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IZVLECEK

Kljuéne besede: farmakolosko delovanje; kanabidiol — farmakokinetika — u¢inki zdravil;

sploSna anestezija; psihi¢ni stres — psihologija; podgane

Namen dela je vrednotiti sedativni ucinek kanabidiola (CBD) pri uvajanju v splo$no
anestezijo z izofluranom, natan¢neje ¢as uvoda v anestezijo in ¢as prebujanja iz splosne
anestezije (Cas pojava umaknitvenega refleksa okoncine in ¢as do zacetka gibanja), ter
vrednotiti vpliv CBD na inducirani akutni stres pri laboratorijskih podganah.

V prvem delu raziskave smo pri laboratorijskih podganah, ki so predhodno po orogastri¢ni
sondi prejele CBD v odmerku 100, 20, 10, 2 ali 0 mg/kg, izvedli sploSno anestezijo z
izofluranom in dologili ¢as uvoda v anestezijo. Zivali so po nastopu splone anestezije bile e
15 sekund izpostavljene izofluranu, za tem smo anestezijo prekinili in dolo¢ili ¢as do pojava
umaknitvenega refleksa in zagetka gibanja. Cas uvoda v anestezijo je bil pri Zivalih, ki so
prejele CBD v odmerku 20 mg/kg, znacilno krajsi v primerjavi s kontrolno skupino, ki ni
prejela CBD. Med prebujanjem je bil ¢as do zacetka gibanja pri zivalih, ki so CBD prejele v
odmerku 100 mg/kg znacilno daljsi kot pri tistih, ki so prejele 20 mg/kg. Rezultati kazejo, da
je vpliv CBD na anestezijo z izofluranom odvisen od odmerka in da CBD lahko skrajsa uvod
ali podalj3a ¢as prebujanja. Ceprav je bila $tudija izvedena na laboratorijskih podganah, bi
bilo izsledke raziskav priporoc¢ljivo upostevati tudi v klini¢ni praksi, predvsem ko se pri
pacientih, ki prejemajo CBD, izvaja splo$na anestezija.

V drugem delu raziskave smo ocenjevali vpliv CBD na inducirani akutni stres. Eno uro pred
induciranim stresom, ki smo ga sprozili z enourno omejtitvijo gibanja, smo zZivalim z
orogastri¢no sondo dali razlicne odmerke CBD (100, 20, 10, 2 in 0 mg/kg). Po enourni
omejitvi gibanja smo izvedli test na odprtem polju, s katerim smo ovrednotili odziv na akutni
stres. V okviru testa smo ocenili sledec¢e parametre: stevilo prehodov v osrednjo cono, ¢as
zadrZevanja v notranji coni, skupno prehojeno razdaljo, delez premikanja, $tevilo negovanj
podrocij glave in Stevilo dvigov na zadnji okon¢ini. Akutni stres smo dodatno ovrednotili z
dolocitvijo koncentracije kortikosterona v krvi. Ugotovili Smo znacilno vecje Stevilo
prehodov v osrednjo cono odprtega polja pri zivalih, ki so CBD prejele v odmerku 10 in 20

mg/kg, kot pri zivalih, ki odmerkov niso prejele. Pri ostalih opazovanih parametrih znacilnih
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razlik med skupinami nismo ugotovili. Na podlagi preu¢evanih rezultatov anksioliticnega
u¢inka CBD nismo potrdili. Koncentracija kortikosterona v krvi je bila v primerjavi s
kontrolno skupino znacilno visja pri zivalih, ki so CBD prejele v odmerku 20 in 100 mg/kg.
Vpliva CBD na stresni odgovor prav tako nismo zaznali, rezultati vedenjskih testov pa
nakazujejo, da sprozeni stres zvisa kasnejSo aktivnost zivali. Za potrditev tega opazanja bi

bilo treba opraviti dodatne raziskave.
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ABSTRACT

Key Words: pharmacologic action; cannabidiol — pharmacokinetics — drug effects; anesthesia,
general; stres psyhological — psyhology; rats

The aim of the study was to ivestigate the dose-related effects of premedication of cannabidiol
(CBD) on the course of isoflurane anesthesia (induction time, time to onset of withdrawal
reflex, recovery time). The purpose of this study was also to evaluate the influence of CBD on
the acute stress response.

In the first part of the study Wistar rats were pretreated with different doses of CBD one hour
before isoflurane anesthesia. Animals received CBD at doses of 100, 20, 10, 2 or 0 mg/ kg
using gavage. The induction time was determined. Animals were further 15 seconds exposed
to isoflurane and after exposure time to appearance of the withdrawal reflex and the recovery
time were determined. In the group pretreated with 20 mg/kg CBD the induction time was
significantly lower than in control group. Recovery time was longer in the group pretreated
with CBD 100 mg/kg than in the group pretreated with CBD 20 mg/kg. The results indicate
that the impact of CBD on the course of isoflurane anesthesia is dose-dependent and can
reduce the induction time and prolong recovery time. Although this study was performed in
laboratory rats, results should be considered in clinical practice when CBD-treated patients

undergo isoflurane anesthesia.

The second part of the study examined the influence of CBD on induced acute stress
response. Acute stress was induced by movement restriction. One hour before movement
restriction, Wistar rats were pretreated with different doses of CBD. In the pretreatment,
animals received 100, 20, 10, 2 or 0 mg/kg CBD by gavage. After movement restriction the
animals were placed to open field arena. Acute stress response was evaluated by physiological
behavioral test in the open field. The following parameters were evaluated: mobility rate,
inside rate, total distance, number of crossing the inner zone, grooming, number of lifts on
hind legs. Additionally, stress response was evaluated by determination of plasma

corticosterone concentration.
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The results show higher number of enterance the inner zone in rats pretreated with CBD in
doses 10 and 20 mg/kg in comparisson to control group. Significant differences between the
experimental and control groups were not found in other parameters. Therefore, the results did
not confirm the anxiolytic effects of CBD. Corticosterone concentrations were higher in rats
pretreated with 20 and 100 mg/kg CBD. The impact of CBD on the stress response were not
confirmed. However, the results of behavioral tests suggest that stress induced by movement
restriction results in increased animal activity. Further studies are needed to confirm this

observation.
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2-AG 2-arahidonoil glicerol

5HT1A podtip serotoninskega receptorja
ACTH adrenokortikotropni hormon

AEA anandamid ali N-arahidonoil-etanol amin
Ca?* kalcijevi ioni
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CB2 kanabinoidni receptor tipa dva

CBD kanabidiol

CBGA kanabigerolna kislina

CRH kortikoliberin

CYP-450 citokrom 450

FAAH amidna hidrolaza mascobnih kislin
GABA gama-aminomaslena kislina

GliRs glicinski receptor

GPR55 z G-proteinom sklopljeni receptor 55
LSD test najmanjSe pomembne razlike; ang. least significant difference
MAGL monoacilglicerolna lipaza

MCT olje srednje veriznih trigliceridov
POMC propiomelanokortikotropin

PPARYy peroksionski proliferator aktiviran receptor gama
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SPSS statistical package for the social sciences
THC tetrahidrokanabinol

TRPV1 vaniloidni receptor; ang. transient receptor potential cation channel subfamily V
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1 UvOD

1.1 PREGLED LITERATURE

1.1.1 Fitokanabinoidi

Kanabinoidi so spojine, ki v organizmu reagirajo z endokanabinoidnim sistemom. Po izvoru
jih razdelimo na fitokanabinoide, ki se pojavljajo v rastlinskem svetu, endokanabinoide, ki
nastajajo v organizmu zivali in ljudi, in na sinteticne kanabinoide.

Fitokanabinoidi so produkt presnove konoplje Cannabis sativa L. Obstaja ve¢ podvrst te
rastline, ki se razlikujejo po koli¢ini psihoaktivnega fitokanabinoida tetrahidrokanabidiola
(THC). Poznanih je ve¢ kot 100 razli¢nih fitokanabinoidov (Preedy, 2017; Mechoulam, 2005;
Bernstein in sod., 2019). Prekurzor biosinteze fitokanabinoidov je kanabigerolna kislina
(CBGA), ki s pomoc¢jo encima olivetolat-geraniltransferaze nastane iz olivetolne ali
divarinoli¢ne kisline in geranil pirofosfata. Ob tem nastanejo sekundarni presnovki
terpenofenolne strukture, Ki jih po strukturnih znacilnostih razvr§¢amo v 11 skupin (Thomas
in sod., 2016; Strukelj, 2019).

V konoplji (Cannabis sativa L.) se fitokanabinoidi nahajajo v obliki karboksilnih kislin. Med
postopkom priprave zdravil je potrebno fitokanabinoide s segrevanjem dekarboksilirati, pri
¢emer postanejo njihovi farmakoloski ucinki izrazitejsi (Tavcar Benkovic, 2019). V
nadzemnih delih konoplje se v najve¢ji koncentraciji nahajata fitokanabinoida THC in CBD.
Obenem je koncentracija posameznih kanabinoidov v konoplji odvisna od genetske
predispozicije (podvrste) in starosti rastline ter od pogojev gojenja, kot so izpostavljenost
son¢ni svetlobi, temperatura, vlaga, oskrba z vodo in hranilnimi snovmi (Tavcéar-Benkovic in
sod., 2019). Tako vsebuje industrijska konoplja (Cannabis sativa L subsp. sativa), ki se sicer
uporablja kot surovina za proizvodnjo tkanin, gradbenega materiala, papirja, olja, moke in
krme, zelo malo THC (pod 0,2 %), hkrati pa veliko CBD (Bernstein in sod., 2019). Nasprotno
indijska konoplja (Cannabis sativa L subsp. indica) vsebuje vecje koli¢ine THC. Znano je, da
konoplje vsebujejo vec kot 400 razli¢nih kemijskih spojin, od tega ve¢ kot 100
fitokanabinoidov (EMCDDA, 2018). V preteklosti se je konopljina smola uporabljala v
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medicinske namene kot zdravilo s spazmoliti¢nim, sedativnim, analgeti¢nim in hipnoti¢nim
u¢inkom. Z razvojem novih zdravil je svoj pomen v medicini izgubila. V zadnjem desetletju
so novi podtipi indijske konoplje spet dobili mesto v farmaciji in medicini (EMCDDA, 2018).
V konoplji se nahajajo tudi Stevilni terpeni, terpenoidi, flavonoidi, lignani, klorofili,
stilbenoidi in alkaloidi, ki so za medicinsko uporabo manj pomembni. Medicinsko
pomembne;jsi spojini sta le psihoaktivni terpen limonen, ki po inhalaciji prispeva k boljSemu

razpolozenju, ter mircen, ki deluje pomirjevalno in uspavalno (WHO, 2018).

