in mice. Biological Psychiatry;
76(4):340-348.

Travis J.,, Salvesen G.S. (1983). Human plasma proteinase inhibitors. Annual Review of Biochemistry;

52:655-709.
153


http://150.254.181.150/scripts/expertus.exe?KAT=c%3A%5Cbib_am%5Cpar%5C&FST=data.fst&FDT=data.fdt&ekran=ISO&lnkmask=2&cond=AND&mask=2&F_00=02&V_00=Siekierkowska+Agnieszka
http://150.254.181.150/scripts/expertus.exe?KAT=c%3A%5Cbib_am%5Cpar%5C&FST=data.fst&FDT=data.fdt&ekran=ISO&lnkmask=2&cond=AND&mask=2&F_00=02&V_00=Okulicz-Kozaryn+Irena
http://150.254.181.150/scripts/expertus.exe?KAT=c%3A%5Cbib_am%5Cpar%5C&FST=data.fst&FDT=data.fdt&ekran=ISO&lnkmask=2&cond=AND&mask=2&F_00=02&V_00=Kami%F1ska+Ewa
http://150.254.181.150/scripts/expertus.exe?KAT=c%3A%5Cbib_am%5Cpar%5C&FST=data.fst&FDT=data.fdt&ekran=ISO&lnkmask=2&cond=AND&mask=2&F_00=02&V_00=Szulc+Micha%B3
http://150.254.181.150/scripts/expertus.exe?KAT=c%3A%5Cbib_am%5Cpar%5C&FST=data.fst&FDT=data.fdt&ekran=ISO&lnkmask=2&cond=AND&mask=2&F_00=02&V_00=Miko%B3ajczak+Przemys%B3aw
http://150.254.181.150/scripts/expertus.exe?KAT=c%3A%5Cbib_am%5Cpar%5C&FST=data.fst&FDT=data.fdt&ekran=ISO&lnkmask=2&cond=AND&mask=2&F_00=06&V_00=7th+International+Congress+of+Young+Medical+Scientists.+Pozna%F1%2C+Poland%2C+May+20
http://150.254.181.150/scripts/expertus.exe?KAT=c%3A%5Cbib_am%5Cpar%5C&FST=data.fst&FDT=data.fdt&ekran=ISO&lnkmask=2&cond=AND&mask=2&F_00=06&V_00=7th+International+Congress+of+Young+Medical+Scientists.+Pozna%F1%2C+Poland%2C+May+20

207.

208.

209.

210.

211.

212.

213.

214.

215.

216.

217.

218.

219.

220.

221.

222.

223.

Tsai Y-Ch., Won S-],, Lin M-T. (2000). Effects of morphine on immune response in rats with sciatic
constriction injury. Pain; 88: 155-160.

Tsan M.F.,, Gao B. (2004). Endogenous ligands of Toll-like receptors. Journal of Leukocyte Biology;
76:514-519.

Vasconcelos M.A.L,, Royo V., Ferreira D.S., Miller-Crotti A.E., Andrade e Silva M.L.,, Carvalho ].C.T,,
Bastos J.K,, Cuhna W.R. (2006). In vivo analgesic and anti-inflammatory activities of ursolic acid and
oleanolic acid from Miconia albicans (Melastomatacaea). Zeitschrift fur naturforschung; 61c:477-482.
Vinegar R, Schreiber W., Hugo R. (1969). Biphasic development of carrageenan oedema in rats.
Journal of Pharmacology and Expiremental Therapeutics; 166:96-103.

Watkins L.R, Maier S.F. (2005). Immune regulation of central nervous system functions: from
sickness responses to chronic pain. Journal of Internal Medicine; 257:139-155.

Weitz ]I, Huang AJ, Landman S.L, Nicholson S.C, Silverstone S.C. (1987).
Elastase - mediated fibrynogenolysis by chemoattractant - stimulated neutrophils occurs in the
presence of physiologic concentration of antiproteinases. journal of Experimental Medicine;
166(6):1836-50.

White C.,, Kambe T., Fulcher Y.G., Sachdev S.W., Bush A.L, Fritsche K., Lee J., Quinn T.P., Petris M.].
(2009). Cooper transport into the secretory pathway is regulated by oxygen in macrophages. Journal
of Cell Science; 122:1315-21.

