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Effect of bee venom on CYP1A2 activity

Summary

Bee venom is a complex mixture of substances of natural origin, whose therapeutic properties are used in
many areas of medicine. Generally accepted procedures applied in the process of developing new drugs include
tests that examine interactions between the new drug and the enzymes of the cytochrome P450 group (CYP450),
which play a key role in the metabolism of xenobiotics and endogenous substances in mammals. The use of bee
venom in the treatment of various diseases and in immunotherapy makes it necessary to test this material for
its effect on the enzymes of the CYP450 group in order to prevent health-threatening interactions.

The purpose of this paper was to investigate the effect of bee venom and its main component, melittin, on
CYP1A2 enzyme activity. This enzyme plays an important role in the metabolism of many pharmaceuticals
and toxins. This is the first study on the effect of bee venom on the activity of an enzyme of the CYP450 family.

The CYP1A2/CEC High Throughput Inhibitor Screening Kit (BD Biosciences) was used in the study.
The method was based on the measurement of fluorescence of the enzymatic reaction product (3-cyano-7-
-hydroksycoumarin) formed by the action of the CYP1A2 on the substrate (3-cyano-7-ethoxycoumarin) in
the presence of a potential inhibitor in various concentrations. Furafylline was used as a model inhibitor.
Twenty samples of bee venom from different years and of different origin, as well as melittin, were analyzed.
The tests were performed at 37°C in 96-well microplates with an Infinite M200 Pro (Tecan) microplate reader.
Fluorescence measurement parameters were as follows: excitation — 410 nm, emission — 460 nm.

On the basis on the results obtained, IC, values were calculated, which are equal to the concentrations of
particular inhibitors causing the inhibition of enzyme activity by 50%. The IC_ values against CYP1A2 for
different samples of bee venom ranged from 0.13 pg/ml to 2.38 png/ml (mean = 0.74 pg/ml). Comparison of the
IC,, values for bee venom and furafylline (1.53 pg/ml) demonstrates potent inhibitor properties of bee venom
against CYP1AZ2. The fact that IC_ values for different bee venom samples show a relatively high variability
may be caused by composition differences between particular bee venom samples. The data obtained also
indicate that melittin is a relatively weak inhibitor of CYP1A2 activity compared to bee venom (IC_, for melittin
is 41.04 pg/ml). It can therefore be assumed that the inhibition of CYP1A2 by bee venom is caused by its other
components. The results obtained highlight the problem of potential interactions between bee venom and therapy.
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Jad pszczeli jest wydzieling gruczotéw jadowych
pszczolty miodnej (Apis mellifera). Jest on bardzo zto-
zong mieszaning substancji pochodzenia naturalnego,
ktorej wlasciwosci lecznicze znajduja zastosowanie
w wielu dziedzinach medycyny. Do gtéwnych sktadni-
koéw jadu pszezelego naleza peptydy stanowigce okoto
2/3 suchej masy jadu (melittyna, apamina, peptyd MCD,
adolapina), enzymy (fosfolipaza A, hialuronidaza)
oraz zwigzki niskoczasteczkowe (tab. 1) (16, 34). Jad
pszczeli zawiera niewielkie ilo§ci amin biogennych
(histamina, dopamina, noradrenalina), weglowodanow,

*) Projekt zostat sfinansowany ze $rodkow Narodowego Centrum Nauki
przyznanych na podstawie decyzji numer DEC-2012/05/B/NZ7/02535.

aminokwaséw 1 fosfolipidow. W ostatnich latach zi-
dentyfikowano kolejne peptydy i proteiny wchodzace
w sktad jadu pszczelego (15, 22, 26, 27).

Na rynku preparatow farmaceutycznych zarejestro-
wanych jest wiele produktow pszczelich, w tym takze
kilka zawierajacych w swoim sktadzie jad jako sub-
stancj¢ aktywna (17). Ponadto jad pszczeli jest wyko-
rzystywany w odczulaniu, polegajagcym na podawaniu
rosngcych dawek jadu pszczelego w celu uzyskania
tolerancji na ten alergen (4). Mimo wykorzystania
w lecznictwie (18, 25, 30, 34) nieznany jest pelny sktad
jadu pszczelego, brak takze jednolitych wytycznych
dotyczacych standaryzacji tego surowca. Powszechnie
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Tab. 1. Gléwne skladniki jadu pszczelego (16, 34)