1.1.2 Endokanabinoidni sistem

Endokanabinoidni sistem sodeluje pri razli¢nih fizioloskih procesih v organizmu.
Nezanemarljiva je njegova vloga pri razvoju osrednjega ziv¢evja in plasti¢nosti sinaps,
omogoca spominske procese, zmanjSuje zaznavo bole¢ine, uravnava apetit, sodeluje pri
regulaciji telesne temperature, vnetju in prepoznavanju antigenov (Lu in Mackie, 2016).

V zgodnjih devetdesetih letih 20. stoletja je spoznanje, da se THC veZe na specifi¢ne
membranske receptorje, vodilo v odkritje endokanabinoidnega sistema (Maroon J. in Bost J.,
2018; Shultz in sod., 2018).

Endokanabinoidni sistem sestavljajo endokanabinoidni ligandi, kanabinoidna receptorja 1
(CB1) in 2 (CB2) ter encima monoacilglicerolna lipaza (MAGL) in amidna hidrolaza
mascobnih kislin (ang. fatty acid amide hydrolase — FAAH), ki sodelujeta pri sintezi,

transportu in razgradnji endokanabinoidov (Patel in sod., 2017).

Endokanabinoidni ligandi so endogeni prenasalci signalov med sosednjimi celicami, na
primer med nevroni v sinapsah. Domnevno delujejo kot retrogradni transmiterji, kar pomeni,
da signali namesto v smeri od presinapti¢nih do postsinapti¢nih nevronov potujejo v obratni
smeri (slika 1) (Freund in sod., 2003).
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Slika 1:Prikaz vezave anandamida (AEA) in arahidonoil glicerola (2-AG) na receptor CB1

Od endokanabinoidnih ligandov sta najbolj raziskana N-arahidonoil-etanol amin ali
anandamid (AEA) in 2-arahidonoil glicerol (2-AG). Prekurzorja obeh se nahajata v lipidnih
membranah sinaps nevronov. Njuno sintezo sprozi poviSana znotrajceli¢na koncentracija
kalcijevih ionov (Ca?"). Razlikujeta se po afiniteti in moci vezave na kanabinoidne receptorje,
pri ¢emer 2-AG prevladuje v osrednjem Ziv€evju in ima enako afiniteto do receptorjev CB1
kot do CB2. AEA deluje kot delni agonist receptorjev CB1 in CB2. V primerjavi z 2-AG ima
manijso afiniteto do CBI, e teZje pa se povezuje s CB2 (Lu in Mackie, 2016; Strukelj, 2019;
Patel in sod., 2017). Kot endokanabinoidni ligandi se v organizmu nahajajo tudi 2-
arahidonilgliceril eter (noladin), O-rahidoniletanolamin (virodhamin) in N-
arahidonildopamin. Sintetizirajo se ve¢inoma v membranah postsinapti¢nih nevronov, pri
¢emer njihova vloga Se ni povsem pojasnjena (Maroon in Bost, 2018; Patel in sod., 2017).
Kanabinoidna receptorja CB1 in CB2 sta sklopljena s proteinom G. CB1 se nahajajo na
presinapti¢énih membranah nevronov v osrednjem in perifernem zivcevju. Najvecja gostota
CBL1 je v jedrih bazalnih ganglijev, skorji velikih mozganov, hipokampusovem kompleksu
(gyrus dentatus), mandljastem telesu (amygdala) in v malih moZganih. Zaradi specifi¢ne
lokacije domnevno sodelujejo pri spominskih in ¢ustvenih procesih, vplivajo na zaznavo

bolecine, spodbujajo apetit ter sodelujejo pri Casovni percepciji in propriocepciji (Maroon in
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Bost, 2018; Klumpers in Thacker, 2018). Manjsa gostota CB1 je v mozganskem deblu,

podaljsani hrbtenjaci in pomolu srednjih mozganov. (Galiegue, 1995).

Receptorjev CB2 je v osrednjem zivéevju relativno malo, Stevilnejsi so v limfatiénem
sistemu, predvsem na povrsini limfocitov B in celic ubijalk, v tkivu vranice, timusa, tonzil in
v gastrointestinalnem traktu. Sodelujejo pri imunskem odzivu in vnetnih procesih (Maroon in
Bost, 2018; Lu in Mackie, 2016; Klumpers in Thacker, 2018; Galiegue, 1995; Wright, 2008).
V zadnjih letih je bilo ugotovljeno, da se endokanabinoidi povezujejo tudi z nekaterimi
nekanabinoidnimi receptorji, kot so vaniloidni receptor 1 (TRPV1) (ang. transient receptor
potential cation channel subfamily V member 1), (Costa in sod., 2004; Wang, 2012),z G
proteinom sklopljeni receptor 55 (GPR55) (Ryberg, 2007; Moriconi, 2010) in s
peroksisomskim proliferatorjem aktiviran receptor gama (PPARYy) (Lu in Mackie, 2016;
Ryberg, 2007; Moriconi, 2010). TRPV1 se nahajajo v senzori¢nih vlaknih perifernega
zivéevja. Sodelujejo pri prenosu in modulaciji bolec¢inskih drazljajev (nocicepcija) in pri

uravnavanju telesne temperature (Cui, 2006; Husang, 2002; Costa, 2004; Wang, 2012).

Endokanabinoidi se sprostijo v sinapti¢no Spranjo iz postsinapticnega nevrona in se na
presinapti¢ni membrani vezejo na CB1 (slika 1). Aktivacija kanabinoidnih receptorjev na
presinapti¢nem nevronu zaviralno vpliva na spros¢anje ostalih nevrotransmitorjev, npr.
glutamata, kar privede do zmanjSane vzdrazljivosti ustreznih nevronov. Zaviranje spro§c¢anja
v- aminomaslene kisline (GABA) kot inhibitornega prenasalca pa se nasprotno odraza v
povecani vzdrazljivosti postsinapticnih nevronov (Freund in sod., 2003; Maroon in Bost
2018). Prisotnost kanabinoidnih receptorjev v razli¢nih tkivih se odraza v raznolikem
delovanju endokanabinoidnega sistema. V tabeli 1 so povzeti uéinki endokanabinoidnega

sistema.
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Tabela 1: Uginki endokanabinoidnega sistema v organizmu glede na interakcijo s posameznimi receptorji

Vrsta receptorja

U¢inki

Vir

CB1 zmanjsanje slinjenja in bruhanja Zou in Kumar, 2018; Maroon
povecanje apetita in Bost, 2018; Klumpers in
povecanje intraokularnega tlaka Thacker, 2018
zaviranje spros¢anja nevrotransmitorjev
(GABA) iz presinapti¢nega nevrona v
osrednjem zZiv€evju
CB2 protivnetno delovanje Zou in Kumar, 2018; Ferjan in
apoptoza pri nekaterih vrstah raka sod., 2015; Munro in sod,
spro$éanje citokinov 1993; Maroon in Bost, 2018;
upocasnevanje napredovanja ateroskleroze LU in Mackie, 2016;
Klumpers in Thacker, 2018;
Galiegue, 1995; Wright, 2008
PPARYy protivnetno delovanje lannotti in Vitale, 2021,
nevroprotektivno delovanje Ryberg, 2007; Moriconi,
homeostaza glukoze 2010
TRPV1 modulacija bolecinskih signalov Costa, 2004; Wang, 2012,
protivnetno delovanje Cui, 2006; Husang, 2002
uravnavanje telesne temperature
GPR55 vazodilatacija Ryberg, 2007; Moriconi,

protivnetno delovanje

vpliv na prenos bolec¢inskih signalov

2010
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V humani medicini imajo ¢edalje vec¢ji pomen tudi sinteti¢ni kanabinoidi. Ti v primerjavi s
fitokanabinoidi delujejo selektivno na kanabinoidne receptorje. V to skupino zdravil so
uvrsceni tako agonisti kot antagonisti kanabinoidnih receptorjev. Njihova morebitna vloga pri
terapiji razli¢nih bolezni ostaja predmet Stevilnih raziskav, zaenkrat pa so klini¢no pomembni
predvsem s toksikoloskega vidika, saj je njihova dostopnost na ¢rnem trgu pogosto vzrok

zastrupitev zaradi prevelikih odmerkov (Alipour in sod., 2019).

1.1.3 Kanabidiol (CBD)

CBD je fitokanabinoid, ki so ga v zgodnjih letih prejSnjega stoletja izolirali iz ekstrakta
konoplje (Cannabis sativa L) (Adams in sod., 1940), dobri dve desetletji kasneje pa so
natan¢no dolo¢ili njegovo kemicno strukturo (2-[(6R)-6-isopropenil-3-metil-2-cikloheksen-1-
il]-5-pentil-1,3-benzen-diol) (Mechoulam, 1963).

CBD je poleg THC v konoplji najbolj zastopan fitokanabinoid. Pri sobni temperaturi je belo
rumenkast kristal z vrelis¢em pri 175°C (APA, 2021).

1.1.3.1 Farmakokinetika CBD

Rezultati farmakokineti¢nih $tudij, ki so bile opravljene na ljudeh, kazejo, da je intenzivnost
absorpcije CBD odvisna od nac¢ina vnosa. Tako bioloska uporabnost pri inhaliranju znasa 31
%, ob nanosu prsila na ustno sluznico 13 do 19 %, po peroralnem vnosu pa le 6 % (Bernstein
in sod., 2019). Pri psih so bile po peroralni aplikaciji opazene velike individualne razlike, saj
je bila absorpcija od 0 do 19 % (Gamble in sod., 2018). Kot ostali kanabinoidi je tudi CBD
topen v mascobah, kar poveca hitrost razporeditve v telesu (Bernstein in sod., 2019). Po
veckratnem vnosu se kopi¢i v mas¢obnem tkivu in se tako pocasneje izlo¢a iz organizma
(Krzan, 2019). V sistemskem krvnem obtoku je 95 % CBD vezanega na proteine krvne
plazme, volumen distribucije pa je 32 I/kg (Booth in Bohlmann, 2019).