Winsauer G., de Martin R. (2007). Resolution of inflammation: intracellular feedback loops in the
endothelium. Thrombosis and Haemostasis; 97:364-369.

Winter C.A, Risley E.A,, Nuss G.W. (1962). Carrageenan-induced edema in hind paw of the rat as an
assay for anti-inflammatory drugs. Proceeding of Society of Experimental Biology and Medicine;
111: 544-547.

Wrodliczek J., Dobrogowski J. (2007). Leczenie bolu. Rozdziat 1: Mechanizm powstawania bélu;
Wydawnictwo Lekarskie PZWL.

Wrzeciono U, Zaprutko L. (2001). Chemia zwigzkdéw naturalnych; Rozdzial 4 - Terpenoidy;
UM Poznan, (Wydanie 1);

Wu C.R, Hseu Y.C, Lien ].C, Lin LW, Lin Y.T.,, Ching H. (2011). Triterpenoid contents and anti-
infalammatory properties of the methanol extracts of ligustrum species leaves. Molecules; 16(1):1-15.
Wust S.K, Blumenthal M.N,, Corazalla E.O., Benson B.A, Dalmasso A.P. (2006). Complement in
asthma: sensitivity to activation and generation of C3a and C5a via the different complement
pathways. Translational Research; 148:157-163.

Yamamoto Y. Ganyor R.B. (2001). Therapetic potential of inhibition of the Nf-kB pathway in the
treatment of inflammation and cancer, Journal of Clinical Investigation; 107(2), 135-142.

Yasukawa K, Akihisa T. Kanno H., Kaminaga T., Izumida M. (1996). Inhibitory effects of sterols
isolated from Chlorella vulgaris on 12-o-tetradecanoyphorbol-13-acetate-induced inflammation and
tumor promotion in mouse skin. Biological&Pharmaceutical Bulletin; 19: 573-576.

Ying Q.L.,, Rinehart A.R,, Simon S.R., Cheronis J.C. (1991). Inhibition of human leucocyte elastase by
ursolic acid. Biochemistry Journal; 277:521-526..

You Z, Luo C, Zhang W., Chen Y., He ], Zhao Q., Zuo R, Wu Y. (2011). Pro- and anti-inflammatory
cytokines expression in rat's brain and spleen exposed to chronic mild stress: Involvement in

depression. Behavavioural Brain Research; 225(1):135-141.

154



224.

225.

226.

227.

228.

229.

230.

Yost C.C.,, Weyrich A.S., Zimmerman G.A. (2011). The platelet activatinf factor (PAF) signaling cascade
in systemic inflammatory responses. Biochimie; 92(6):692-697.

Zablocka A. (2001). Wspoétzalezno$¢ uktadu immunologicznego i nerwowego. Postepy Higieny i
Medycyny Doswiadczalnej; 55:3-15.

Zha LY, Mao LM, Lu XC, Deng H, Ye JF, Chu XW, Sun SX, Luo HJ. (2011).
Anti-inflammatory effect of soyasaponins through suppressing nitric oxide production in LPS-
stimulated RAW 267.4 cells by attenuation of Nf-kappaB-mediated nitric oxide synthase expression.
Bioorganic&Medicinal Chemistry Letters; 21(8):2415-8.

Zhang Z., Trautmann K., Schluesener H.J. (2005). Microglia activation in rat spinal cord by systemic
injection of TLR3 and TLR7/8 agonists. Journal of Neuroimmunology; 164:154-160.

Zipfel P.F., Heinen S, Jozsi M., Skerka C. (2006). Complement and diseases: defective alternative
pathway control results in kidney and eye diseases. Molecular Inmunology; 43:97-106.

Zelawski W., Witalinska-tabuzek J., Stadnicki A. (2005). Rola uktadu kalikreina - kininy w chorobach
przewodu pokarmowego. Wiadomosci Lekarskie; LVIII:331-334.

Zylicz Z., Krajnik M. (2003). Jak powstaje b6l? Neurofizjologia bélu dla poczatkujacych. Polska
Medycyna Paliatywna; 2:49-55.

