Cel projektu

W badaniach planujemy sprawdzi¢, czy substancje takie jak fitokannabinoidy a doktadnie CBD (kannabidiol)
oraz ekstrakt z rosliny konopi leczniczych (Cannabis sativa), ktore nie wywotuja efektow psychoaktywnych,
w potaczeniu z modulacja uktadu endokannabinoidowego moga redukowa¢ proces NETozy w otoczeniu
mikrosrodowiska nowotworowego

Opis badan

Proces NETozy to jeden z mechanizmow obronnych neutrofilow, czyli komorek nalezacych do naszego uktadu
odpornosciowego. Neutrofile jako pierwsza linia obrony naszego organizmu, migruja do miejsca objetego
stanem zapalnym i wykorzystujac, m.in. NEToze¢ do eliminowania drobnoustrojow, komorek martwiczych,
czy tez komorek nowotworowych. NEToza polega na dekondensacji chromatyny, czyli rozluznieniu struktury
DNA i wydzieleniu z wnetrza komorki, tzw. zewnatrzkomorkowych sieci DNA. Mechanizm ten prowadzi
niestety do $mierci litycznej neutrofilow, przez ktorg komorki obumieraja i nie moga dalej petni¢ sowich
funkcji, takich jak, np. fagocytoza, czy degranulacja. Wydzielone sieci DNA sg bogato ozdobione
roznorodnymi biatkami a przede wszystkim enzymami, ktére moga prowadzi¢ do degradacji macierzy
zewnatrzkomorkowej (substancji otaczajacej komorki) a nawet uszkodzenia tkanek. Mechanizm ten jest
szczegoOlnie istotny w mikro§rodowisku nowotworowym, poniewaz panuje w nim stan przewleklego zapalenia,
do ktoérego bardzo intensywnie rekrutowane sg neutrofile. Ponadto komorki nowotworowe uwalniajg czynniki
chemotaktyczne nasilajagce migracje i generowanie NETozy neutrofilow. W efekcie dochodzi do uwalnianie
duzych ilosci putapek DNA a tym samym enzymdw proteolitycznych, ktére mogg, m.in., wspiera¢ uwalnianie
komoérek nowotworowych ze zrgbu guza nowotworowego i umozliwia¢ powstawanie przerzutow.

1. W pierwszej czesci naszych badan chcemy sprawdzié¢, czy CBD, ekstrakt z konopi leczniczych oraz
modulacja uktadu endokannabinoidowego (hamowanie / aktywacja receptorow tego uktadu) moze redukowaé
NEToze neutrofilow wywotang trzema réznymi czynnikami: PMA (powszechnie stosowany induktor NETozy
samobojczej), mediami kondycjonowanymi znad komoérek nowotworowych oraz przygotowanym przez nas
koktajlem czynnikéw wydzielanych przez komorki nowotworowe. Neutrofile izolowane beda z krwi
obwodowej zdrowych dawcow. Do analizy przygotowanych probek planujemy wykorzysta¢ cytometrig
przeplywowga oraz technike WesterBlot.

2. W drugiej czgsci badan planujemy sprawdzi¢, czy przy zastosowaniu CBD lub ekstraktu z konopi leczniczy
i rownocze$nie modulacja uktadu endokannabinoidowego (hamowanie / aktywacja receptorow tego uktadu)
redukcja NETozy bedzie miata wplyw na proprzerzutowy charakter komorek nowotworowych. Konkretnie,
chcemy dokona¢ koinkubacji neutrofilow z komdrkami nowotworowymi w obecnosci wybranych przez nas
zwigzkéw redukujacych NEToze. Nastgpnie wykorzystujac metode RT-qPCR chcemy sprawdzi¢, czy
regulacja NETozy ma zwigzek z profilem ekspresji wybranych przez nas genow, ktore to sg charakterystyczne
dla komoérek nowotworowych majacych wysoki potencjal przerzutowy.

Powody dla ktérych podjeto tematyke badawczg

Wyniki dotychczas przeprowadzonych badan wskazuja, ze zarowno fitokannabinoid CBD jak i ekstrakt z
konopi leczniczych, czy tez modulacja dziatania uktadu endokannabinoidowego mogg redukowa¢ NEToze
neutrofilow w $rodowiskach objetym stanem zapalnym. Doniesienia dotycza jednak réznych modeli
chorobowych za wyjatkiem choréb nowotworowych i ich mikrosrodowska. Ponadto doktadny mechanizm
dziatania fitokannabinoidéw jak i1 uktadu endokannabinoidowego w kontek$cie redukowania NETozy i
nadmienrje aktywacji neutrofiléw nie zostal w petni poznany. Zaproponowane przez nas badania wskazujg na
niezglebiong do tej pory niszg badawcza i skupiaja si¢ na zupetnie nowym problemie, ktorego proba poznania
moze wskaza¢ droge do stworzenia skutecznej terapii ograniczajacej NEToze neutrofiléw w mikrosrodowisku
nowotworowym a tym samym powstawanie przerzutow nowotworowych.

Najwazniejsze spodziewane efekty

Oczekujemy, ze zastosowanie CBD lub ekstraktu z konopi leczniczych wraz z modulacjg uktadu
endokannabinoidowego pozwoli redukowaé¢ proces NETozy generowany przede wszystkim mediami
kondycjonowanymi oraz czynnikami wydzielanymi przez komoérki nowotworowe. Ponadto oczekujemy, ze
ograniczenie NETozy bedzie wigzalo si¢ z redukcjg poziomu ekspresji gendéw zwigzanych z procesem
tworzenia przerzutow a wyniki naszych badan beda podstawa do kontynuowania zgtebiania poruszonego przez
nas problemu badawczego.