Zawartosc
Grupa zwigzkéw Skfadnik W suchej masie
jadu (%)
fosfolipaza A, 10-12
hialuronidaza 1,5-2,0
Biatka kwasna fosfataza 1
lizofosfolipaza 1
a-glukozydaza 0,6
melittyna 40-50
apamina 2-3
peptyd MCD 2-3
prokamina A, B 1,4
Peptydy adolapina 1
inhibitor proteazy <0,8
sekapina 0,5
tertiapina 0,1
inne peptydy <15
histamina 1,5
Aminy dopamina 0,13-1,0
noradrenalina 0,1-0,7
Weglowodany glukoza, fruktoza 1,5
Aminokwasy 0,8-1,0
Fosfolipidy 5
AR B ngfga(ll? (gd,sz)n, Na, Mg, Ca, B) !
Zwiazki lotne feromony

przyjete procedury obowigzujace podczas procesu
opracowywania nowych lekow obejmujg ponadto testy
badajace interakcje migdzy nowym lekiem a enzymami
z grupy cytochromow P450 (CYP450) (13).

Na podstawie dostepnego pismiennictwa wiadomo,
ze istnieja wzajemne interakcje pomig¢dzy uzadleniem
przez pszczote a przyjmowanymi lekami. Stwierdzono,
ze stosowanie lekéw z grupy inhibitorow konwerta-
zy angiotensyny (Angiotensin Converting Enzyme
Inhibitors, ACEI) oraz B-blokerow zwigksza ryzyko
cigzkiej reakcji alergicznej po uzadleniu przez pszczofe,
dlatego nalezy zachowa¢ szczegdlng ostroznos¢ przy
podejmowaniu decyzji o immunoterapii u pacjentow
leczonych ACEI oraz B -blokerami. Podczas immuno-
terapii paCJentom przyjmujacym ACEI oraz B-blokery
zaleca si¢ tymczasowe odstawienie lekéw z tych grup
przed kazdym podaniem jadu pszczelego (24, 32, 36).

Cytochromy P450 stanowig rodzing enzymow wy-
stepujaca powszechnie we wszystkich organizmach
zywych, zar6wno u prokariontow, jak i eukarion-
tow, w tym u czlowieka. Biatka te s zaangazowane
w biotransformacj¢ okoto 90% wszystkich srodkow
farmaceutycznych, zarowno tych stosowanych u lu-
dzi, jak 1 u zwierzat (7, 11, 20, 40). Najwazniejszymi
izoenzymami uczestniczagcymi w metabolizmie lekow
sa: CYP1A2,CYP2C19, CYP2C9, CYP2D6, CYP2E1
1 CYP3A4. Miedzyosobnicze rdznice w ekspresji biatek

Med. Weter. 2014, 70 (12)

z rodziny CYP450 (polimorfizm) powodujg zrdznico-
wang odpowiedz na farmakoterapig takimi powszechnie
stosowanymi lekami, jak B-blokery czy leki przeciwde-
presyjne (14, 20). Oprocz uwarunkowan genetycznych
do czynnikéw wplywajacych na aktywnosé CYP450,
a w efekcie na metabolizm lekow 1 innych ksenobio-
tykow w organizmie nalezg m.in.: stosowanie innych
lekow, dieta, palenie tytoniu i spozywanie alkoholu (7).
Weciaz natomiast pozostaje do wyjasnienia wptyw tok-
syn pochodzenia naturalnego, w tym jadu pszczelego,
na aktywnos$¢ enzymow z grupy CYP450.