155



Wykaz Rycini TaBEL

10. Wykaz rycin i tabel
ZBIOR RYCIN WYKORZYSTANYCH W PRACY
Lp. Opis
1. Proces powstawania ogniska zapalnego
2. Klasyczny szlak nocycepcji
3. Chemiczne mediatory bdlu i zapalenia
4., Klasyczny szlak aktywacji czynnika NF-xB
5. Budowa oraz ogo6lny schemat szlaku przekazywania sygnatu przez receptory Toll-like
6 Rézne szlaki aktywacji receptoréw Toll-podobnych: TLR2, TLR4 oraz TLR3 w komérkach
b mikrogleju rdzenia kregowego w przebiegu powstawania bélu przewleklego
7. Biosynteza kwasu oleanolowego
Budowa kwasu oleanolowego i strategiczne miejsca wplywajace na aktywnos¢
8. przeciwbélowa oraz przeciwzapalna: grupa hydroksylowa przy weglu Cs oraz grupa
karboksylowa przy Ci17
9, Struktura chemiczna 3-0-f-D-glukuronidu kwasu oleanolowego
10. Ester metylowy kwasu 3-(2-acetoksy-1-benzoil)oksyiminoolean-12-en-28-owego (BB XII/59)
11. Morfolid kwasu 3-(2-acetoksy-1-benzoil)oksyiminoolean-12-en-28-owego (BB XII/72)
12. Kwas 3-(2-acetoksy-1-benzoil)oksyiminoolean-12-en-28-owy (BB XII/73)
13 Wplyw substancji BB XII/59 na aktywnos$¢ lokomotoryczna horyzontalng (A) oraz
) wertykalna (B) u myszy badana w ciggu 5 minut po 30 minutach od jednorazowego podaniu
Wplyw substancji BB XII/72 na aktywno$¢ lokomotoryczna horyzontalng (A) oraz
. wertykalna u myszy badana w ciagu 5 minut po 30 minutach od jednorazowego podaniu
14 kalna (B) bad i 5 mi 30 mi h od jed dani
p.o.
Wplyw substancji BB XII/73 na aktywno$¢ lokomotoryczna horyzontalng (A) oraz
. wertykalna u myszy badana w ciagu 5 minut po 30 minutach od jednorazowego podaniu
15 kalna (B) bad i 5 mi 30 mi h od jed dani
p.o.
Wplyw jednorazowego podania BB XII/59 na reakcje bolowa u myszy w tescie , hot plate”:
16. wykres przedstawiajacy wynik interakcji efektu grupy i czasu (A) oraz zaleznos¢
zastosowanej dawki do wartosci pola pod krzywa (B).
17. Wplyw jednorazowego podania BB XII/72 na reakcje bolowa u myszy w tescie , hot plate”:

wykres przedstawiajacy wynik interakcji efektu grupy i czasu (A) oraz zaleznos¢
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zastosowanej dawki do warto$ci pola pod krzywa (B).

18.

Wplyw jednorazowego podania BB XII/73 na reakcje bolowa u myszy w tescie ,hot plate”:
wykres przedstawiajacy wynik interakcji efektu grupy i czasu (A) oraz zaleznos¢
zastosowanej dawki do warto$ci pola pod krzywa (B).

19.

Wplyw jednorazowego podania ASA w dawkach komplementarnych do stosowanych dawek
BB XII/59 na reakcje bolowa u myszy w tescie ,hot plate”’: wykres przedstawiajacy wynik
interakcji efektu grupy i czasu (A) oraz zaleznosc¢ zastosowanej dawki do wartosci pola pod

krzywa (B).

20.

Wplyw jednorazowego podania ASA w dawkach komplementarnych do stosowanych dawek
BB XII/72 na reakcje bolowa u myszy w tescie ,hot plate”’: wykres przedstawiajacy wynik
interakcji efektu grupy i czasu (A) oraz zaleznosc¢ zastosowanej dawki do wartosci pola pod

krzywa (B).

21.

