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Wplyw antagonisty receptora kanabinoidowego SR 141716
na picie alkoholu przez szczury linii WHP

The effect of the cannabinoid receptor antagonist SR 141716
on voluntary ethanol intake in the WHP line of rats
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Abstract — Introduction. A°-tetrahydrocannabinol (A°THC) (belonging to cannabinoids) is extracted
from Cannabis sativa and is the main active compound of marihuana and hashish. A°’THC is respon-
sible for psychoactive action of both substances. Cannabinoids activate two types of receptors: CB1
and CB2. CB1 receptors are present in the brain and these receptors are responsible for psychoactive
action of A°THC.

The aim of our study is to assess the effect of CB1 receptor antagonist, SR 141716 known as the
rimonabant, on voluntary intake of alcohol by alcohol-preferring line of rats (WHP — Warsaw High-
Preferring). In addition, the consumption of water and food was measured.

Material and method. Six-months-old WHP rats from 34 generation were used. The selected line
of WHP rats intake at least 5 g/kg/24 h ethanol in free-choice of condition (ethanol-water). During the
experiment the animals were housed individually in cages, having a free choice between 10% etha-
nol solution and water in the graduated tubes (the accuracy of measure was 0.1 ml). Duration of
every session was 4 hours. The ethanol and food were available between 9,00 and 13,00 hours (the
experimental session), while the water was available ad libitum, round the clock. During the proper
experiment, the rats were divided into four groups (n=7-8). The first group was treated with
vehiculum 0.1% Tween 40 (2 ml/kg), i.p., while remaining groups were injected with the CB1
receptor antagonist SR 141716 in the doses of 2.5, 5.0 and 10.0 mg/kg. Vehiculum and SR 141716
were administered 20 minut before the experimental session. The consumption of 10% ethanol solu-
tion, water and food were measured every 60 minut during 4-h experimental session.

Results. The present results have shown that acute treatment with SR 141716 in single doses of 2.5,
5.0, 10.0 mg/kg significantly reduced ethanol voluntary intake in WHP rats. The food intake was
also diminished by 5.0 and 10.0 mg/kg of SR 141716. The dose of 2.5 mg/kg of SR 141716 signifi-
cantly increased the water intake.

The present results have suggested that cannabinoid receptors may play significant role in the mecha-
nism of drinking and preference of alcohol.

Key words: cannabinoids, CB1 and CB2 receptors, cannabinoid antagonist SR 141716,
voluntary ethanol intake, WHP rats

Praca powstata w ramach tematu statutowego nr 64 (2006-2007).
Artykut jest zmodyfikowana forma tekstu, ktory ukaze si¢ w jezyku angielskim w perio-
dyku Alcohol.
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Streszczenie — Wstep. A°-tetra-hydrokanabinol (A°THC), nalezacy do kanabinoidéw, jest gltéownym
sktadnikiem marihuany i haszyszu pochodzacych z konopi indyjskich. A’THC jest odpowiedzialny
za psychoaktywne dziatanie obu produktow. Kanabinoidy dzialaja na dwa gtéwne typy receptorow:
CB1 i CB2. Receptory CB1 wystegpuja w najwigkszej ilosci w mozgu i sg glownie odpowiedzialne
za psychoaktywne dziatanie A°THC.

Celem niniejszej pracy jest ocena wptywu SR 141716 (znanego pod nazwa rimonabant), antagonisty
receptora kanabinoidowego CB1, na spontaniczne picie alkoholu, wody i spozycie pokarmu przez
szczury preferujace alkohol (WHP — Warsaw High-Preferring).

Materiat i metoda. Do do§wiadczenia uzyto szeSciomiesigczne samce z 34 pokolenia szczuréw linii
WHP. Wyselekcjonowane szczury linii WHP, majac wolny wybor alkohol-woda, pija 25g/kg czyste-
go etanolu w ciagu doby. W czasie trwania eksperymentu zwierzgta przebywaty pojedynczo w klat-
kach, miaty do wyboru 10-procentowy roztwor alkoholu i wodg w dwoch skalowanych poidetkach
(doktadno$¢ pomiaru 0,1 ml). Sesje eksperymentalne trwaty po 4 godziny. Alkohol i pasza granulo-
wana byly dostgpne jedynie w czasie sesji od 9:00 do 13:00, natomiast woda — cata dobg. Podczas
wlasciwego eksperymentu szczury zostaty podzielone na 4 grupy (n=7-8), grupie pierwszej poda-
no dootrzewnowo vehiculum (0,1% Tween 40 — 2 ml/kg), pozostatym trzem grupom podano antago-
nistg receptorow CB1, SR 141716, odpowiednio w dawkach 2,5, 5,0 1 10,0 mg/kg. Zaréwno vehicu-
lum, jak i badany lek podano jednorazowo na 20 minut przed rozpoczgciem sesji.