Presnova v jetrih poteka ob delovanju encimskega sistema CYP-450 (Hawksworth in
McArdle, 2004). Poznanih je 33 presnovkov CBD, ki se izlo¢ajo z urinom in zol¢em. Glavni
presnovek je farmakoloSko neaktivni 7-karboksikanabidiol, v ve¢ji meri pa je prisoten tudi

aktivni 7-hidroksikanabidiol (Krzan, 2019; McPartland in sod., 2015).
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1.1.3.2 Farmakodinamika in u¢inki CBD

Ucinki CBD na delovanje endokanabinoidnega sistema so lahko posredni ali neposredni.
Slednji nastanejo kot posledica vezave na receptorje CB1 in z manjso afiniteto na receptorje
CB2. Pri misih CBD ne povzroca tipi¢nih psihotropnih u¢inkov, znacilnih za THC, kot so
hipotermija in zmanjSana lokomotorna in kognitivna aktivnost (Pertwee, 2008; Long in sod.,
2010). Tudi racunalniska tomografija mozganov zivali in ljudi je pokazala nasprotujoce si
u¢inke CBD in THC (Batalla in sod, 2014). Ugotovljeno je bilo tudi, da CBD zavira
anksiogene in psihoti¢ne ucinke, povzro¢ene s THC (Zuardi in sod., 1981; Zuardi in Karnio,
1983). Nekateri avtorji predvidevajo, da CBD deluje kot negativni alosteri¢ni modulator
receptorjev CB1 in kot nekompetitivni antagonist endokanabinoidov in THC (McPartland in
sod., 2015; Laprairie in sod., 2018). Negativni alostericni modulatorji ne preprecujejo vezave
ortosteri¢nih ligandov na ortosteri¢na vezavna mesta na receptorju, ampak le zmanj$ujejo

njihovo uc¢inkovitost (Fasinu in sod., 2016; Krzan, 2019).

Poleg tega ima CBD afiniteto tudi do drugih receptorjev, ki so prisotni v osrednjem Zivéevju:
GPRS55, TRPV1 in SHT1A (Ibeas in sod., 2015), PPARy (Campos in sod., 2012), obenem pa
tudi zavira ponovni privzem inhibirajo¢ega nevrotransmitorja adenozina (Campos in sod.,
2012; Carrier in sod., 2006).

Posredni u¢inki CBD se odrazajo v zaviranju ponovnega privzema anandamida in aktivnosti
FAAH, kar upocasni presnovo anandamida To privede do povecanja koncentracije in u¢inkov
anandamida (Campos in sod., 2012; Bisogno in sod., 2001; Mecholulam in sod., 2011; Zuardi
in sod., 2017). U¢inki CBD na organizem so prikazani na sliki 2.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Carrier%20EJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16672367
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Slika 2: U¢inki CBD (Campos in sod., 2012; Bisogno in sod., 2001; Qin in sod., 2008; Devinsky in sod., 2017;
Devinskiy in sod., 2018; WHO, 2017; Ibeas in sod., 2015; Mecholulam in sod., 2011; Zuardi in sod., 2017)

Mehanizem delovanja CBD je veéstranski. Kot je prikazano v tabeli 2, je bila v pogojih in

vitro ugotovljena afiniteta CBD do razli¢nih receptorjev.
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Tabela 2: Mehanizem delovanja CBD in uéinki na organizem

Mehanizem

Ucinki
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Vir

CB1 negativni alosteri¢ni nevroprotektivni Campos in sod., 2012; Laprairie in sod,
modulator oz. antagonist protivnetni 2018; Rajesh in sod., 2007; Hill in sod.,
. . L 2012; Bisogno in sod., 2001
receptorja CB1 antikonvulzivni
antidepresivni
anksioliti¢ni
nevrogeneza hipokampusa
CB2 alosteri¢ni modulator oziroma nevroprotektivni Martinez-Pinilla, in sod.,
inverzni agonist CB2 antioksidantni 2017; Campos in sod., 2012;
] ) Bisogno in sod., 2001
protivnetni
antidepresivni
anksioliti¢ni
nevrogeneza hipokampusa
TPRV2 agonist analgeti¢ni Qin in sod., 2008; Devinsky
Ob vezavi liganda inhibicija spros¢anja vnetnih in sod., 2017; Devinsky in
(anandamid, kapsaicin, CBD) itoki sod., 2018; Gamble in sod.,
+ Kapsaican, citokinov 2018; Li in sod., 2018;
povzro€i spros¢anje glutamata Napimoga in sod., 2009;
Kozela in sod., 2011; Xing
in Li, 2007
5HT1A agonist receptorja SHT1A antidepresivni Martinez-Pinilla in sod.,
ey . 2017; Mishima in sod., 2005;
anksioliti¢ni
) ) ) Magen in sod., 2010; Rock
zmanj$an odziv na akutni stres in sod., 2012
nevroprotektivni
antiemeti¢ni
GPR55 inverzni agonist GPR55 preprecuje vezavo ligandov na WHO, 2017; Ibeas in sod.,
GPR55 2015)
PPARYy agonist receptorja PPARYy zaviranje oksidativnega stresa Campos in sod., 2012

nevroprotektivni

Glicinski receptorji
(GliRs)

poveca aktivnost glicinskih
receptorjev oziroma deluje
kot agonist glicinskih

receptorjev

analgeticni
protivnetni
zmanj$uje zaznavo nevropatske

bolecine

Ibeas in sod., 2015;
Xiong in sod., 2012

Adenozinski receptorji

inhibira adenozin transporter
encim in inhibira privzem

adenozina

zavira ponovni privzem adenozina,

imunosupresivni

Carrier in sod., 2006;
Campos in sod., 2012

Anandamid

zaviranje delovanja FAAH in
zaviranje ponovnega

privzema anandamida

antidepresivni
anksioliti¢ni

nevrogeneza hipokampusa

Campos in sod., 2012;
Bisogno in sod., 2001;
Mecholulam in sod., 2011;
Zuardi in sod., 2017


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Carrier%20EJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16672367
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1.1.3.3 Vpliv CBD na splo$no anestezijo

Stevilne $tudije nakazujejo, da prisotnost fitokanabinoidov v organizmu vpliva na potek
splosne anestezije. Ugotovljeno je bilo, da predhodna izpostavljenost THC ali CBD vpliva na
trajanje sploSne anestezije in na odmerek anestetika, potrebnega za uvod v splo$no anestezijo
(Paton in Pertwee, 1972; Paton in Temple, 1972; Patel in sod, 2003; Chesher in sod., 2006,
Frizza in sod., 1977; Echeverria-Villalobos in sod., 2019). Interakcija med kanabinoidi in
sploSnimi anestetiki nastane, ker obe skupini zdravil vplivata na sinapti¢no transmisijo in
sproscanje nevrotransmitorjev (Echeverria-Villalobosa in sod., 2019). Vpliv kanabinoidov na
potek splosne anestezije je bil predmet raziskav ze v sedemdesetih letih prejsnjega stoletja, ko
so ugotovili, da premedikacija s THC pri misih povzro¢i dalj$o splo$no anestezijo, izvedeno z
etrom (Malor in sod., 1975). Na modelu laboratorijskih glodavcev je bilo ugotovljeno tudi od
odmerka THC odvisno podaljSanje sploSne anestezije, izvedene s fenobarbitalom, ketaminom,
tiopentalom in propanididom (Frizza in sod., 1977). Dokazan je bil tudi vpliv CBD na
podaljsanje splosne anestezije s fenobarbitalom, na potek anastezije s ketaminom,
tiopentalom, propanididom in alfatesinom pa premedikacija s CBD ni imela znacilnega
ucinka (Frizza in sod., 1977). Studije vplivov kanabinoidov na potek splosne anestezije pri
ljudeh v vecini primerov obravnavajo zaplete pri izvajanju splo$ne anestezije pri pacientih, ki
uporabljajo konopljo ali njene ekstrakte. Za uspesno uvajanje v splo$no anestezijo pri ljudeh,
ki so bili predhodno izpostavljeni kanabinoidom, je treba uporabiti vecje odmerke propofola
(Flisberg in sod., 2009), hkrati pa se globina anestezije pri pacientih, ki so pred anestezijo

jemali ekstrakte konoplje, izraza z vi§jim bispektralnim indeksom (Ibera in sod., 2018).

1.1.3.4 Anksioliti¢ni uéinek CBD

Predklini¢no preucevanje in vrednotenje anksioliti¢nih u¢inkov CBD se lahko ocenjuje z
razli¢nimi vedenjskimi testi na laboratorijskih glodavcih. Guimaraes in sod. (1994) so s
testom dvignjenega labirinta pri podganah ugotovili anksioliti¢no delovanje CBD v odmerkih
od 2,5 do 10 mg/kg. Tudi Moreira in sod. (2006) navajajo, da CBD v odmerku 10 mg/kg ali

diazepam v odmerku 3 mg/kg povzrocata primerljive anksioliti¢ne u¢inke. Podgane, ki so


https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0278584606002612?via%3Dihub#!
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prejele navedeni u€inkovini, SO v primerjavi s kontrolnimi veckrat pile vodo kljub sledeci
izpostavljenosti elektri¢cnemu toku. Obenem je test vzdrzljivosti plavanja pri misih, tretiranih
s CBD, potrdil nizjo stopnjo depresije (Sales in sod., 2019). Znano je tudi, da CBD pri ljudeh
odpravlja glosofobijo in blazi tremo, hkrati pa ne vpliva na raven kortizola v krvi
(Bergamaschi in sod., 2011; Crippa in sod., 2004; Zuardi in sod., 1993).