Wplyw jednorazowego podania ASA w dawkach komplementarnych do stosowanych dawek
BB XII/73 na reakcje bolowa u myszy w tescie ,hot plate”’: wykres przedstawiajacy wynik
interakcji efektu grupy i czasu (A) oraz zaleznosc¢ zastosowanej dawki do wartosci pola pod

krzywa (B).

22,

Wplyw jednorazowego, tacznego podania BB XII/59 z ASA na reakcje bélowa u myszy w
tescie ,hot plate”: wyKkres przedstawiajacy wynik interakcji efektu grupy i czasu (A) oraz
zaleznos$¢ zastosowanej dawki do wartosci pola pod krzywa (B).

23.

Wplyw jednorazowego, tacznego podania BB XII/72 z ASA na reakcje bélowa u myszy w
tescie ,hot plate”: wyKkres przedstawiajacy wynik interakcji efektu grupy i czasu (A) oraz
zaleznos$¢ zastosowanej dawki do wartosci pola pod krzywa (B).

24.

Wplyw jednorazowego, tacznego podania BB XII/73 z ASA na reakcje bélowa u myszy w
tescie ,hot plate”: wykres przedstawiajacy wynik interakcji efektu grupy i czasu (A) oraz
zaleznos$¢ zastosowanej dawki do wartosci pola pod krzywa (B).

25.

Wplyw jednorazowego, tacznego podania BB XII/59 z MF na reakcje bolowa u myszy w teScie
»hot plate”: wykres przedstawiajacy wynik interakcji efektu grupy i czasu (A) oraz zaleznos¢
zastosowanej dawki do warto$ci pola pod krzywa (B).

26.

Wptlyw jednorazowego, 1acznego podania BB XII/72 z MF na reakcje b6lowa u myszy w tescie
»hot plate”: wykres przedstawiajacy wynik interakcji efektu grupy i czasu (A) oraz zalezno$¢
zastosowanej dawki do warto$ci pola pod krzywa (B).

27.

Wplyw jednorazowego, 1acznego podania BB XII/73 z MF na reakcje b6lowa u myszy w tescie
»hot plate”: wykres przedstawiajacy wynik interakcji efektu grupy i czasu (A) oraz zalezno$¢
zastosowanej dawki do warto$ci pola pod krzywa (B).

28.

Wplyw jednorazowego, 1acznego podania BB XII/59 z NL na reakcje bélowa u myszy w tescie
»hot plate”: wyKkres przedstawiajacy wynik interakcji efektu grupy i czasu (A) oraz zaleznos¢
zastosowanej dawki do warto$ci pola pod krzywa (B).

29,

Wplyw jednorazowego, 1acznego podania BB XII/72 z NL na reakcje bélowa u myszy w tescie
»hot plate”: wyKkres przedstawiajacy wynik interakcji efektu grupy i czasu (A) oraz zaleznos¢
zastosowanej dawki do warto$ci pola pod krzywa (B).

30.

Wplyw jednorazowego, 1acznego podania BB XII/73 z NL na reakcje bélowa u myszy w tescie
»hot plate”’: wyKkres przedstawiajacy wynik interakcji efektu grupy i czasu (A) oraz zaleznos¢
zastosowanej dawki do warto$ci pola pod krzywa (B).

31.

Wplyw jednorazowego podania BB XII/59 na reakcje zapalng u szczuréw po podaniu
karageniny (s.c.) badana przy pomocy pletyzmometru: wykres przedstawiajacy wynik
interakcji efektu grupy i czasu (A) oraz zaleznos¢ zastosowanej dawki do wartosci pola pod

krzywa (B).
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32.

Wplyw jednorazowego podania BB XII/72 na reakcje zapalng u szczuréw po podaniu
karageniny (s.c.) badana przy pomocy pletyzmometru: wykres przedstawiajacy wynik
interakcji efektu grupy i czasu (A) oraz zaleznosc¢ zastosowanej dawki do wartosci pola pod

krzywa (B).

33.

Wplyw jednorazowego podania BB XII/73 na reakcje zapalng u szczuréw po podaniu
karageniny (s.c.) badana przy pomocy pletyzmometru: wykres przedstawiajacy wynik
interakcji efektu grupy i czasu (A) oraz zaleznos¢ zastosowanej dawki do wartosci pola pod

krzywa (B).