Picie 10-procentowego roztworu alkoholu i wody oraz jedzenie pokarmu byto mierzone co 60 minut
w czasie 4-godzinnego doswiadczenia.

Wyniki. W naszych badaniach wykonanych na fenotypowo wyselekcjonowanej linii szczurow WHP
wykazano, ze jednorazowe podanie SR 141716 w dawce 2,5, 5,0 i 10,0 mg/kg w sposob statystycz-
nie znamienny zmniejsza picie alkoholu. Dawki 5,0 1 10,0 mg/kg redukuja takze spozycie pokarmu.
Dawka 2,5 mg/kg w sposob statystycznie znamienny zwigksza spozycie wody.

Wyniki naszych badan wskazuja, ze receptory kanabinoidowe typu CB1 moga odgrywaé wazna role
w mechanizmie picia i preferencji alkoholu.

Stowa kluczowe: kanabinoidy, receptory kanabinoidowe CB1 i CB2, SR 141716 antagonista
receptorow CB1, picie alkoholu, szczury WHP

WSTEP

Konopie indyjskie (Cannabis sativa), uprawiane gtownie w srodkowej i za-
chodniej czg$ci Azji, uzywane sa do produkcji lin i oleju, wytwarzanego z wto-
kien oraz nasion. W konopiach zidentyfikowano ponad 60 zwiazkéw z grupy
kanabinoidow, z ktorych A°-tetra-hydrokanabinol (A°THC) wystepuje w najwigk-
szych ilosciach. Innymi przyktadami kanabinoidéw sa kanabinol, kanabidiol,
kanabigerol. Z konopi pozyskuje si¢ marihuang i haszysz, w ktorych ATHC jest
odpowiedzialny za ich dzialanie psychoaktywne.

Kanabinoidy dziataja na receptory blonowe zwiazane z bialkami G — receptory
CB1 i CB2 (1). Oba receptory hamuja cyklazg adenylowa i kanaty wapniowe
typu N (2). Receptory CB1 wystepuja w mozgu i sa odpowiedzialne za charak-
terystyczne dzialanie psychoaktywne kanabinoidow, takie jak uczucie relaksacji
1 dobrego samopoczucia, ale rowniez za objawy depresji, nadwrazliwo$¢ shuchowa,
analgezj¢ (2). Najwigksza reprezentacj¢ receptorow CB1 w moézgu stwierdzono
w hipokampie, mézdzku, korze mézgowej i prazkowiu (3). Receptory CB2 wy-
kryto w komoérkach uktadu immunologicznego, z czym wiaze si¢ ich dziatanie
immunosupresyjne (4). Ponadto receptory CB2 mozna znalez¢ w mézgu. Ich obec-
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no$¢ wyraznie stwierdzono w mézdzku dzikich szczepow myszy, myszy, ktore nie
sa pozbawione tych receptorow (5, 6).

Wiele faktow wskazuje na podobienstwa w dziataniu alkoholu etylowego i kana-
binoidow. Obie substancje maja dziatanie sedatywne w wigkszych dawkach, a po-
budzajace — w mniejszych (1). Alkohol i kanabinoidy dziataja w podobny sposob
na uktad nagrody, zwigkszajac uwalnianie dopaminy (DA) w uktadzie mezolim-
bicznym, a doktadnie w tym w obszarze jadra potlezacego (gldwnej struktury do-
celowej uktadu mezolimbicznego), do ktorej docieraja wtokna dopaminergiczne
ze $rodmozgowia (7). Wzrost stezenia DA w jadrze potlezacym wywotany przez
alkohol jest hamowany przez SR 141716 (rimonabant), antagonist¢ receptora
kanabinoidowego CB1 (8). Zwiazek ten redukuje spontaniczne picie alkoholu
u myszy linii C57BL/6 oraz u wyselekcjonowanych szczuréw linii sP (sardinian
Alcohol-Preferring) (9). Jak wykazano, agonisci receptora CB1 wywieraja dziata-
nie przeciwne, a wigc nasilaja picie alkoholu u szczurdéw sP, przy czym dzialanie
to moze by¢ zablokowane przez antagonist¢ SR 141716 (rimonabant) (7).