Domnevno anksioliti¢ni in antidepresivni u¢inki temeljijo na vezavi CBD na serotoninske
receptorje 5SHT1A v limbi¢nem sistemu, vklju¢no z anteriorno obrocaso vijugo, mandljastim
telesom (amigdalo) (Fusar-Poli, 2010) in medialno prefrontalno skorjo (slika 3) (Campos in
sod., 2012). Ti predeli osrednjega ziv¢evja so kljucni za pojav Custev, spomina in strahu

(Crippain sod., 2018).

1.1.3.5 Vpliv CBD na intenzivnost odziva organizma na stresne dejavnike

Stresni odziv organizma je fizioloski proces, ki ob prisotnosti neugodnih drazljajev iz okolja
(stresorjev) ohranja homeostazo. Amigdala, hipokampus in ventromedialni predel
prefrontalnega korteksa vkljucujejo nevronske povezave v mozganih, ki sodelujejo pri
uravnavanju stresnih odzivov. Signali potujejo po stresni osi (hipotalamus — hipofiza —
nadledvi¢na Zleza) in aktivirajo avtonomni ziv¢ni sistem, ki uravnava fizioloSke odzive na
stresne situacije. Regulacija deluje po principu negativne povratne zanke. Povi$ana
koncentracija kortizola v krvi zavira nastajanje kortikoliberina (CRH) v hipotalamusu, zaradi
Cesar se v hipofizi tvori manj proopiomelanokortikotropina (POMC), kot predhodnika
adrenokortikotropnega hormona (ACTH). Znizana raven ACTH povratno vpliva na
zmanjsanje tvorbe kortizola v skorji nadledvi¢nih Zlez. Morebitni vpliv CBD na delovanje osi
hipotalamus — hipofiza — nadledvi¢na Zleza ni poznan. Ranganathan in sod. (2008) niso
ugotovili vpliva CBD na znizanje koncentracije kortizola v krvi pri ljudeh. Raziskave na
glodavcih pa so pokazale, da CBD oslabi akutni avtonomni odziv na stres (zniza krvni tlak in
frekvenco srca), medtem ko povzroca tretiranje z antagonistom receptorja SHT1A nasprotne
ucinke. Domnevno naj bi bil zmanjS$an odziv organizma na stres po tretiranju S CBD prav
posledica njegovega agonisticnega delovanja na receptorje SHT1A (Restel in sod., 2009).
Tudi nadaljnje studije nakazujejo, da CBD deluje protistresno zaradi vezave na receptorje

SHT1A v limbi¢nem sistemu (Slika 3). S tem vpliva na klju¢ne procese, ki usklajujejo


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Campos%20AC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23298518
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delovanje avtonomnih, nevroendokrinih in motori¢nih sistemov, kar pogojuje fizioloske
funkcije in vedenje (Gomes in sod., 2013).

Prikaz odnosa med odmerkom CBD in posledi¢nim u¢inkom predstavlja obrnjeno U krivuljo.
To nakazuje, da povzroca tako pri nizkih kot pri visokih odmerkih podobne ali ni¢ne ucinke.
Ugotovljeno je bilo namre¢, da pri misih v odmerku 2,5 do 10 mg/kg deluje anksioliti¢no, pri
odmerku 20 mg/kg pa anksiogeno (Guimaraes in sod.,1990; Zuardi in sod., 2017).
Predvidoma visok odmerek CBD aktivira receptorje TRPV1, kar pospesi izloCanje glutamata.
Slednji nevtralizira anksioliticne ucinke, sprozene prek receptorja 5SHT1A (Guimaraes in sod.,
1990; Campos in Guimaraes, 2008). Domnevo sta potrdila tudi Campos in Guimaraes (2009);

po intracerebralni aplikaciji antagonista TRPV1 kapsazepina sta tudi po visokih omerkih

CBD opazila anksioliti¢ni u¢inek.

Obrocasta viju,
(gyrus cinguli)

dPAG

Hipokampus in
parahipokampalna vijt

Slika 3: Anatomska skica mozganov in klju¢nih predelov za tvorbo ¢ustev, spomina in strahu, na katere vezava
CBD izove anksioliti¢ne u¢inke

BNST (bed nucleus of the stria terminalis) — posteljno jedro terminalne strije
dPAG (dorsal periaqueductal gray) - dorzalna periakveduktalna sivina


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Campos%20AC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23298518
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Campos%20AC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23298518

A. Babi¢: Ocena sedativnega delovanja kanabidiola med uvajanjem v splosno anestezijo ...
Ljubljana: UL, Veterinarska fakulteta, 2021. Raziskovalna naloga.
22

1.2 OPREDELITEV PROBLEMA

Kanabidiol (CBD) je fitokanabinoid rastlin iz rodu Cannabis. VV humani medicini se uporablja
za zdravljenje bolecine in epilepsije ter za spodbujanje apetita. Tudi v veterinarski medicini Se
uporaba CBD povecuje predvsem pri pacientih s kroni¢no bolecino, epileptikih in onkoloskih
pacientih. V literaturi so zabelezeni analgeti¢ni, anksioliti¢ni, antiepilepti¢ni, spazmoliti¢ni,
antidepresivni, nevroprotektivni, protivnetni in ostali u¢inki CBD, kot prikazuje slika 2.
Mehanizem delovanja CBD je vecplasten. Domnevno se farmakoloski u¢inki izrazajo ob
interakciji CBD z razli¢nimi celi¢nimi receptorji, kar vpliva na Stevilne procese, med drugim

tudi na odziv osrednjega ziv€evja na zunanje drazljaje.

Kanabinoidom se pripisujejo Stevilni zdravilni u¢inki, ki temeljijo predvsem na opazanjih
posameznikov. Do relevantnih podatkov o vplivu CBD in drugih kanabinoidov na organizem
pa lahko privedejo le naértovane in ciljno usmerjene raziskave. Z naso raziskavo zelimo s
poskusi na zivalih in natan¢nej$imi meritvami ovrednotiti vpliv predhodnega dajanja CBD na

potek splosne anestezije ter oceniti njegovo anksioliti¢no delovanje.
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2 NAMEN DELA IN HIPOTEZE

2.1 CILJRAZISKOVANJA

Namen nase raziskovalne naloge je na modelu laboratorijskih podgan oceniti vpliv CBD na
potek splos$ne anestezije ter ugotoviti anksioliti¢ni u¢inek CBD ob izpostavljenosti stresu.
Ovrednotiti Zelimo korelacijo med odmerkom in stopnjo sedativnega, ter anksioliticnega
delovanja CBD. Poleg tega zelimo oceniti moznost uporabe CBD kot zdravila s sedativnim in

anksioliti¢énim delovanjem.

2.2 DELOVNI HIPOTEZI

Postavili smo naslednji hipotezi:
e CBD v ustreznem odmerku skrajsa ¢as uvoda v splosno anestezijo in vpliva na cas
prebujanja iz splo$ne anestezije.

e Premedikacija s CBD zniza intenzivnost stresnega odziva.
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3 MATERIAL IN METODE
3.1 MATERIAL

3.1.1 Zivaliv raziskavi

V poskus je bilo vklju¢enih 36 SPF laboratorijskih podgan (Rattus norvegicus), samic linije
Wistar, starih od 7 do 8 tednov (slika 4). Kupili smo jih pri pooblas¢enem dobavitelju
laboratorijskih zivali Envigo Italy. Ob nastanitvi smo podgane naklju¢no razdelili v Sest
skupin po Sest zivali. Namestili smo jih v polipropilenske kletke z dimenzijami 66 x 20 x 40
cm (slika 4), ki so se nahajale v prostoru s standardnimi laboratorijskimi pogoji z
nadzorovano temperaturo (22 do 25 °C), relativno vlago (30 do 70 %) ter z 12 -urnim dnevno
no¢nim ritmom. Hrano in vodo so imele na razpolago ad libitum. S poskusi smo priceli sedem

dni po prispetju zivali v na§ laboratorij.

s,
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Slika 4: Laboratorijske podgane (Rattus norvegicus) linije Wistar

3.1.2 Uc¢inkovine

e CBD v obliki oljne raztopine, s koncentracijo 100 mg/ml (Lekarna Univerzitetnega

klini¢nega centra Ljubljana, Ljubljana, Slovenija). Originalno raztopino CBD smo
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red¢ili z oljem srednjeveriznih trigliceridov in pripravili raztopine s koncentracijami
(0,4, 2,0, 4,0, in 20,0 mg/ml).

Olje srednjeveriznih trigliceridov (olje MCT) (Lekarna Univerzitetnega klini¢nega
centra Ljubljana, Ljubljana, Slovenija).

Izofluran (Isoflurin, Vetpharma Animal Health, Barcelona, Spanija).

Oprema

Inhalacijski anestezijski aparat (Eickemeyer, Sunbury-on-Thames, Velika Britanija)
Omejevalnik gibanja: polietilenska komora (slika 5).

Odprto polje z dimenzijami 1 x1 x 0,4 m, omejeno z motnim pleksi steklom
(polimetilmetakrilat), smo namestili v poseben prostor, osvetljen z neonsko svetilko in
ogret na temperaturo 21 do 23 °C. Z visine enega metra je bilo omogoceno snemanje
celotnega odprtega polja. Odprto polje je prikazano na sliki 6.

Epruvete z antikoagulantom K3EDTA (Microvette, Sarstedt, Nlimbrecht, Nemcija).

Slika 5: Podgana v omejevalniku gibanja
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Slika 6. Prikaz izvajanja testa na odprtem polju

3.2 METODE
3.2.1 Ugotavljanje vpliva premedikacije s CBD na potek splo$ne anestezije

Uporaba zivali je bila odobrena z dovoljenjem §t. U34401-15/2019/8 z dne 2. 10. 2019, ki ga
je izdala Uprava Republike Slovenije za varno hrano, veterinarstvo in varstvo rastlin. Pri delu
s poskusnimi zivalmi smo upoStevali eti¢ne smernice in zakonske predpise Evropske unije in
Republike Slovenije. S poskusi smo pri¢eli sedem dni po nastanitvi podgan v prostore
Instituta za predklini¢ne vede Veterinarske fakultete Univerze v Ljubljani.

