NIETECHNICZNE STRESZCZENIE DOSWIADCZENIA

1. Tytut projektu:

Ocena aktywnosci przeciwzapalnej i przeciwbolowej niskonarkotycznych (o niskiej zawartosci
THC i wysokiej CBD) odmian Cannabis sativa jako srodkoéw wspomagajacych leczenie pacjentéw

onkologicznych.
1. Czas trwania projektu 01.02-31.03.2018

2. Stowa kluczowe (maksymalnie 5 stow): kannabidiol (CBD), wyciag roslinny, ekspresja na

poziomie mRNA, aktywno$¢ przeciwzapalna i przeciwbolowa

3. Cel projektu (art. 3 ustawy) (wpisa¢ odpowiednig kategori¢ z ponizszych): kategoria: B — ,,Badania

translacyjne lub stosowane” (Badania stosowane); niewymagane przepisami w zakresie toksykologii i

ekotoksykologii

A. Badania podstawowe

B. Badania translacyjne lub stosowane

C. Badania majgace na celu zachowanie gatunku

D. Badania z zakresu medycyny sadowe;j

E. Badania zapewniajace poprawe dobrostanu zwierzat lub warunkéw chowu lub hodowli zwierzat gospodarskich

F. Badania w celu opracowania i produkeji produktéw leczniczych, srodkéw spozywczych, pasz lub innych substancji lub
produktow, lub badan ich jakosci, skutecznosci lub bezpieczenstwa stosowania

G. Badania w celu ochrony $rodowiska naturalnego

H. Badania w celu ksztatcenia na poziomie szkolnictwa wyzszego lub szkolenia w celu nabycia lub doskonalenia kompetencji

zawodowych

5. OPIS PLANOWANEGO DOSWIADCZENIA

Nalezy okresli¢ cel naukowy lub edukacyjny doswiadczenia, w tym przewidywane szkody, jakie moze ono spowodowac u
wykorzystywanych zwierzat, i korzysci, jakie przyniesie ono dla rozwoju nauki i dydaktyki. Maksymalnie 250 stow, tekst musi

by¢ zrozumiaty dla niespecjalisty.

Celem projektu jest sprawdzenie czy niskonarkotyczna (o niskiej zawartosci THC -

tetrahydrocannabinol i wysokiej CBD - kannabidiol) odmiana Cannabis sativa wykazuje dziatanie



przeciwzapalne oraz miejscowe dziatanie przeciwbolowe oraz ocena podloza molekularnego tych
aktywnos$ci w zwierzgcym modelu stanu zapalnego indukowanego karagening.

Z uwagi na wystepowanie licznych dzialan niepozadanych czy tez przeciwwskazan do
standardowego leczenia przeciwzapalnego, poszukuje si¢ alternatywnych metod terapii. Wykorzystanie
niskonarkotycznych (o niskiej zawartosci THC i wysokiej CBD) odmian konopi siewnych (Cannabis
sativa) moze stanowic alternatywe w zwalczaniu stanu zapalnego oraz bolu wystepujacego jako sktadowa
zapalenia

W niniejszym doswiadczeniu wykorzystany zostanie ekstrakt z ziela C. sativa, ktory podany
zostanie zwierzgtom po indukcji stanu zapalnego w tapie za pomoca karageniny. Nie beda to zwierzeta z
chorobg nowotworowa, jedynie zwierzg¢ta z indukowanym stanem zapalnym. Jest to uzasadnione,
poniewaz badania naukowe jednoznacznie wskazuja, iz bol jest powszechnym zjawiskiem u pacjentow
onkologicznych, natomiast nieodlgcznym elementem progresji i rozwoju raka jest stan zapalny. Poszukiwanie
nowych metod zwalczania bélu o podtozu zapalnym oraz poznanie mechanizméw molekularnych tych zjawisk jest
wiec jednym z istotnych trendéw badan farmakologicznych w onkologii [1]. Dziatanie ekstraktu na poziomie
molekularnym i fizjologicznym zostanie ocenione poprzez analize zmian ekspresji mRNA i biatka dla
wybranych czynnikow zapalnych oraz receptorow zwigzanych ze zjawiskiem bolu.