Dziatanie THC nasunglo przypuszczenie, ze istnieja endogenne ligandy recepto-
réow kanabinoidowych. Pierwszymi endogennymi ligandami byly pochodne kwasu
arachidonowego — arachidonyletanolamin nazywany anandamidem i arachidonylo-
glicerolem (AG) (10). Anandamid moze nasladowaé funkcje A°THC, ale jest
bardzo podatny na hydrolizg enzymatyczna (11). Syntetyczna pochodna ananda-
midu, methandamid, posiadajaca duza stabilno§¢ metaboliczna (12), jest czgsto
stosowana do badan fizjologicznej roli endogennych kanabinoidéw. Inna pochod-
na kwasu arachidonowego jest 2-arachidonylglicerol, ktory wystepuje w duzych
ilo$ciach w mozgu (13).

Anandamid to agonista receptora CB1, z ktorym si¢ wiaze i go aktywuje (14),
natomiast 2-arachidonylglicerol wiaze si¢ stabiej z receptorem CBI1, ale wystgpuje
w wigkszej ilosci w mozgu niz anandamid (15).

Wszystko to wskazuje, ze endokanabinoidy odgrywaja wazna rol¢ w mechaniz-
mie dziatania alkoholu na uklad nagrody. Moze to by¢ jednak zalezne od linii
badanych zwierzat, a wigc od pewnych predyspozycji o podtozu genetycznym.
Uzasadnia to prowadzenie badan nad rola kanabinoidow w piciu alkoholu u tych
linii zwierzat, ktore droga selekcji nabyly cechy zwigkszonej lub zmniejszonej
preferencji picia alkoholu. Wyselekcjonowane linie szczurdw preferujacych alko-
hol stanowia model laboratoryjny o bardzo duzym znaczeniu w badaniach nad
neurobiologia i farmakoterapia uzaleznienia od alkoholu.

Nasze laboratorium dysponuje wtasnymi liniami szczuré6w Wistar, wyselekcjo-
nowanymi w kierunku duzej preferencji alkoholu — WHP (Warsaw High-Prefer-
ring) i niskiej — WLP (Warsaw Low-Preferring). Sa to, poza liniami wtoskimi
szczurow sP i sNP (5), jedyne stabilne europejskie linie o takich fenotypach. Na
$wiecie podobnych linii jest tylko kilka. Linia WHP spetnia glowne kryteria zwie-
rzecego modelu uzaleznienia od alkoholu (16, 17).

Celem niniejszej pracy byla ocena wplywu antagonisty receptora kanabinoido-
wego CBI1 na picie alkoholu przez szczury linii WHP.
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MATERIAL I METODA

Do doswiadczenia uzyto sze§ciomiesigczne samce szczuréw linii WHP z 34 po-
kolenia. Zwierzgta byly umieszczone w macierzystych klatkach w klimatyzowa-
nym pomieszczeniu o statej temperaturze 22°C.

W czasie trwania eksperymentu zwierzgta przebywaty pojedynczo w klatkach,
majac do wyboru w dwoch skalowanych poidetkach 10-procentowy roztwor alko-
holu i wodg (doktadnos$¢ pomiaru 0,1 ml). Alkohol i pasza granulowana byty do-
stgpne jedynie w czasie 4-godzinnej sesji eksperymentalnej (od 9:00 do 13:00),
natomiast woda — bez ograniczen przez cata dobg.