Tri ure pred zacetkom poskusa Smo zivalim odtegnili hrano, na razpolago pa so imele pitno
vodo. Poskus je potekal po opisanem protokolu (slika 7).
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Anestezija
o Do odsotmosti ‘
it 0 odsotnos
Aplikacija 60 minut refleksa- Prekinitev anestezije
oD indukcijski Cas % — Konec
; sekund Cas 1: pojav C_as p_rebujal_aja: poskusa
prvega refleksa zival je mobilna ‘

Slika 7: Casovnica poteka poskusa

o Aplikacija CBD z orogastri¢no sondo; zivali iz posamezne skupine so prejele CBD v
odmerkih, ki so prikazani v tabeli 3. Skupina, ki je prejela 0 mg/kg, je prejela le olje
MCT, ki se uporablja kot topilo, in je sluzila kot kontrola. Volumski odmerek
apliciranega CBD je bil 0,5 ml na 100 g telesne mase.

« Po aplikaciji CBD je zival 60 minut ostala v domaci kletki (slika 4).

« Indukcijsko komoro inhalacijskega anestezijskega aparata (Eickemeyer, Sunbury-on-
Thames, Velika Britanija) smo napolnili s 4 % izofluranom v kisiku (nastavitaev na
hlapilniku).

e Podgano smo nato v indukcijski komori izpostavili 4 % izofluranu, pretok mesanice
plinov je bil 4 1/min, in zaceli meriti Cas.

« Ko se je zival umirila, smo preverili prisotnost umaknitvenega refleksa okoncine, tako
da smo s pinceto nezno stisnili Cetrti prst zadnje leve okonéine. Stisk s pinceto smo
ponavljali vsakih pet sekund do odsotnosti refleksa in zabelezili trajanje uvoda v
splosno anestezijo, torej ¢as od prvega stika zivali z izofluranom do odsotnosti refleksa.

« Po odsotnosti umaknitvenega refleksa smo zival $e 15 sekund pustili v indukcijski
komori, izpostavljeno 4 % izofluranu.

e Po 15 sekundah smo zival vzeli iz indukcijske komore, s tem prekinili izpostavljenost
izofluranu, in jo polozili na grelno plosco, ogreto na 37 °C.

e Med prebujanjem smo izmerili ¢as do pojava umaknitvenega refleksa, tako da smo
vsakih pet sekund s pinceto ponovno stiskali ¢etrti prst zadnje leve okoncine.

» Nazadnje smo izmerili Se ¢as prebujanja iz splosne anestezije, t0 je ¢as, od prekinitve

izpostavljenosti izofluranu, do trenutka, ko se je Zival zacela gibati.
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Da bi preprecili nezeljena odstopanja pri preverjanju prisotnosti umaknitvenih refleksov, je te
postopke ves Cas poskusa izvajala ista oseba. Vsaka skupina zivali je bila samo enkrat
vkljucena v opisani protokol. Razli¢ni odmerki CBD, katerim so bile izpostavljene skupine

zivali v poskusu, so prikazani v tabeli 3. Zivali iz kontrolne skupine so prejele le olje MCT.

Tabela 3. CBD odmerki, ki so jih prejele skupine podgan

Skupinal | Skupina?2 | Skupina3 | Skupina 4 Iiiztg?rl]ga
(n=6) (n=6) (n=6) (n=6) (n=6)
CBD
2 10 20 100 0
(mg/kg)

3.2.2 Ocena intenzivnosti stresnega odziva po premedikaciji z razli¢nimi odmerki CBD

V postopke so bile vkljucene iste zivali kot pri ugotavljanju vpliva CBD na splo$no anestezijo
in Sest dodatnih Zivali, ki predhodno niso bile vklju¢ene v poskus. Med postopkoma je
preteklo od dva do tri tedne, starost Zivali pri oceni vpliva CBD na stresni odziv je bila 10 do
11 tednov.

Tri ure pred zacetkom poskusa zivali niso imele dostopa do hrane, imele pa so na razpolago
pitno vodo. Poskus je potekal po slede¢em protokolu (slika 8).

P/o aplikacija
CBD 60 Omejitev
minut gibanja v %0 Vedenjski test | =
omejevalniku minut na odprtem 30 Sacdieiia
gibanja | polju minut 3 Odvzem ’
minute krvi

Konec

Slika 8: Casovnica poteka poskusa

« Podgani smo z orogastri¢no sondo v Zelodec aplicirali CBD v volumskem odmerku 0,5

ml na 100 g telesne mase. Odmerki CBD so navedeni v tabeli 4.
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o Po aplikaciji smo zival 60 minut pustili v domaci kletki (slika 4).

 Stres smo sprozili s 60 minutno omejitvijo gibanja (slika 5).

« Nato smo zival iz omejevalnika gibanja neposredno prestavili na odprto polje za 30
minut in posneli njeno obnasanje (slika 6).

e Z namenom zmanjsanja olfaktornih signalov iz predhodnih na naslednje teste na
odprtem polju, smo po vsakem testu povrsino polja ocistili in prebrisali s 70 %
etanolom.

« Nato smo z inhalacijskim anestezijskim aparatom (Eickemeyer, Sunbury-on-Thames,

Velika Britanija) izvedli splosno anestezijo s 4 % izofluranom.
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e Po nastopu splosne anastezije smo podgano iz komore polozili na grelno plos¢o, ogreto

na 37 °C, in s punkcijo retroorbitalnega venskega sinusa s hepariniziranimi
mikrohematokritskimi cevkami (Euroglass, Ljubljana, Slovenija) za dolo¢anje
koncentracije kortikosterona v epruveto z antikoagulantom K3EDTA odvzeli 500 pl

Krvi.

Postopki z zivalmi iz posameznih skupin so razvidni iz tabele 4.

Tabela 4: Prejeti odmerki CBD in omejitev gibanja pri podganah iz posameznih skupin

Skupinal Skupina2 Skupina3 Skupina4 Skupina5  Kontrola

(n=6) (n=6) (n=6) (n=6) (n=6) (n=6)
CBD 2 10 20 100 0 0
(mg/kg)

Omejitev da da da da da ne
gibanja

3.2.2.1 Opis vedenjskih parametrov

Pri vsaki podgani smo spremljali naslednje vedenjske parametre:
- Cas prisotnosti v osrednji coni arene odprtega polja (minute),

- delez gibanja na odprtem polju,
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- prehojena razdalja (cm),
- §tevilo prehodov v osrednjo cono arene odprtega polja,
- Stevilo dvigov na zadnji okon¢ini,

- Stevilo negovanj podrocja glave.

Cas prisotnosti v osrednji coni arene odprtega polja (min), delez gibanja na odprtem polju in
prehojeno razdaljo (cm) smo analizirali z ra¢unalnigkim programom ToxTrack, UMEAA
University, Umed, Svedska, $tevilo prehodov v osrednjo cono, $tevilo dvigov na zadnji

okoncini in $tevilo negovanj pa z ogledom posnetkov (slika 6).
3.2.2.2 Ugotavljanje koncentracije kortikosterona v krvni plazmi

Koncentracijo kortikosterona smo dolocili s komercialnim kompletom za dolo¢anje
kortikosterona pri laboratorijskih glodalcih (Corticosterone rat/mouse ELISA kit, Demeditec,

Kiel, Nemcija), po navodilih proizvajalca.
3.2.3 Statisti¢na analiza

Izra¢un mo¢i Studije pri 80 %, ki smo ga izvedli s spletnim orodjem ClinCalc (LLC, Arington
Heights, ZDA), dosegljivo na spletni strani https://clincalc.com/stats/samplesize.aspx, je
pokazal, da bi za ugotovitev predvidenih 20 % razlik pri ugotavljanju u¢inka CBD ob
vrednosti alfa 0,05 potrebovali pet Zivali v posamezni skupini. Zaradi moznosti izgube
posamezne zivali med poskusom smo v posamezno skupino vkljucili Sest zivali. Statisti¢no
vrednotenje smo opravili z razli¢ico 24 programske opreme SPSS (IBM, Chicago, ZDA).
Porazdelitev podatkov smo ocenili s testom po Shapiru in Wilku. Zaradi normalnosti
porazdelitve podatkov smo statisticno znac¢ilnost med vrednostmi, ki prikazujejo vpliv
razli¢nih odmerkov CBD na potek sploSne anestezije in intenzivnost stresnega odziva,
ovrednotili z enosmerno analizo variance in uporabo testa najmanjse pomembne razlike (LSD
post-hoc test). Kot znacilno smo privzeli vrednost P < 0,05. Rezultati so prikazani kot

aritmeti¢na sredina + standardna napaka (SE).
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4 REZULTATI

4.1 VPLIV PREDHODNEGA DAJANJA CBD NA POTEK SPLOSNE ANESTEZIJE

Vpliv razli¢nih odmerkov CBD na ¢as uvoda v splo$no anestezijo je prikazan na sliki 9.

70
@
= 60
.'§“
g
£ 50 *
>
]
2
S 40
=
v
]
L ®)

30

20

2 10 20 100 0 (kontrola)
Kanabidiol (mg/kg)

Slika 9: Cas uvoda v splogno anestezijo z izofluranom pri podganah, ki so predhodno prejele razliéne odmerke CBD

Legenda:
* — vrednost se znacilno (P < 0,05) razlikuje od vrednosti,
ki je bila ugotovljena pri kontrolni skupini

Figure 9. The induction period in isoflurane anesthesia in rats which were pretreated with different doses of CBD

Legend:
* —value differs significantly (P < 0.05)
from the control measurements



A. Babi¢: Ocena sedativnega delovanja kanabidiola med uvajanjem v splosno anestezijo ...

Ljubljana: UL, Veterinarska fakulteta, 2021. Raziskovalna naloga.
32

Povprec¢ni ¢as uvoda v splo$no anestezijo je bil pri skupini, ki je prejela CBD v odmerku 20
mg/kg, znacilno (P < 0,05) krajsi kot pri kontrolni skupini (slika 9).
Cas do pojava umaknitvenega refleksa okonéine in ¢as do za¢etka gibanja po splo$ni

anesteziji podgan, ki so predhodno prejele razli¢ne odmerke CBD, sta prikazana na sliki 10.