Rezultatem indukcji CYP450 jest przyspieszona
biotransformacja lek6w metabolizowanych przez okre-
Slony enzym z rodziny CYP450, co zazwyczaj prowadzi
do obnizenia skutecznosci zastosowanej farmakoterapii
z powodu zbyt matego stezenia leku w organizmie.
Odwrotnie sytuacja przedstawia si¢, gdy lek posiada ak-
tywne metabolity: indukcja CYP450 powoduje zwigk-
szony efekt farmakologiczny, a takze moze skutkowac
wzrostem toksycznos$ci przyjmowanego leku (20, 28,
29). Efektem zahamowania regulowanego cytochro-
mem P450 metabolizmu danego leku jest zwigkszenie
stezenia przyjetego Srodka w organizmie, co z kolei
moze powodowac nasilenie dziatan niepozadanych leku
oraz ryzyko jego przedawkowania. W przypadku, gdy
srodek farmaceutyczny przyjmowany jest w postaci
proleku wymagajacego biotransformacji do aktywne;j
formy, inhibicja enzymu odpowiedzialnego za jego
metabolizm moze prowadzi¢ do obnizenia efektywnosci
podjetego leczenia (20, 28, 29). Roznice w ciezkosci
reakcji na uzadlenie przez pszczote moga zatem wy-
nika¢ nie tylko z réznic migdzyosobniczych i1 wyste-
powania czynnikow ryzyka, takich jak podeszty wiek
czy choroby uktadu sercowo-naczyniowego, ale moga
by¢ ponadto zwigzane ze stosowang farmakoterapia.
Wykorzystanie jadu pszczelego w leczeniu roznych
schorzen oraz immunoterapii stwarza konieczno$¢
przebadania tego surowca pod katem wplywu na en-
zymy metabolizujgce leki, by zapobiec wystepowaniu
groznych dla zdrowia pacjenta interakcji.

Zmiane¢ aktywnosci CYP450 powodujg przede
wszystkim stosowane leki, nie tylko te pochodzenia
syntetycznego, ale rowniez naturalnego (12, 37, 40). Nie
tylko substancje lecznicze powoduja zmiang aktywno-
sci CYP450, ale takze niektore toksyny zawarte m.in.
w dymie tytoniowym czy jadzie rozgwiazdy z gatunku
Acanthaster planci (korona cierniowa), jak tez sktadniki
pokarmowe (1, 7, 8, 12).

CYPI1A2 petni wazng funkcje w metabolizmie wielu
srodkéw farmaceutycznych, m.in. teofiliny (38), olan-
zapiny (5), melatoniny (21), takryny (35) i warfaryny
(19) (tab. 2). Ponadto enzym ten jest odpowiedzialny za
metabolizm toksyn (7, 8), a takze zwigzkéw pochodze-
nia roslinnego np. flawonoidow (tab. 2) (7, 8, 29, 41).
W zwiazku z zastosowaniem jadu pszczelego w prakty-
ce klinicznej, zwlaszcza alergologicznej, badanie jego
wpltywu na aktywno$¢ CYP1A2 jest uzasadnionym
elementem badan nad tym surowcem pszczelim.
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Tab. 2. Substraty, inhibitory i induktory enzymu CYP1A2
(7,20)

CYP1A2

substraty inhibitory induktory
amitryptylina amiodaron brokut
kofeina cymetydyna brukselka
klomipramina fluorochinolony fenobarbital
klozapina fluwoksamina WWA
fluwoksamina furafylina insulina
estradiol interferon karbamazepina
haloperidol metoksalen metylocholantren
imipramine mibefradil modafinil
meksyletyna tiklopidyna a-naftoflawon
naproksen omeprazole
ondansetron dym tytoniowy
fenacetyna
propranolol
riluzol
ropiwakaina
takryna
teofilina
werapamil
warfaryna
zileuton
zolmitriptan

Celem badan bylo okreslenie wplywu jadu pszcze-
lego oraz jego glownego sktadnika — melittyny — na
aktywnos$¢ enzymu CYP1A2. Jad pszczeli, podobnie
jak inne toksyny, poprzez wptyw na aktywnos$¢ enzy-
moéw z grupy CYP450 moze zmienia¢ farmakokinetyke
lekéw. W wyniku wptywu jadu pszczelego na aktyw-
no$¢ enzymow metabolizujacych leki moze dojs¢ do
zmniejszenia skuteczno$ci stosowanej farmakoterapii
lub nasilenia dzialan niepozadanych stosowanych le-
koéw. Inhibicja lub indukcja CYP1A2 przez jad pszczeli
moze stanowi¢ wskazanie do zastapienia lekow meta-
bolizowanych przez ten enzym innymi, o podobnym
dziataniu lub spowodowac konieczno$¢ monitorowania
stezenia danego leku we krwi pacjenta podczas immu-
noterapii oraz stosowania preparatow zawierajacych jad
pszczeli.