W ciagu pierwszych 7 sesji badawczych, trwajacych po 4 godziny kazda, mie-
rzono ilo$¢ wypitego 10-procentowego roztworu alkoholu i wody oraz ilo$¢ spozy-
tego pokarmu. Pomiaru dokonywano kolejno co godzing. Po uptywie tego czasu,
okreslanego jako faza stabilizacyjna, szczury pity alkohol na poziomie 4 g/kg/4 h.
Osmego dnia szczury zostaly podzielone na 4 grupy (7-8 zwierzat w grupie).
Pierwszej grupie podano dootrzewnowo vehiculum (0,1% Tween 40 — 2 ml/kg),
pozostaltym trzem grupom podano antagoniste receptorow CB1, SR 141716, od-
powiednio w dawkach 2,5, 5,0 1 10,0 mg/kg. Zaré6wno vehiculum, jak i badany lek
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Srednie wartosci (kumulacyjne) picia alkoholu w g/kg £ SEM w ciagu 7-dniowego testu poprze-
dzajacego eksperyment z SR 141716

The mean (cumulative) ethanol intake + SEM in g/kg during 7 days of stabilization before the study
of SR 141716
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podawano jednorazowo na 20 minut przed rozpoczgciem sesji. Wyboru dawek
antagonisty i sposobu podawania dokonano na podstawie literatury (7).

Spozycie 10-procentowego roztworu alkoholu, pokarmu oraz wody byto mie-
rzone co 60 minut podczas 4-godzinnej sesji do§wiadczalne;.

Otrzymane wyniki opracowano przy uzyciu dwuczynnikowej analizy wariancji
(ANOVA) z powtorzonymi pomiarami. Badanymi czynnikami byta dawka i czas.
Jako test post-hoc zastosowano test t-Studenta.

WYNIKI

Przez 7 dni podczas kolejnych 4-godzinnych sesji doswiadczalnych, poprze-
dzajacych podanie SR 141716, antagonisty receptora kanabinoidowego CBI1, picie
alkoholu byto podobne w kazdym przedziale czasowym (rys. 1). Podczas pierw-
szych 4 sesji picie wody i spozycie pokarmu stopniowo zwigkszato sig, uzyskujac
pod koniec stabilny poziom.

Preparat SR 141716 zmniejszat picie alkoholu, przy czym dawki 5,0 i 10,0 mg/kg
wywotywaly zblizony maksymalny efekt (rys. 2). Analiza wariancji dla powtarzanych
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Srednie warto$ci (kumulacyjne) picia alkoholu + SEM w g/kg po podaniu jednorazowym SR 141716
w dawce 0,0, 2,5, 5,0, 10,0 mg/kg, * 2,5, 5,0, 10,0 vs 0, p<0,001

The mean (cumulative) ethanol intake + SEM in g/kg after acute treatment with SR 141716

in doses 0.0, 2.5, 5.0, 10.0 mg/kg * 2.5, 5.0, 10.0 vs 0.0, p<0.001
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Srednie wartosci (kumulacyjne) spozycia pokarmu £+ SEM w g/kg po podaniu jednorazowym
SR 141716 w dawce 0,0, 2,5, 5,0, 10,0 mg/kg, * 2,51 10,0 vs 0,0, # 5,0 vs 0,0, p<0,001

The mean (cumulative) food intake + SEM in g/kg after acute treatment with SR 141716 in doses 0.0,
2.5,5.0,10.0 mg/kg * 2.5 and 10.0 vs 0.0, # 5.0 vs 0.0, p<0.001

pomiardéw picia etanolu wykazata, ze wystepuje réznica miedzy badanymi daw-
kami (F; 5;=6,16; p=0,002) i czasem doswiadczenia (F5 4, =43,68; p<0,001).
Stwierdzono tez interakcj¢ migdzy badanymi dawkami i czasem doswiadczenia
(Fg, ¢, =2,77; p=0,0068). Analiza post hoc testem t-Studenta wykazata znamienna
roznicg statystyczna na poziomie p<0,01 miedzy wszystkimi badanymi dawkami
w poroéwnaniu z warto$cig kontrolna.

SR 141716 w sposob dawkozalezny zmniejszal spozycie pokarmu (rys. 3). Po-
dobna analiza wariancji dla powtarzanych pomiaroéw spozycia pokarmu wskazuje,
ze wystepuje roznica migdzy badanymi grupami (F; ,,=15,96; p=0,029) i badanym
czasem (F; ¢, =215,1786; p=0,000000). Nie wystgpuje natomiast interakcja mig-
dzy badanymi grupami i czasem sesji (F; 4 =0,6846; p=0,72). Badanie testem
t-Studenta wykazalo znamienno$¢ statystyczng migdzy grupa kontrolng i dawka
2,5 mg/kg w pierwszej godzinie sesji (na poziomie p = 0,005) i miedzy grupa kon-
trolna a dawka 10,0 mg/kg we wszystkich godzinach sesji (na poziomie p<0,005),
a takze miedzy grupa kontrolng a dawka 5,0 mg/kg (na poziomie p<0,05).