110 .
100 T
90 T
O I I
< 80 ; |
.? *
< I
= 70 T
=
o 60 —
a.
g 50 T — L
© a0 —
B -
20 - ‘ ‘
2 10 20 100 0 (kontrola)
Kanabidiol (mg/kg)
m prvi refleks (s) Gibanje (s)

Slika 10: Cas do pojava umaknitvenega refleksa in za¢etka gibanja pri podganah, predhodno tretiranih z

razliénimi odmerki CBD

Legenda:
* —vrednosti se znacilno (P < 0,05) razlikujeta

Figure 10. The period of onset of the reflex and the recovery period in rats pretreated with different doses of CBD.

Legend:

* —values differ significantly (P < 0.05)
Cas do pojava umaknitvenega refleksa, kot tudi ¢as do zadetka gibanja se v primerjavi s
kontrolno skupino pri skupinah, Ki so bile predhodno tretirane z razlicnimi odmerki CBD,
nista znacilno razlikovala. Pri skupini, ki je prejela 100 mg/kg CBD, je bil ¢as do zacetka
gibanja najdaljsi, vendar je bil znacilno daljsi (P < 0,05) le v primerjavi s skupino, ki je

predhodno prejela CBD v odmerku 20 mg/kg.
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4.2 OCENA INTENZIVNOSTI STRESNEGA ODZIVA PO PREDHODNEM DAJANJU
RAZLICNIH ODMERKOV CBD

Vedenjski parametri (delez gibanja na odprtem polju, ¢as prisotnosti v osrednji coni arene
odprtega polja, prehojena razdalja, Stevilo prehodov v osrednjo cono, Stevilo dvigov na zadnji
okonc¢ini in $tevilo negovanj podrocij glave) so prikazani na slikah od 11 do 16, biokemijski

parameter kortikosteron pa je prikazan na sliki 17.

Delez gibanja (ang. mobility rate) smo vrednotili kot delez gibanja od celotnih 30 minut s

hitrostjo, visjo od 3 cm/s.
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Slika 11: Delez gibanja v odprtem polju pri podganah, ki so pred omejitvijo gibanja prejele razli¢ne odmerke CBD

Legenda:
* — vrednost se znacilno (P < 0,05) razlikuje od vrednosti, ugotovljenih pri zivalih, ki niso prejele CBD in
niso bile izpostavljene induciranemu stresu (kontrola brez omejitve gibanja)
# — vrednost se znacilno (P < 0,01) razlikuje od vrednosti, ugotovljenih pri zivalih, ki niso prejele CBD in
niso bile izpostavljene induciranemu stresu (kontrola brez omejitve gibanja)

Figure 11. The measurement of mobility rate in rats which were pretreated with different doses of the CBD and
preexposed to stress with movement restriction

Legend:
* — mobility rate, which differs significantly (P < 0.05) from control measurements
# — mobility rate, which differs significantly (P < 0.01) from control measurements
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Slika 12: Cas prisotnosti podgan v notranji coni arene, predhodno tretiranih z razli¢nimi odmerki CBD, v

notranji coni arene odprtega polja

Legenda:
* — vrednost se znacilno (P < 0,05) razlikuje od vrednosti, ugotovljenih pri zivalih, ki niso prejele CBD in
niso bile izpostavljene induciranemu stresu (kontrola brez omejitve gibanja)

Figure 12. Inside rate in rats which were pretreated with different doses of the CBD and preexposed to stress
with movement restriction

Legend:
— mobility rate, which differs significantly (P < 0.05) from control measurements
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Slika 13: Prehojena razdalja (cm) pri podganah, ki so prejele razliéne odmerke CBD po induciranem stresu v
odprtem polju
Legenda:

* — vrednost se znacilno (P < 0,05) razlikuje od vrednosti, ugotovljenih pri zivalih, ki niso prejele CBD in
niso bile izpostavljene induciranemu stresu (kontrola brez omejitve gibanja)

# — vrednost se znacilno (P < 0,01) razlikuje od vrednosti, ugotovljenih pri zivalih, ki niso prejele CBD in
niso bile izpostavljene induciranemu stresu (kontrola brez omejitve gibanja)

Figure 13. The measurement of total distance in rats which were pretreated with different doses of the CBD and
preexposed to stress with movement restriction
Legend:

— mobility rate, which differs significantly (P < 0.05) from control measurements
# — mobility rate, which differs significantly (P < 0.01) from control measurements
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Slika 14: Stevilo prehodov v osrednjo cono pri podganah, ki so pred induciranim stresom prejele razli¢ne

odmerke CBD. Celotno trajanje testa je bilo 30 minut

Legenda:
* —vrednost se znacilno (P < 0,05) razlikuje od vrednosti, ugotovljene pri kontrolni skupini in pri kontrolni
skupini, ki ni bila izpostavljena induciranemu stresu

Figure 14. measurement of the number of crosing internal zone of open field in rats which were pretreated with

different doses of the CBD and preexposed to stress with movement restriction

Legend:
* — the number of crossing internal cone of arena which differs significantly (P < 0.05) from control
measurements and control group without movement restriction
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Slika 15: Stevilo dvigov na zadnji okon¢ini pri podganah, ki so bile pred induciranim stresom prejele razli¢ne

odmerke CBD

Legenda
* — vrednost se znacilno (P < 0,05) razlikuje od vrednosti, ugotovljenih pri zivalih, ki niso prejele CBD in
niso bile izpostavljene induciranemu stresu (kontrola brez omejitve gibanja)

Figure 15. The number of lifts on hind legs in rats which were pretreated with different doses of the CBD

andeexposed to induced stress

Legend:
* — mobility rate which differs significantly (P < 0.05) from control measurements
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Slika 16: Stevilo negovanj podro¢ja glave pri podganah, ki so pred induciranim stresom prejele razliéne odmerke
CBD.

Legenda:
* — vrednost se znacilno (P < 0,05) razlikuje od vrednosti, ugotovljenih pri zivalih, ki niso prejele CBD in
niso bile izpostavljene induciranemu stresu (kontrola brez omejitve gibanja)

# — vrednosti se znacilno (P < 0,01) razlikujejo od vrednosti, ugotovljene pri zivalih, ki niso prejele CBD in
niso bile izpostavljene induciranemu stresu (kontrola brez omejitve gibanja)

Figure 16: measurement of grooming in rats which were pretreated with different doses of the CBD and exposed
to induced stress with movement restriction

Legend:
* —value differs significantly (P < 0.05) from control measurements
# — values differ significantly (P < 0.01) from control measurements
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Slika 17: Koncentracija kortikosterona (ng/ml) v krvni plazmi podgan, ki so pred induciranim stresom prejele

razli¢ne odmerke CBD

Legenda
* — vrednost se znacilno (P < 0,05) razlikuje od vrednosti, ugotovljenih pri zivalih, ki niso prejele CBD in
niso bile izpostavljene induciranemu stresu (kontrola brez omejitve gibanja)

Figure 17. measurement of corticosterone value in rats which were pretreated with different doses of the CBD

and preexposed to stress with movement restriction

Legend:
— values differ significantly (P < 0.05) from control measurements
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5 RAZPRAVA

5.1 VPLIVI PREDHODNEGA DAJANJA CBD NA POTEK SPLOSNE ANESTEZIJE Z
IZOFLURANOM

Poznavanje predhodnega dajanja CBD na potek sploSne anestezije je pomembno iz ve¢
razlogov. Splo$no anastezijo je v¢asih treba izvesti pri zivalih, predvsem hi$nih ljubljencih, ki
prejemajo pripravke z vsebnostjo CBD ali drugih fitokanabinoidov. Zivali lahko prejemajo
pripravke s CBD v okviru predpisanega zdravljenja ter zdravljenja, ki ga lastniki izvajajo po
lastni odlocitvi, ali pa so zivali nenamerno izpostavljene kanabinoidom predvsem v primerih,
ko so lastniki uporabniki marihuane, zaradi ¢esar lahko zivali naklju¢no pridejo v stik s CBD.
Podatki o vplivu CBD na potek splosne anestezije S0 pomembni tudi zato, ker CBD
predstavlja kandidatno uc¢inkovino za doseganje sedativnih u¢inkov. Iz podobnih razlogov je

tematika pomembna tudi za humano medicino.

Rezultati nase raziskave so pokazali, da nizka odmerka CBD (2 in 10 mg/kg) kot tudi visok
odmerek (100 mg/kg) niso vplivali na ¢as uvajanja v splosno anestezijo. Nasprotno pa smo pri
zivalih, ki so prejele CBD v odmerku 20 mg/kg, izmerili v primerjavi s kontrolno skupino
znacilno krajsi ¢as uvajanja v splo$no anestezijo (slika 9). Nasprotujo¢i u¢inki razli¢nih
odmerkov CBD so bili Ze opisani. Zuardi in sod. (2017) in Guimaraest in sod. (1990)
navajajo, da CBD izzove obrnjeno U krivuljo prikaza odnosa med odmerkom in ué¢inkom, kar
je v skladu tudi z nasimi rezultati: nizka (2 in 10 mg/kg) in visoki odmerek (100 mg/kg)
namre¢ niso vplivali na ¢as uvajanja, pri odmerku 20 mg/kg pa je bil izmerjen krajsi ¢as
uvoda v splosno anestezijo (Slika 9). Obratni uc¢inek visokih odmerkov CBD v primerjavi z
ucinki nizjih odmerkov lahko pojasnimo s tem, da le visoki odmerki CBD aktivirajo receptor
TRPV1, omogocijo vezavo CBD na alosteri¢no mesto receptorja SHT1A in sprozijo
nevrotransmisijo z glutamatom v osrednjem zivéevju. Omenjeni procesi tako prekrijejo
sedativne u¢inke CBD (Zuardi in sod., 2017). Najverjetneje razli¢ni odmerki aktivirajo
razli¢ne farmakoloske poti in posledi¢no povzrocijo razli¢ne u¢inke. Predvidevamo, da je
krajsi ¢as indukcije v splo$no anestezijo pri zivalih, ki so predhodno prejele CBD v odmerku