Zwierzeta z uwagi na charakter doswiadczenia beda poddawane procedurom zwigzanym z
odczuwaniem bolu, jednakze stres zwigzany z tym przezyciem ograniczony zostanie do minimum
poprzez mozliwie sprawne przeprowadzenie do$wiadczenia przez przeszkolony personel. Podobnie,
liczba zwierzat uzytych w do$wiadczeniu bgdzie mozliwie najmniejsza tak, by uzyska¢ wiarygodne
wyniki przy pomocy standardowych obliczen statystycznych. Ograniczono liczbe zwierzat w grupie
badanej do 10 szczuréw majac na uwadze ich dobro, nie narazajac niepotrzebnie wickszej liczby zwierzat
na niepotrzebny stres.

Podsumowujac, tgczna liczba zwierzat w badaniu to 50 osobnikow. Przewidywane szkody w
doswiadczeniu wigza si¢ dystresem odczuwania bolu, jednakze korzyscig ptynaca z prowadzonych badan,
bedzie nowa informacja o potencjalnym dziataniu przeciwbolowym i przeciwzapalnym badanych

srodkow.

1. [Laird BJ, Scott AC, Colvin LA, McKeon AL, Murray GD, Fearon KC, Fallon MT. Cancer pain and its relationship to systemic inflammation: an exploratory
study. Pain. 2011 Feb;152(2):460-3.]

6. LICZBA ORAZ GATUNKI ZWIERZAT PLANOWANYCH DO WYKORZYSTANIA W
DOSWIADCZENIU



Badanie przeprowadzone zostanie na 50 szczurach samcach Wistar stado niekrewniacze, o masie ciata
230-350 Q.

7. OPIS UWZGLEDNIENIA ZASAD ZASTAPIENIA, OGRANICZENIA I UDOSKONALENIA

Zasada zastapienia

Do tej pory brak innych, efektywnych i wysoce informatywnych metod badawczych
pozwalajacych przesledzenie odpowiedzi zywego organizmu na stosowanie substancji o spodziewanym
dzialaniu przeciwbdlowym/przeciwzapalnym, stad tez zaplanowany model do tego rodzaju badan
zdaniem wnioskodawcy wydaje si¢ by¢ w peini adekwatny. Implementacja hodowli komoérkowych i
tkankowych do eksperymentu stanowigcego podstawg wniosku nie odzwierciedlatoby efektu
farmakologicznego badanych ekstraktow i ich tkankowej dystrybucji w organizmie. Dotychczas nie
opracowano efektywnego modelu dla badan przedklinicznych, ktory zastapitby ocene zaplanowanego
dziatania in vivo. Prowadzone badania w tej materii oparte sg tylko na wykorzystaniu organizmow
modelowych, w szczegdlnosci szczurow. Jest to podyktowane znaczgcym podobienstwem reakcji

organizmow tych zwierzat i ludzi oraz z uwagi na dostgpno$¢ narzgdzi (metod) badawczych.

Zasada ograniczenia

Eksperymentalny model obrzgku 1 stanu zapalnego u szczurdéw, otrzymany przez wstrzyknigcie
karageniny, jest procedura szeroko stosowang do oceny potencjalnej aktywnosci przeciwzapalnej nowych
lekéw. W badaniu zostanie uzyta minimalna ilos¢ zwierzat doswiadczalnych (n=50) umozliwiajaca
przeprowadzenie eksperymentu w sposob wiarygodny oraz poprawne wnioskowanie statystyczne. Dla
kazdej substancji czynnej lub ekstraktu przeznaczonych zostanie 10 osobnikow, co stanowi niezbedne
minimum badawcze pozwalajace na poprawne wnioskowanie oraz wykluczajace konieczno$é
ewentualnego powtarzania analiz. Liczba 10 osobnikow na kazda grupe wynika rowniez z faktu
zroznicowania mi¢dzyosobniczego zwierzat, a co si¢ z tym wigze z odmiennej reakcji na podawane
substancje. W zwiazku z tym, zastosowanie odpowiednio liczebnej grupy umozliwi réwniez wstepne
oszacowanie zrdéznicowania populacyjnego i ustalenie wartosci usrednionych. Podobnie w przypadku
ilosci grup badanych, zostaly one ograniczone do minimum testowanych substancji poprzez wybor tylko
jednej substancji referencyjnej, jaka jest kwas acetylosalicylowy (ASA), dwoch réznigecych sig