Material i metody

Odczynniki. Do badan inhibicji wykorzystano zestaw
CYP1A2/CEC High Throughput Inhibitor Screening Kit
(BD Biosciences, Woburn, MA, USA). Badany cytochrom
mikrosomalny otrzymany byt przy wykorzystaniu komorek
owadow (BTI-TN-5B1-4) zainfekowanych bakulowirusem
(Autographa californica). Dodatkowo w skfad zestawu
wchodzity nastgpujace odczynniki: 0,5 M bufor fosforanowy
(pH=7,4), 0,5 M roztwor Tris, kofaktory (1,3 mM NADP+,
66 mM MgCl,, 66 mM glukozo-6-fosforan), glukozo-6-fos-
forodehydrogenaza, 3-cyjano-7-etoksykumaryna, 3-cyja-
no-7-hydroksykumaryna, furafylina. Dimetylosulfotlenek
(DMSO) zostat zakupiony w firmie Sigma Chemicals Co.
(St Louis, MO, USA). Wodg¢ dejonizowang otrzymywano
przy uzyciu aparatu Millipore Simplicity UV (Waters Cor-
poration, Milford, MA, USA).

Probki jadu pszczelego. Do badan wykorzystano 20 pro-
bek jadu pszczelego pochodzacych z réznych lat i z réznych
zrddet. Probki jadu pszezelego pozyskiwane byly metoda
impulséw elektrycznych. Ramki jadowe umieszczano w gor-
nym korpusie ula. Zabieg trwat 2 godziny i przeprowadzany
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byl w ciggu dnia, w czasie najwigkszej aktywnosci pszczot.
Po odparowaniu frakcji lotnych suchy jad zeskrobywano ze
szklanych ptytek stanowiacych elementy sktadowe ramek
jadowych. Dodatkowo jedna liofilizowana probka jadu
pszczelego oraz wzorzec liofilizowanej melittyny zostaty
zakupione w firmie Sigma Chemicals Co. (St Louis, MO,
USA). Probki suchego jadu przechowywane byly w tempe-
raturze 5°C, bez dostgpu $wiatta.

Wyznaczanie IC_. W celu wyznaczenia wartosci IC,
postepowano zgodnie z protokolem do zestawu CYP1A2/
CEC High Throughput Inhibitor Screening Kit. Metoda
oparta jest na pomiarze fluorescencji produktu reakcji en-
zymatycznej (3-cyjano-7-hydroksykumaryna) powstalego
w wyniku dziatania cytochromu CYP1A2 na substrat (3-cy-
jano-7-etoksykumaryna) w obecnosci inhibitora w r6znych
stezeniach (jad pszczeli, melittyna). Jako wzorcowy inhibitor
wykorzystano furafyling. Na podstawie otrzymanych wyni-
kow obliczana jest wartos¢ IC, , ktora jest rowna stezeniu
inhibitora powodujacego zahamowanie aktywnosci cyto-
chromu P450 w 50%. Badania prowadzono w temperaturze
37°C na 96-dotkowych mikroptytkach z wykorzystaniem
czytnika mikroptytek Infinite M200 Pro (Tecan, Grodig,
Austria). Parametry pomiaru fluorescencji: wzbudzenie 410
nm, emisja 460 nm.

W celu pomiaru fluorescencji produktu reakcji enzyma-
tycznej przygotowano krzywa wzorcowg 3-cyjano-7-hy-
droksykumaryny w zakresie st¢zen 0,061-133,3 pM. Ba-
dane probki jadu pszczelego oraz melittyny rozpuszczano
bezposrednio przed analizg w DMSO. Nastepnie otrzymane
roztwory dodawano do mieszaniny kofaktorow oraz gluko-
zo-6-fosforodehydrogenazy, przeprowadzajac jednoczesnie
seri¢ rozcienczen. Po 10 min. inkubacji w temperaturze 37°C
do wszystkich rozcienczen dodano mieszaning izoenzymu
CYP1A2 i substratu (3-cyjano-7-etoksykumaryna). Po 15
minutach inkubacji w temperaturze 37°C zatrzymano reakcj¢
enzymatyczng poprzez dodanie roztworu Tris i dokonano
pomiaru fluorescencji. Wartos¢ IC,; wyliczono z nastgpu-

jacego wzoru:

c _ 50%-A

W= g A (C-D)+D

gdzie:

A — najblizsza warto$¢ procentu inhibicji ponizej 50%,

B — najblizsza warto$¢ procentu inhibicji powyzej 50%,

C —stezenie inhibitora odpowiadajace najblizszej wartosci
procentu inhibicji ponizej 50%,

D —stegzenie inhibitora odpowiadajace najblizszej wartosci
procentu inhibicji powyzej 50%.