34.

Wplyw jednorazowego podania ASA w dawkach komplementarnych do stosowanych dawek
BB XII/59 na reakcje zapalng u szczuréw po podaniu karageniny (s.c.) badane za pomoca
pletyzmometru”: wykres przedstawiajacy wynik interakcji efektu grupy i czasu (A) oraz
zaleznos¢ zastosowanej dawki do wartosci pola pod krzywa (B).

35.

Wplyw jednorazowego podania ASA w dawkach komplementarnych do stosowanych dawek
BB XII/72 na reakcje zapalng u szczuréw po podaniu karageniny (s.c.) badane za pomoca
pletyzmometru”: wykres przedstawiajacy wynik interakcji efektu grupy i czasu (A) oraz
zaleznos$¢ zastosowanej dawki do wartosci pola pod krzywa (B).

36.

Wplyw jednorazowego podania ASA w dawkach komplementarnych do stosowanych dawek
BB XII/73 na reakcje zapalna u szczuréw po podaniu karageniny (s.c.) badane za pomoca
pletyzmometru”: wykres przedstawiajacy wynik interakcji efektu grupy i czasu (A) oraz
zaleznos$¢ zastosowanej dawki do wartosci pola pod krzywa (B).

37.

Wplyw lacznego, jednorazowego podania BB XII/59 z ASA na reakcje zapalng u szczuréw po
podaniu karageniny (s.c.) badane za pomoca pletyzmometru”: wykres przedstawiajacy wynik
interakcji efektu grupy i czasu (A) oraz zaleznos$¢ zastosowanej dawki do wartosci pola pod
krzywa (B).

38.

Wplyw lacznego, jednorazowego podania BB XII/72 z ASA na reakcje zapalna u szczuréw po
podaniu karageniny (s.c.) badane za pomoca pletyzmometru”: wykres przedstawiajacy wynik
interakcji efektu grupy i czasu (A) oraz zaleznos¢ zastosowanej dawki do wartosci pola pod
krzywa (B).

39.

Wplyw lacznego, jednorazowego podania BB XII/73 z ASA na reakcje zapalna u szczuréw po
podaniu karageniny (s.c.) badane za pomoca pletyzmometru”: wykres przedstawiajacy wynik
interakcji efektu grupy i czasu (A) oraz zaleznos¢ zastosowanej dawki do wartos$ci pola pod
krzywa (B).

40.

Wplyw jednorazowego oraz wielokrotnego podania BB XII/72 w dawce 30,0 mg/kg (p.0.) na
reakcje bélowa u myszy w tescie ,hot plate” oraz zbadanie zjawiska tolerancji: wykres
przedstawiajacy wynik interakcji efektu grupy i czasu.

41.

Wplyw jednorazowego oraz wielokrotnego podania BB XII/72 w dawce 30,0 mg/kg (p.0.) na
reakcje zapalna u szczuréw po podaniu karageniny (s.c.) oraz zbadanie zjawiska tolerancji:
wykres przedstawiajacy wynik interakcji efektu grupy i czasu.
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ZBIOR TABEL WYKORZYSTANYCH W PRACY

Lp. Opis
1 Wykaz receptoréw Toll-podobnych zlokalizowanych u cztowieka wraz z ligandami
b zZewnatrz- oraz wewnatrzpochodnymi
2. Naturalne Zrédta wystepowania kwasu oleanolowego
Sekwencje starteréw uzytych do rt-PCR
3. ) yty
4., WarunkKi rt-PCR dla poszczegdlnych genow
5 Wplyw wielokrotnego podawania pochodnej kwasu oleanolowego na stezenie wybranych
b prozapalnych cytokin we krwi obowodwej szczuréw
Wplyw wielokrotnego podawania pochodnej kwasu oleanolowego na ekspresje mRNA dla
6. wybranych prozapalnych cytokin u szczuréw.
” Wplyw wielokrotnego podawania pochodnej kwasu oleanolowego na ekspresje mRNA dla

wybranych receptoréw Toll-podobnych (TLR) u szczuréw
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