zawartoscig kannabidiolu ekstraktow Cannabis sativa oraz czystego kannabidiolu (CBD) stanowigcego



odniesienie do oceny aktywnosci ekstraktow.
Podzial grup doswiadczalnych bedzie ograniczony do minimum pod wzgledem wyboru analizowanych

substancji oraz ilosci osobnikoéw i1 bedzie wygladat nastepujaco:

1z = K = karagenina (2000 pg; s.c.) + olej (10 osobnikow)

2z - karagenina + ASA (200 mg/kg m.c.; p.o.) (10 osobnikéw)

3z = karagenina + CBD (40 mg/kg m.c.; p.0.) (10 osobnikow)

4z = karagenina + CA B (20mg/kg m.c.; p.0.) (ekstrakt B z C. sativa) (10 osobnikow)
5z = karagenina + CA D (20 mg/kg m.c.; p.o.) (ekstrakt D z C. sativa) (10 osobnikow)

Nadto, dawki dla badanych substancji (karagenina (2000 ug; s.c.); ASA (200 mg/kg m.c.; p.o.);
CBD (40 mg/kg m.c.; p.o.); CA B i D (20mg/kg m.c.; p.o.) przewidziane w eksperymencie zostaly
zaprojektowane w taki sposob by wykazywaty mozliwie najbardziej efektywna, spodziewang aktywno$¢
farmakologiczna, przy jednoczesnej eliminacji ryzyka wystegpowania dzialah niepozadanych, o

najmniejszym z mozliwych doznan powodujacych dyskomfort zwierzat doswiadczalnych.

Zasada udoskonalenia
Podczas przeprowadzania badania zaktada si¢ ograniczenie do minimum niekorzystnych skutkow
i odczu¢ zwierzat w czasie trwania procedury poprzez utrzymywanie ich w jak najlepszych warunkach

bytowych oraz ich obstuge przez wykwalifikowany personel zwierzgtarni.

W niniejszym badaniu, w celu wywotania miejscowego zapalenia, zastosowano najmniejsza
efektywna dawke karageniny 0,1 ml 1% roztworu. Opublikowane badania porownujace dziatanie tego
srodka w trzech stezeniach (0.3, 1 1 3%) wykazato brak skuteczno$ci najmniejszego z nich, tj. 0.3%
karageniny, podczas gdy stezenia 1 1 3% byty efektywne (Rajan Radhakrishnan,a,b Steven A. Moore,c,d
and Kathleen A. Slukaa. Unilateral carrageenan injection into muscle or joint induces chronic bilateral
hyperalgesia in rats. Pain. 2003 Aug; 104(3): 567-577). Zastosowane w niniejszym badaniu st¢zenie
karageniny (1%) umozliwia wigc przeprowadzenie eksperymentu i1 uzyskanie wiarygodnych wynikow
przy jednoczesnym utrzymaniu najmniejszego bolu i stresu dla zwierzat.

Warunki hodowli, miejsce przeprowadzania doswiadczenia, a takze przygotowanie i
doswiadczenie personelu pozwoli do minimum ograniczy¢ stres zwierzat w badaniu. Zwierzgta beda
utrzymywane w zwierz¢tarni prowadzonej w kategorii konwencjonalnej CV — I, urozmaicenia w klatce —

drewniane klocki, rurki.