Wyniki i oméwienie

Udziat w aktywacji biologicznej oraz metabolizmie
ksenobiotykow, w tym lekow powszechnie stoso-
wanych w praktyce klinicznej sprawit, ze regulacja
aktywno$ci CYP1A2 stata si¢ obiektem wielu badan.
Testy badajace wplyw roznych zwigzkow na aktyw-
no$¢ enzymow metabolizujacych leki pozwolg unikngé
zagrozen zwigzanych z wystepowaniem zwigkszonej
toksycznosci leku lub obnizeniem efektywnosci pod-
jetego leczenia. W dostepnym pismiennictwie brak jest
informacji na temat oddziatywania jadu pszczelego oraz
jego sktadnikoéw na metabolizm ksenobiotykéw. Sa to
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pierwsze badania dotyczace wplywu jadu pszczelego
na aktywnos$¢ enzymu z rodziny CYP450.

Do ilosciowego okreslenia inhibitorowych wta-
sciwosci okreslonej substancji wobec enzymu stuzy
warto$¢ IC, . Jest to takie stezenie inhibitora, ktore
powoduje 50% inhibicji enzymu. Zatem im nizsze
IC, , tym silniejszym inhibitorem jest dana substancja.
Uzyskano nastepujace parametry krzywej wzorcowe;j
dla produktu reakcji enzymatycznej (3-cyjano-7-eto-
ksykumaryny): y = 391,23x, r = 0,9996. Wartosci IC_
dla roznych probek Jadu pszczelego wzgledem CYP 1A%
roznily sig, przyjmujac wartosci z zakresu od 0,13 pg/ml
do 2,38 ug/ml (tab. 3). Warto$¢ $rednia IC_ dla jadu
pszczelego wyniosta 0,74 pg/ml (mediana = 0,63 ug/
ml). Rzad wielkosci wartos¢ 1C, dla probek jadu
pszczelego jest porownywalny do otrzymanej wartosci
IC,, dla furafyliny, ktora wynosi 1,53 pg/ml. Dowodzi
to silnych wtasciwosci inhibitorowych jadu pszczelego
wzgledem CYP1A2. Krzywe inhibicji dla jadu pszcze-
lego oraz wzorcowego inhibitora CYP1A2 — furafyliny
sa przedstawione na ryc. 1 i 2. Na podstawie otrzy-
manych wynikow mozna wnioskowaé, ze aktywnosc
inhibitorowa jadu pszczelego wzglegdem CYP1A2 nie
spada znaczaco podczas jego przechowywania w formie
statej w temperaturze 5°C, bez dostgpu $wiatta, nawet
w ciggu kilku lat. W celu przeprowadzenia petnej anali-
zy statystycznej (opartej na testach charakteryzujacych
si¢ duzg mocg), majacej na celu okreslenie wplywu cza-
su przechowywania jadu na jego aktywno$¢ wzgledem
CYP1A2 niezbedne jest jednak przeprowadzenie badan
na wigkszej ilo$ci reprezentatywnych probek.

W przypadku melittyny wykazano, ze warto$¢ IC,
wyn051 41,04 pg/ml. Otrzymane wyniki wskazujq na
to, ze mehttyna stosunkowo stabo w poroéwnaniu do
Jadu pszczelego hamuje aktywnos¢ CYP1A2. Mozna
zatem przypuszczaé, ze za inhibicj¢ cytochromu
CYP1A2 w przypadku jadu pszczelego odpowiadaja
inne jego sktadniki. Jad pszczeli jest niezwykle ztozong
matryca, ktora charakteryzuje okreslona zdolnos¢ ha-
mowania aktywno$ci enzymu CYP1A2. Ta wlasciwos¢
jadu pszczelego moze pochodzi¢ od jednego badz od
kilku jego sktadnikow, moze by¢ rowniez wynikiem
synergicznego dziatania dwoch lub wigkszej liczby
sktadnikow.
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Tab. 3. Wartosci IC, probek jadu pszczelego odpowiadajace
stezeniu jadu powodujacemu zahamowanie aktywnosci en-
zymu CYP1A2 w 50%

