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Wplyw dendrymeréw PAMAM oraz ich biokoniugatow z biotyna i pirydoksalem na
wlasciwosci biologiczne roznych typéw komorek in vitro

Streszczenie:

Dendrymery znajdujag coraz szersze zastosowanie zaroOwno w dziedzinie nauk
medycznych (diagnostyka, terapia) jak i w przemysle farmaceutycznym, gtdéwnie jako no$niki
lekow, genoéw i innych substancji biologicznie aktywnych. Wsrod roznych typow dendrymerow
wiele badan dotyczy kationowych dendrymerow typu poli(amidoaminowego) (PAMAM),
ktérych zastosowanie w biologii i medycynie zwigzane jest z ich relatywnie niska
cytotoksycznos$cig oraz zdolnoscig do przenikania przez btony biologiczne. Wyzwaniem dla
badaczy pozostaje ciggle optymalizacja uktadu wielofunkcyjnego nosnika w odniesieniu do
réznego rodzaju komoérek 1 tkanek. Taki cel wymaga interdyscyplinarnych badan na
specyficznych modelach komérkowych.

Wstep zawiera informacje dotyczace wlasciwosci 1 syntezy dendrymerdéw oraz
przyktady zastosowania w réznych dziedzinach nauk biomedycznych, a takze ich
oddziatywanie z uktadem immunologicznym czlowieka. Omowione zostalty roéwniez
wlasciwo$ci witamin z grupy B (biotyny i pirydoksalu) oraz budowa 1 funkcje skoéry ze
szczegolnym uwzglednieniem trzech badanych fenotypow komorek: fibroblastow,
keratynocytow oraz raka ptaskonablonkowego.

Przedmiotem rozprawy byto zbadanie i porownanie wplywu natywnych kationowych
dendrymerow PAMAM generacji 3 zawierajacych 32 terminalne grupy aminowe oraz ich
biokoniugatu BC-PAMAM zmodyfikowanego witaminami grupy B (9 czasteczkami biotyny
i 10 czasteczkami pirydoksalu) na trzech fenotypach ludzkich linii komoérkowych skory:
normalnych fibroblastach BJ, komodrkach raka plaskonabtonkowego SCC-15 oraz
unie$miertelnionych keratynocytach HaCaT.

Zbadano cytotoksyczno$¢ dendrymerdéw po 24 godzinach inkubacji (test z czerwienia
neutralng NR i solami tetrazolowymi XTT), ich wptyw na indukcj¢ apoptozy (PARP-1) oraz
migracj¢ komorek (test gojenia ran). Przeprowadzone testy wykazaly, ze podstawienie
dendrymerow dwiema réznymi biologicznie czynnymi substancjami: biotyng i pirydoksalem
zmniejsza ich cytotoksyczno$é 5-10 razy (5-10 uM wobec 50 uM) we wszystkich badanych
liniach. Normalne ludzkie fibroblasty sa najbardziej wrazliwe na proapoptyczne dziatanie
dendrymeréw zarowno PAMAM, jak i BC-PAMAM, natomiast linia keratynocytow HaCaT

wykazuje najwicksza odporno$¢ na ich dziatanie. Oba rodzaje dendrymerow hamujg



ruchliwo$¢ komoérek w stezeniach cytotoksycznych. Godna uwagi jest za$ stymulacja
ruchliwosci fibroblastow w niskim (1uM) stezeniu BC-PAMAM.

Przeprowadzono réwniez ocen¢ wewnatrzkomoérkowej akumulacji obu typow
dendrymeréw oraz ich kolokalizacie w jadrach komorkowych 1 mitochondriach
Z zastosowaniem mikroskopu konfokalnego. Wewnatrzkomorkowa akumulacja obu
dendrymerow zwigkszala si¢ wraz ze wzrostem ich stezenia, przy czym w przypadku linii BJ
oraz SCC-15 szybszy wzrost akumulacji zanotowano do nietoksycznego 2,5 uM stezenia.
Ponadto komorki fibroblastow i1 raka ptaskonablonkowego wykazywaly w sposéob istotny
wiekszg internalizacjc PAMAM niz BC-PAMAM. Biokoniugaty byly nagromadzane w duzo
mniejszej ilosci we wszystkich liniach komoérkowych w porownaniu do natywnego
dendrymeru. Nagromadzenie dendrymeréw w jadrach komoérek bylo bardzo zréznicowane.
Najwigkszy sygnat obserwowano dla PAMAM w jadrach komorek fibroblastow, a stopien
nagromadzania byt wprost proporcjonalny do stezenia. Mniejsza akumulacje wykazywatly
komoérki SCC-15 przy braku zaleznosci od stezenia, a najmniejszg HaCaT za wyjatkiem
cytotoksycznego stezenia PAMAM. We wszystkich liniach komérkowych akumulacja BC-
PAMAM w jadrze byla istotnie nizsza od natywnego dendrymeru. Kolokalizacja sygnatu obu
typow dendrymerow z mitochondriami wykazata interesujace ilosciowe 1 jako$ciowe roznice.
Najwyzszy sygnat pochodzit od PAMAM w fibroblastach, w sposéb proporcjonalny do
stezenia, podczas gdy najnizszy obserwowano w HaCaT. Natomiast w komorkach rakowych
obserwowano posrednig warto§¢ akumunlacji sygnatu, ale w sposob niezalezny od stezenia.
We wszystkich badanych przypadkach akumulacja BC-PAMAM byta znaczaco mniejsza.

Badania wplywu dendrymeréw PAMAM i1 BC-PAMAM na prozapalng odpowiedz
komorek linii HaCaT potwierdzity ogdlnie ich przeciwzapalne witasciwosci. Wykazano
hamowanie endogennej produkcji IL-1a przez PAMAM i BC-PAMAM w niecytotoksycznych
stezeniach (1 uM), oraz obnizenie produkcji tej cytokiny w komorkach HaCaT stymulowanych
bakteryjnymi czynnikami LPS i GroEL.

Podsumowujgc, wykazano zroznicowang odpowiedz trzech fenotypow linii
komorkowych ludzkiej skory na dzialanie zard6wno natywnych dendrymerow PAMAM G3 jak
i ich koniugatu z biotyng i1 pirydoksalem, przy znacznie mniejszej cytotoksycznos$ci
biokoniugatu. Potwierdzono przeciwzapalne dziatanie obu typow dendrymerow w ich
niecytotoksycznych stezeniach w keratynocytach HaCaT. Uzyskane wyniki nie potwierdzaja
obserwacji innych autoréw, ze biotyna zwigksza wejscie dendrymerdéw do wszystkich typow
komorek nowotworowych, wskazujac na znaczenie doktadnego badania poszczegdlnych linii

komorkowych.