Dwuczynnikowa analiza wariancji dla powtarzanych pomiardéw picia wody wy-
kazata znamienna roznicg statystyczna migdzy grupami (dawkami) (F; ,,=2,945;
p=0,05) i czasem sesji (F; ¢, =92,10; p=0,0000). Za pomoca testu t-Studenta
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Srednie (kumulacyjne) wartosci picia wody £ SEM w g/kg po podaniu jednorazowym SR 141716
w dawce 0, 2,5, 5,0, 10,0 mg/kg, * 2,5 vs 0,0, p<0,001

The mean (cumulative) water intake + SEM in g/kg after acute treatment with SR 141716 in doses
0.0, 2.5, 5.0, 10.0 mg/kg * 2.5 vs 0.0, p<0.001

wykazano znamienna statystycznie roznicg migdzy dawka 2,5 mg/kg SR 141716
a wartoscig kontrolna, natomiast dla dawki 5,0 mg/kg i 10,0 mg/kg nie stwierdzono
réznicy w porownaniu z grupa kontrolna (rys. 4).

DYSKUSJA

Wyniki naszego do§wiadczenia wykazaly, ze jednorazowe podanie SR 141716,
selektywnego antagonisty receptora kanabinoidowgo CB1, zmniejsza wielkos¢
picia i preferencj¢ etanolu u fenotypowo wyselekcjonowanych szczuréw linii
WHP. Podobna redukcje picia pod wplywem SR 141716 uzyskal Colombo i wsp.
(18) badajac linig¢ szczurow sP (sardinin Preferring). Bardzo zblizony spadek spo-
zycia alkoholu wykazano u myszy linii C57BL/6 (9). Nasza linia WHP (Warsaw
High-Preferring) jest trzecia selekcjonowana linia zwierzat badana w kierunku
wptywu kanabinoidéw na picie alkoholu.

Antagonista receptora kanabinoidowego CBI1, SR 141716, obok oslabiajacego
efektu na picie etanolu redukuje tez spozycie pokarmu. Rezultaty przedstawio-
nych badan wskazuja, ze zwiazek ten w sposdb zréznicowany wpltywa na spozycie
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etanolu i pokarmu w zakresie okreslonych dawek. Ogodlnie rzecz biorac, dziata on
silniej na spozycie etanolu, wplyw na spozycie pokarmu ograniczal si¢ bowiem
do wyzszych dawek (5,0 i 10,0 mg/kg), podczas gdy dziatanie dawki 2,5 mg/kg
bylo prawie takie samo jak w grupie kontrolne;j.

Znamienne statystycznie zmniejszenie picia alkoholu po podaniu dawki 2,5 mg/kg,
przy braku wptywu na spozycie pokarmu, §wiadczy o pewnej ograniczonej selek-
tywno$ci dzialania SR 141617.

Po podaniu antagonisty CB1 w dawce 2,5 mg/kg wzrastato picie wody w ciagu
calej sesji w poréwnaniu do grupy kontrolnej. Podobny wzrost picia wody po tej
dawce wykazali w swoich badaniach Colombo i wsp. (18), jednakze wzrost ten byt
obserwowany tylko pod koniec czterogodzinnej sesji.

Uktad kanabinoidowy nie tylko jest odpowiedzialny za efekty dziatania mari-
huany, ale moze by¢ rowniez czg¢sciowo odpowiedzialny za nagradzajace dziata-
nie etanolu. Behawioralnym modelem stuzacym do pomiaru nagradzajacych wtas-
ciwosci lekow jest warunkowa preferencja miejsca (CPP — conditioned place
preference). W tym te$cie nagradzajace wlasciwosci substancji sa kojarzone ze
szczegoblnym elementem otoczenia. W wyniku warunkowania zwierzgta znacznie
wigcej czasu spedzaja w okreslonym $rodowisku skojarzonym z lekiem. Selek-
tywny antagonista receptora CB1, SR 141716, hamuje warunkowa preferencje
miejsca po morfinie, kokainie (19). W przeciwienstwie do myszy dzikich, nie ob-
serwowano w skojarzeniu z alkoholem warunkowej preferencji miejsca u myszy
pozbawionych receptora CB1 (myszy knockout) (20, 21).