Prébki jadu pszczelego Wiek probki (lata) IC,, (ng/ml)
Jad pszczeli 1 1 0,22
Jad pszczeli 2 (Sigma) 1 0,44
Jad pszczeli 3 1 1,18
Jad pszczeli 4 2 0,13
Jad pszczeli 5 2 0,27
Jad pszczeli 6 2 0,35
Jad pszczeli 7 3 0,67
Jad pszczeli 8 3 0,70
Jad pszczeli 9 3 0,74
Jad pszczeli 10 4 0,40
Jad pszczeli 11 4 0,77
Jad pszczeli 12 4 1,00
Jad pszczeli 13 5 0,35
Jad pszczeli 14 5 0,48
Jad pszczeli 15 5 0,59
Jad pszczeli 16 8 1,1
Jad pszczeli 17 8 1,38
Jad pszczeli 18 8 2,38
Jad pszczeli 19 10 0,59
Jad pszczeli 20 10 1,14

W zwigzku z tym, ze wartosci IC, | dlaroznych probek
Jadu pszczelego wykazuja stosunkowo duzg zmien-
no$¢, nalezy podejrzewac, ze jest ona spowodowana
roznicami w sktadzie badanych probek jadu pszczele-
go. Dostepna literatura podaje bowiem, ze sktad jadu
pszczelego moze si¢ zmienia¢ w zaleznosci od wieku
pszczol, linii pszczot, miesigea oraz roku pozyskiwania
probek (17, 39).

Podczas uzadlenia przez pszczot¢ miodng do organi-
zmu ofiary zostaje wprowadzone od 50-150 pg jadu (6,
9). Z kolei w trakcie immunoterapii majgcej na celu od-
czulenie pacjenta z alergig na jad pszczeli podawane sa
rozne dawki poczatkowe (0,001-0,1 pg jadu) oraz pod-
trzymujace (100-200 pg jadu), w zaleznosci od rodzaju
terapii (3, 10, 23, 31, 33). Uwzgledniajac, ze wartosci
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Ryc. 1. Krzywa inhibicji CYP1A2 dla probki jadu numer 6.
IC,, = 0,40 pg/ml

Ryc. 2. Krzywa inhibicji CYP1A2 dla furafyliny — wzorcowego
inhibitora CYP1A2. IC_ = 1,53 pg/ml
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IC,  badanych probek jadu mieszczg si¢ w granicach od
0,13 ng/ml do 2,38 ug/ml nalezy wnioskowac, iz ilosci
jadu wprowadzone do organizmu, wynoszace od kil-
kudziesigciu do kilkuset pg moga hamowa¢ CYP1A2.

Otrzymane wyniki powinny zwroci¢ uwage na pro-
blem mozliwych interakcji pomi¢dzy jadem pszczelim
a prowadzong terapig. W przypadku inhibicji enzymow
CYP450 szczegdlng uwage nalezy zwrdci¢ na leki
o waskim indeksie terapeutycznym, takie jak teofilina
(2). W zwigzku z zahamowaniem CYP1A2 przez jad
pszczeli moze dojs¢ do nasilenia dzialan niepoza-
danych w trakcie terapii teofiling lub innymi lekami
metabolizowanymi przez ten izoenzym. Na podstawie
dostepnego pismiennictwa wiadomo, ze u pacjentow
poddawanych immunoterapii zaleca si¢ odstawienie
lekow z grupy inhibitorow konwertazy angiotensyny
oraz B-blokerow, poniewaz przyjmowanie tych lekow
zwigksza ryzyko cig¢zkiej reakcji anafilaktycznej po
uzadleniu przez pszczole (24, 32, 36). Lista substancji
mogqcych potencjalnie interferowac z jadem pszczelim
moze obejmowac takze leki z innych grup.

Uzyskane dane, prezentowane w niniejszym artykule,
powinny stanowi¢ podstawe do dalszych badan, maja-
cych na celu petne wyjasnienie mechanizmu hamowania
CYP1A2 przez jad pszczeli. Ponadto nalezy zbada¢
wplyw tego surowca na inne izoenzymy z rodziny
CYP450, co zwigkszy bezpieczenstwo 1 skuteczno$¢
stosowanej farmakoterapii u ludzi oraz u zwierzat.
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