20 mg/kg, posledica interakcij CBD z receptorji CB1 in CB2, z modulacijo endogene tvorbe
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anandamida, ter s povecanim zivénim prenosom z GABA (Echeverria-Villalobosa in sod.,
2019), kar vodi do sedativnega u¢inka. Farmakolosko delovanje CBD $e ni dokon¢no
razjasnjeno. Uc¢inek na organizem se izrazi zaradi interakcije s kanabinoidnimi ter drugimi
receptorji (5-HT, receptorji GABA, GPR55, TRPV), poleg tega CBD hkrati modulira tudi
tvorbo endogenega anandamida (Costa in sod., 2004; Moriconi in sod., 2010; Wang in sod.,
2012). Ker se interakcija z razlicnimi receptorji ali procesi, od katerih nekateri na osrednje
zivéevje delujejo sedativno, drugi pa ekscitatorno, pojavi pri razliénih odmerkih CBD, je za
doseganje zelenega ucinka potrebno uporabiti natan¢no dolo¢eni odmerek, ki pa ima, vsaj pri
doseganju vpliva na uvajanje v splosno anestezijo, relativno majhno terapevtsko $irino. Z
nadaljnjimi raziskavami na ciljnih Zivalskih vrstah, bi bilo smiselno ugotoviti vpliv razli¢nih
odmerkov CBD na potek sploSne anestezije in prouciti moznost uporabe CBD kot ucinkovine,
ki bi se samostojno ali v kombinaciji z drugimi zdravili lahko uporabljala za doseganje

sedacije pred splos$no anestezijo.

Med prebujanjem iz splosne anestezije se ¢as do umaknitvenega refleksa okoncine kot tudi
Cas do zacetka gibanja med skupinami zivali, ki so prejele razliéne odmerke CBD, ni
statisti¢no razlikoval od kontrolne skupine (slika 10). Kljub temu je bilo prebujanje iz splo$ne
anestezije pri skupini, ki je prejela CBD v odmerku 100 mg/kg, znacilno daljSe kot pri
skupini, ki je prejela CBD v odmerku 20 mg/kg. Predvidevamo, da daljsi ¢as prebujanja ni
posledica sedativnega delovanja CBD, saj taksnega vpliva pri odmerku 100 mg/kg ob uvedbi
v splosno anestezijo nismo ugotovili. Ta razlika je najverjetneje posledica razli¢énega trajanja
izpostavljenosti izofluranu (slika 9) in s tem prejetim celotnim odmerkom izoflurana.
Predvidevamo, da je bil celotni odmerek izoflurana zaradi daljsega uvoda v anestezijo pri
skupini, ki je prejela 100 mg/kg CBD, vedji, zato se je povsem verjetno izofluran kot lipofilna
snov deloma akumuliral v telesnih mas¢obah in posledi¢no se je zaradi daljSega izlo¢anja

podaljsal tudi ¢as prebujanja (Echeverria-Villalobosa in sod., 2019).

V nasi raziskavi smo prisotnost umaknitvenega refleksa preverjali s stiskom s pinceto Cetrtega
prsta leve zadnje okoncine. Test je izvajala vedno ista oseba, s ¢imer smo poskusali postopek
standardizirati in se ¢im bolj izogniti subjektivnim dejavnikom, ki bi lahko vplivali na

izvedbo te razmeroma nenatanéne metode.
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Rezultati nase raziskave kazejo, da CBD vpliva na potek sploSne anestezije. Predvsem zaradi
od koncentracije pogojene afinitete CBD do razli¢nih receptorjev njegovi farmakoloski ucinki
Se niso povsem pojasnjeni, o u¢inkovitosti in terapevtski vrednosti pa se pojavljajo Stevilna

vprasanja, na katera bi lahko odgovorile prihodnje, ciljno usmerjene raziskave.

5.2 ANKSIOLITICNO DELOVANIJE CBD PO INDUCIRANEMU STRESU

Anksioliti¢no delovanje CBD je bilo opisano v razli¢nih raziskavah pri ljudeh in
laboratorijskih zivalih (Campos in sod., 2012; Crippa in sod., 2018; Maroon in Bost, 2018).
Predvidevali smo, da CBD kot u¢inkovina z anksioliti¢cnim delovanjem ublazi stresni odziv. Z
naso raziskavo smo tako zeleli ovrednotiti premedikacijo s CBD na intenzivnost stresnega
odziva pri poskusnih podganah, pri katerih smo stresni odziv sprozili z omejitvijo gibanja.
Enourna popolna omejitev gibanja je v literaturi velikokrat opisana metoda, s katero se pri
laboratorijskih glodavcih povzro¢i stres (Campos in sod., 2013; Koolhaas in sod., 2017;
Resstel in sod., 2009). Eno uro pred omejitvijo gibanja smo zivalim z orogastri¢no sondo dali
razli¢ne odmerke CBD (2, 10, 20, 100 mg/kg). Kontrolna skupina je prejela olje MCT brez
CBD, dodatna kontrolna skupina prav tako, le da ni bila izpostavljena stresu. Po enourni
omejitvi gibanja smo s testom na odprtem polju ocenili njihovo vedenje. Dodatno smo stresni
odziv ovrednotili z ugotavljanjem koncentracije kortikosterona v vzorcu krvi, ki smo ga
odvzeli takoj po izvedenem testu na odprtem polju. Podgane, izpostavljene stresu, v
primerjavi s tistimi, ki stresu niso izpostavljene, pri testu na odprtem polju prehodijo krajso
razdaljo, manjkrat prehajajo v osrednjo cono arene odprtega polja, manj ¢asa so v gibanju,
poleg tega tudi manj ¢asa posvetijo negovanju (Campos in sod., 2013; Koolhaas in sod., 2017;
Patchev, 2006). V nasi raziskavi smo pri testu na odprtem polju za zivali, ki so pred
izpostavitvijo stresu prejele razlicne odmerke CBD, dolocali sledece parametre: deleZ gibanja
(slika 11), ¢as, ko so se nahajale v notranji coni odprtega polja (slika 12), skupno prehojeno
razdaljo v Casu testiranja (30 minut) (slika 13), stevilo prehodov notranje cone arene (slika
14), stevilo dvigov na zadnji okoncini (Slika 15) in $tevilo negovanj glave (slika 16). Med
zivalmi, ki so pred izpostavitvijo stresu prejele razlicne odmerke CBD, v primerjavi s
kontrolno skupino, nismo ugotovili zna¢ilnih razlik v ¢asu, ko so se zivali nahajale v osrednji

coni odprtega polja, skupni prehojeni razdalji in v delezu gibanja. Le pri Stevilu prehodov v
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osrednjo cono odprtega polja rezultati kazejo znacilno razliko med skupinami, ki so bile po
prejetju/vnosu CBD izpostavljene stresu, in kontrolno skupino. Pri Zivalih, ki so CBD prejele
v odmerku 10 in 20 mg/kg, je bilo Stevilo prehodov v osrednjo cono statisticno znacilno visje
kot pri zivalih, ki CBD niso prejele. Ti podatki so skladni s pricakovanimi rezultati, saj je bilo
ugotovljeno, da CBD v odmerku 2 do 10 mg/kg sprozi anksioliti¢ni u¢inek (Guimaraes in
sod., 1994; Moreira in sod., 2006). Ker pa statisticno znacilnih razlik pri drugih opazovanih
parametrih nismo ugotovili (¢as prisotnosti v osrednji coni arene, delez gibanja, skupna
prehojena razdalja, Stevilo dvigov na zadnji okonéini in Stevilo negovanj podrocij glave), ne
moremo potrditi, vpliva premedikacije s CBD na intenzivnost stresnega odziva.

Vecina parametrov, ki smo jih ovrednotili v nasi raziskavi, kaze, da se je ne glede na to, ali so
zivali prejele CBD ali ne, po izpostavljenosti stresu povecala njihova fizi¢na aktivnost in
intenzivnost raziskovanja novega prostora v primerjavi z zivalmi, ki stresu niso bile
izpostavljene (slike 11 do 16). V literaturi je navedeno, da se stresni odziv, ocenjen s testom
na odprtem polju, pri podganah kaZe kot manjsa fizi¢na aktivnost in manj$e zanimanje za
raziskovanje prostora (Campos in sod., 2013; Koolhaas in sod., 2017; Patchev, 2006).
Rezultati naSe raziskave So v nasprotju s pricakovanimi, saj smo pri vseh zivalih, ki so bile
predhodno izpostavljene stresu, ne glede na to, ali so prejele CBD ali ne, ugotovili ve¢jo
fizi¢no aktivnost in tudi intenzivnejse za vrsto znacilno vedenje (dvigi na zadnji okoncini,
negovanje podrocij glave) (slike 11 do 16). Vse skupine, ne glede na prejeti odmerek, so

izkazale znacilno visji delez gibanja kot tista kontrolna skupina, ki stresu ni bila izpostavljena.

Zaklju¢imo lahko, da nismo zaznali anksioliticnega uc¢inka CBD, saj pri vecini spremljanih
parametrov nismo ugotovili znacilnih razlik pri zivalih, ki so bile izpostavljene stresu in so ali
pa niso prejele CBD. Ob tem se pojavlja vprasanje, ki se nanaSa na oceno vedenja podgan po
induciranemu stresu. Zivali, ki so bile izpostavljene stresu so v nasem poskusu, izkazale ve&jo
aktivnost kot tiste, ki stresu niso bile izpostavljene. Ta ugotovitev se razlikuje od ugotovitev
drugih avtorjev (Crippa in sod., 2004; Zuardi in sod., 1993, Campos in sod., 2012), ¢esar z

naSimi rezultati ni mogoce pojasniti.