Wspotudziat uktadu kanabinoidowego w dziataniach nikotyny wykazano réw-
niez w tescie CPP, w ktérym dawki podprogowe THC i nikotyny nasilaty nagra-
dzajacy efekt nikotyny (22). W procedurze dozylnego samopodawania SR 141716,
antagonista receptorow CB1 znaczaco zmniejszat liczbe¢ infuzji nikotyny (23).

U szczurow preferujacych alkohol motywacja do picia jest dazenie do poszuki-
wania i doznawania specyficznych efektow nagradzajacych. Zachowanie to utrzy-
muje si¢ do momentu konsumpcji i zaspokojenia popgdu picia (18). SR 141716
catkowicie hamuje wlasciwosci motywacyjne alkoholu, mierzone ekstynkcja alko-
holu w reakcji instrumentalnej (24), w ktorej dzwignia stluzy do pozyskania alko-
holu. Do oceny ekstynkcji szczury sa trenowane w naciskaniu dzwigni w celu
pozyskania alkoholu dostgpnego za kazdym naci$nigciem, a nastgpnie alkohol jest
odstawiany. Ekstynkcje, jako indeks wtasciwosci motywacyjnych alkoholu, mie-
rzy si¢ maksymalna liczba naci$ni¢¢ na dzwigni¢ w okresie odstawienia alkoholu.

W warunkach ograniczonego dostepu (/imited access), jakie zastosowano w na-
szym badaniu, szczury preferujace etanol daza do maksymalnego spozycia alko-
holu w kazdym epizodzie picia. Obserwowana redukcja picia etanolu po podaniu
SR 141716 moze wynika¢ z ostabienia jego nagradzajacych wtasciwosci i hamowa-
nia popgdu apetytywnego, zwiazanego z dziataniem tego §rodka uzalezniajacego.

Odkrycie specyficznych receptorow kanabinoidowych i istnienia naturalnych
substancji endogennych w uktadzie nerwowym ssakow byto wielce pomocne
w zrozumieniu neurobiologicznych uwarunkowan naduzywania alkoholu. W prze-
wleklym dziataniu alkoholu stwierdzono ,,downregulacj¢” receptorow CB1. Zmniej-
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szona regulacja receptorow CB1 jest rezultatem ich ustawicznej stymulacji przez
anandamid i 2-arachidonylglycerol, endogennych agonistow receptorow CBI,
ktérych synteza wzrasta przy przewlektym piciu alkoholu (25). Zaréwno u myszy
knockout, jak 1 myszy DBA/2, ze znacznie zredukowang liczba receptoréw CBI1,
obserwuje si¢ zmniejszenie picia alkoholu (20, 26).

W podsumowaniu wynikoéw tego do§wiadczenia mozna stwierdzié, ze podanie
SR 141716, selektywnego antagonisty receptora kanabinoidowego CB1, zmniejsza
picie alkoholu u wyselekcjonowanej linii szczuréw WHP, wptywa takze hamujaco
na spozycie pokarmu. Dzialanie tego zwiazku moze wigc by¢, przynajmniej
W pewnym stopniu, zwigzane z hamowaniem pope¢du taknienia.

Rezultaty obecnych badan, jak tez wyniki prac innych autoréw przytoczonych
powyzej, sugeruja udzial receptoréw CB1 we wzmacniajacych wtasciwosciach eta-
nolu — zaré6wno u szczurow linii WHP, jak i szczurow innych szczepow.

Badania koncentrujace si¢ na uktadzie kanabinoidowym daja nadziej¢ na poja-
wienie si¢ lekow skutecznych w leczeniu uzaleznienia od alkoholu. Jak si¢ wydaje
preparat SR 141716 wptywa hamujaco nie tylko na dziatanie nagradzajace alko-
holu, lecz rowniez na nagradzajace dzialanie nikotyny. Wykazano to w badaniach
nad instrumentalnym samopodawaniem tego alkaloidu. Obecnie SR 141716 znaj-
duje si¢ w badaniach klinicznych jako lek wskazany w uzaleznieniu od nikotyny
(22). Ze wzgledu na jego wpltyw na laknienie prowadzone sa proby nad jego sku-
teczno$cia w leczeniu otytosci (27).
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