Z dolocitvijo koncentracije kortikosterona v krvni plazmi smo dodatno skusali ovrednostiti
intenzivnost stresnega odziva pri podganah, ki so pred izpostavitvijo stresu prejele razlicne

odmerke CBD. Vpliv CBD na delovanje osi hipotalamus-hipofiza-nadledvi¢na Zleza ni


https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0278584606002612?via%3Dihub#!
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poznan. Pri ljudeh je bilo ugotovljeno, da uporaba CBD ob stresu ni povzrocila nizje
koncentracije kortizola v krvi, je pa zmanjsala tremo pred nastopi (Ranganathan in sod., 2008;
Bergamaschi in sod., 2011; Crippa in sod., 2004; Zuardi in sod., 1993). Prav tako pri
glodavcih CBD omili akutni avtonomni odziv na stres (poviSan krvni tlak, poviSana sréna
frekvenca in vznemirjenost) (Restel in sod., 2009). Visjo koncentracijo kortikosterona v krvni
plazmi smo pri¢akovali pri zivalih, ki bi z vedenjskimi parametri izrazile znake stresa, vendar,
z vedenjskimi parametri pri Zivalih, ki so pred induciranim stresom prejele CBD, znakov
stresnega odziva nismo potrdili. Ker po nekaterih podatkin CBD v odmerku 2 do 10 mg/kg na
misjem modelu deluje anksioliti¢no, pri odmerku, vi§jem od 20 mg/kg pa anksiogeno
(Guimaraes,1990; Zuardi in sod., 2017), smo v primerjavi s kontrolno skupino pri skupinah,
ki so CBD prejele v odmerkih 2, 10 in 20 mg/kg pri¢akovali nizje vrednosti kortikosterona.
Rezultati, ¢eprav niso znacilni, pa kazejo ravno nasprotno. Ker nismo ugotovili zna¢ilnih
razlik, ne moremo izpostaviti, da je predhodno dajanje CBD povzrocilo vecjo tvorbo
kortikosterona, oziroma povecalo stresni odziv, Ceprav je S slike 17 mo¢ opaziti prav to.
Koncentracja kortikosterona je bila pri zivalih, ki so prejele CBD v odmerku 20 in 100 mg/kg,
znacilno (P < 0,05) visja kot pri skupini, ki ni prejela CBD in ni bila izpostavljena stresu. Ta
ugotovitev nakazuje, da bi omejitev gibanja lahko sprozila stresni odziv, ¢eprav tega ne
moremo z gotovostjo potrditi, saj bi visoka koncentracija kortikosterona lahko bila tudi
posledica anksiogenega delovanja visokih odmerkov CBD, Kar je bilo Ze opisano pri misih.
(Guimaraes in sod., 1990; Zuardi in sod., 2017).

Za vecjo relevantnost nasih rezultatov bi bilo potrebno poskus ponoviti in v opazovanje
vkljuciti dodatno pozitivno kontrolno skupino, ki bi namesto CBD prejela zdravilo z
anksioliticnim delovanjem (diazepam ali kako drugo uc¢inkovino iz skupine benzodiazepinov).
Anksioliti¢ni uéinek CBD bi bilo treba ovrednotiti tudi z drugimi vedenjskimi testi npr. s
testom na dvignjenem labirintu in s testom prisilnega plavanja. Obenem pa se pojavlja tudi
vprasanje primernosti enourne omejitve gibanja kot ustrezne metode sprozanja stresnega

odziva pri podganah.



A. Babi¢: Ocena sedativnega delovanja kanabidiola med uvajanjem v splosno anestezijo ...
Ljubljana: UL, Veterinarska fakulteta, 2021. Raziskovalna naloga.
45

6 SKLEPI

1. CBD v odmerku 20 mg/kg pri podganah skrajsa ¢as uvajanja v splosno anestezijo z
izofluranom.

2. 'V primerjavi z odmerkom 20 mg/kg, CBD v odmerku 100 mg/kg podaljsa cas
prebujanja iz anestezije z izofluranom.

3. Predhodno dajanje CBD ne povzro¢i manjsega odziva na inducirani stres.

4. Koncentracija kortikosterona v krvni plazmi je bila po induciranemu stresu pri zivalih,
ki so predhodno prejele CBD v odmerkih 20 in 100 mg/kg, v primerjavi z zivalmi, ki
niso prejele CBD in niso bile izpostavljene stresu, znacilno visja; rezultati nakazujejo
anksiogeno delovanje CBD v vi§jih odmerkih.

5. Da bi lahko popolnoma ovrednotili anksioliticno delovanje CBD, bi morali opraviti
dodatne vedenjske teste (test na dvignjenem labirintu in test prisilnega plavanja).
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7 POVZETEK

Kanabidiol (CBD) je fitokanaboid, ki se nahaja v konoplji (Cannabis sativa L). Konoplja se v
medicinske namene uporablja ze stoletja, v zadnjem Casu je postal zanimiv predvsem CBD, za
katerega se predvideva, da ima velik terapevtski potencial.

Namen naSega dela je bil ovrednotiti vpliv CBD na ¢asovni potek sploSne anestezije z

izofluranom in oceniti vpliv CBD na intenzivnost stresnega odziva.

V raziskavi smo preverjali sledeci hipotezi:
e CBD v ustreznem odmerku skrajSa ¢as uvajanja in vpliva na ¢as prebujanja iz
anestezije z izofluranom

e Premedikacija s CBD zniZa intenzivnost stresnega odziva

Raziskava je potekala v dveh delih, skupno je bilo vkljuc¢enih 36 laboratorijskih podganah,
zenskega spola, linije Wistar. V prvem delu smo pri Zivalih, ki so predhodno prejele razli¢ne
odmerke CBD, izvedli splo$no anestezijo z izofluranom ter merili ¢as uvajanja in cas
prebujanja iz splosne anestezija. V drugem delu smo zivali, ki so predhodno prejele razli¢ne
odmerke CBD, izpostavili stresu z omejitvijo gibanja, nato pa izvedli vedenjski test na
odprtem polju. Ocenjevali smo sledeée parametre: Cas prisotnosti v osrednji coni arene
odprtega polja, delez gibanja na odprtem polju, prehojeno razdaljo, stevilo prehodov v
osrednjo cono, Stevilo negovanj podrocij glave in Stevilo dvigov na zadnji okonéini. Vsaki

zivali smo vzeli kri in dolocili koncentracijo kortikosterona v plazmi.

Rezultati so pokazali krajsi ¢as uvajanja v splosno anestezijo pri zivalih, ki so predhodno
prejele CBD v odmerku 20 mg/kg. Pri zivalih, ki so predhodno prejele CBD v odmerku 100
mg/kg, smo opazili daljsi €as prebujanja iz sploSne anestezije, vendar razlike v primerjavi s
skupino, ki ni prejela CBD, niso bile znacilne, znacilno pa so se razlikovale od vredosti, ki

smo jih dolo¢ili pri Zivalih, ki so CBD prejele v odmerku 20 mg/kg.

Z vedenjskim testom na odprtem polju smo ocenjevali vpliv CBD na intenzivnost stresnega

odgovora. Ugotovili smo znacilno ve¢je Stevilo prehodov v osrednjo cono arene odprtega
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polja pri zivalih, ki so CBD prejele v odmerku 10 in 20 mg/kg, v primerjavi z zivalmi, ki niso
prejele CBD. Pri ostalih vedenjskih parametrih zna¢ilnih razlik nismo nasli. Koncentracija
kortikosterona v plazmi, kot dodatni pokazatelj intenzivnosti stresnega odziva, je bila v
primerjavi s kontrolno skupino visja pri Zivalih, ki so CBD prejele v odmerku 20 in 100

mg/kg.

Z rezultati nase raziskave smo potrdili prvo hipotezo in ugotovili od odmerka odvisni vpliv
CBD na potek splosne anestezije z izofluranom. Vpliva CBD na potek akutnega induciranega
stresa nismo potrdili, rezultati vedenjskih testov pa nakazujejo, da inducirani stres lahko
povzroci vecjo aktivnost zivali. Za potrditev tega opaZanja bi bilo potrebno opraviti dodatne

raziskave.
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8 SUMMARY

Cannabidiol (CBD) is the major non-psyhotropic phytocannaboid found in cannabis plant
(Cannabis sativa L). Cannabis has been used as medicinal plant for centuries and there is a
growing interest in the therapeutic applications of cannabinoids. Eespecially CBD is believed
to have a large therapeutic potential.
The purpose of this study was to investigate the dose-related effects of CBD premedication on
the course of isoflurane anesthesia (induction time, time to onset of withdrawal reflex and
recovery time). In addition, the aim of this study was also to assess the influence of CBD on
the acute stress response.
In this study we examined the following hypotheses:

e At the adequate dose CBD reduces induction time and influences recovery time of

isoflurane anesthesia
e Premedication with CBD reduces the intensity of the physiological acute stress
reaction

Alltogether 36 laboratory female Wistar rats were used in the study. In the first part of the
study Wistar rats were pretreated with different doses of CBD one hour before isoflurane
anesthesia and the induction time, time of appearance of the withdrawal reflex and the
recovery time were determined. In the second part, Wistar rats that had been pretreated with
different doses of CBD were exposed to stress by movement restriction and further were
tested in the open field. Additionally, acute stress response was evaluated by determination of
plasma corticosterone concentration. The following parameters were evaluated: mobility rate,
inside rate, total distance, number of crossing the inner zone, grooming, number of lifts on
hind legs.
The results showed a reduced induction time of general anesthesia in rats pretreated with
CBD 20 mg/kg and a prolonged recovery time in rats pretreated with CBD 100 mg/kg. The
impact of CBD on the intensity of the stress response was assesed by an open-field behavioral
test. We found significant differences between the experimental and control groups only in
one parameter (higher number of crossing the inner zone in rats pretreated with CBD in doses
10 and 20 mg/kg). Corticosterone concentration as an indicator of acute stress response was

higher in rats pretreated with 20 and 100 mg/kg CBD in comparison to control.
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The results of our study confirmed our first hypothesis: the effect of CBD on the course of
isoflurane anesthesia is dose-dependent and can reduce the induction time.The anxiolytic
effect of CBD on acute stress was not confirmed. The results of behavioral tests indicate that

stressed rats show greater activity. Further studies are needed to confirm these observations.
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