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1. Wstnp teoretyczny
1.1Def i nicja i charakterystyka wybranych ¢

Nowotwory zgdgoSliwe to heterogenna grupa
etiologicznym jest deregulacja proces-w ap
przewagi sygnag-w stymuluj Ncych proliferac
[ praocljiN eskut kuj e nadmi ernymi, ni ekontr ol
nadmi ernie proliferujNcych kom-rkach nowo!
prowadzN do zmiany ich fenotypu. Przykga:
zuUywani em znaocSzecnii eg|wikiokzsyz epjr zielz kom- r Ki n
pozyskiwania energi. na drodze efektu War
ml eczan. Akumul acja tego metabolitu oraz
Zzaburzenia funkcji t chmoealk | wWrobesbirezkosH
Kol ejnN kluczowN cechN kom-rek nowot wor owy
kom-rkowego, skutkujNce tym, Ue kom-rki n
przypominaj N niskozr -Unicowane&kakermk:, r ki kttk:
okreSlony nowotw-r sifn wywodzi. Definicjhn
przez kom-rKki nowot wor -metzagd Zlziywyic hp ozwdsot ! ar
wt -rnych guz-w nowotworowych, oddal onych

proliferaoapaokwmrolekkchych funkcja ul egga

zmi an genetycznych, prowadzi do destrukc]j
narzNd-w, w obriabie kt-rych dochodzi do r
procelseykcg @ i adaptaciji ni eustanni e prol.i

prowadzN do zr-Unicowania genetycznego ofr
nowot worowych w obrnbie tego samego ogni s

sprzyja rozwojowillepdehiod

WSr-d nowotwor-w zgdgoSliwych wyr - -Uni amy
proliferujNce kom-rki tworzN zbitN masnfi o
ut kamioavot wory hematol ogiczne (biagmacdxXiiajg
nowotwor-w ze wzglndu na ich histologicz

nowotwory zgdgoSliwe wywodzNce sifn z tkanki



wywodzNce sifn emitikaamk&, mikglktéjcahghej pwekane
| ianfy cz-ncehggooni aka et c. Obecnie coraz cznS
zgoSliwych wykorzystuje sifn molekularnN
Kl asyfikacja ta |jest powszechnie wykor zys
kl asyfi kwejUnosSsici wdzaslt atuslireeeepborewégog
HERI2Z eceptor nask-rkowego |l udzkiego czynni
w przypadku nowotwor -w hematol ogicznych,
charakterystyczowylharfinygerC.DW, b drl 9, CD20
szczeg-Ilnie uUOyteczny ze wz glcnedu wanrae g o o
wy kor zysztduggfNicnei owane gcelkaodmely ek iy Nariwmset ot n N
patogenezie RowoamwioeucharakbewgsWwgku mbWwe

drogn dl a sowvoyi eshktofvemamp: 7 8!

1.2 Zarys patogenezy nowotwor-w zgoSIliwyct

Wi odNc a koncepcj a rozwoj u nowotwor - w Z:¢

(kancerogenezy) jako procesu posthpuj Nce,j

kt -rych | eOUN mutacje gen-w odpowiedzi al
(protoonkogen- w) or az mut acj e i naktywuj N
uczestniczNuwcry&d wl ckwwam r kowe g o, procesu

uszkodzonego DNA (tzw. geny supresorowe) .
dochodzi do przewag.i sygnag- - w stymul uj |
antyproliferacykoygmi ol kW nceyf kklkuw e g o ul. ega z
Transfor mowane nowot wor owo kom-r ki nabywa
ni ekontrol owanych podziag-w kom-rktowgtcéd .

moUl i wapcawy powstagych mutacij:-ir koorvaezg or eag |
nast wymkeaei Al per essiyiij nemu dzi aganisk ua kdiag N ec
rozwdjnevmazyj noSci nowot wor u. Transfor mowan
przewagfi sel ekcwyjieMowad woowywnikkdumiut r aty ko
cyklkom:- r k owyam apagt owN wyni ku czego mo Ue

dynamicznej ekspansj i n o wort ovzos.iueWwkomit etkiSe

progresji nowot wejreug oo riargwazwij mosSzaInfir - wjnd ke



akumul acj a zmi aond gggwaij Mczinnytcenr akcj e prol

nowot worowych z i ch tkankowym Srodowi s
odpor noScéildwéegla: 3!

WSr-d dobrze poznanych czynnik-w przyczy
skut kuj Ncych nowamt vedrize nwiernu swy nfi-iepn.i EBRY, H
ni ekt -red.bephytleopiseoJyty takie jak C. sinen:
promieni owanie UV, czynni ki Srodowi skowe
szczeg- Il nym uwzgl ndni egi emodpol wcylhlkiomany
(benzopiren) oraz toksyny zawwarsecwedymne:¢
te o wgaSciwoSciach alkilujNcych (mp. chl
tym gg-wnie reaktywne f or ndyu ktolweannue (pRQSe)z, ne
grzyby (npsperpriodddzuskjuyy Nce afl atoksynin). W

powstawanie mutacji moUe byl takUe procese
powstagych podczas replikaldfli, rekombinac]j
Zmi any w genomie mogN prowadzil do zmian

gen-w | ub pwomgedwsadr ensaj i gen-w zwielokrotnio

DI a pr zpykpjrazdeuz, tr ansl ok pcjzi@enimodiee nd @j Sd e nd

fragmentem chromosomu) odpowiedzial nego :
chromosom. Zdarmremwadatialkireat mo@&t ywnoSci t
genu, nabycia nowej wgaSciwoScgopnaedr pdnp
transl okacj l ub zmiany poziomu ekspresj.i
fragmentem chromosomu w miejsce regul owarl
skut kujdecr emgiore.abpNi zm-w proliferacji i ap:
przgkimaj est powst avBaCrRi/ eA BgLedntuo & ruezlyg knaeajoi  f r
chromosomu 9 na chromosom 22, czego rezul
aktywnoSci kinazy tyrozynowej. W konsekwen
aktywno®gniprsyd do nadmiernej stymul acji

gg-wnym czynni kiem etiologicznymcproawkek
myel oid )leD&aemj hepi ej poznany RAFPRAT oonk
ERBPF2 3KI@AOCCNDlat omi ast wSr-d gen-w supres

w kancerogenezi e wlyRiRBViHILB RMAINMI B AT H K.
[14,15,16]



Er bB2 -20HEmRal eUy do grupy receptoriowych
epi der mal growtsh yfmaid toavra nryede ptraerez czynni k-
nak -we&go. W wyni ku i nterakcji l i gand- v
zewnNtrzkom-rkowN domenN receptora dochod
nastfipuje dimeryzacja receptchr abi aglekt kw j N
sygnhagowym zwi N2 anyw wyniHER tego aktywe

wewnNtrzkom-rkowe szl aki transdukcij i sygl
RAS/ RAF/ MEK/ ERK or az Pl 3K/ AKT/ mTOR. Wy mi
sygnagu pegniregiudtaei anNprale®ywal noSci, pro
kom-rek nowotworowych. Wykazano, Ue wzmol

tyrozyno2veywy HtERRpuj e BOpr zypddhk wy2B nowot w
Nadekspr2s{wyHhHERaj Ncatdn&mompgERiBiBi2kva &kjoim- grka c
rakowych silnie koreluje z gorszym rokowa
chorlghyt7 el

Apoptoza j est procesem pozwal aj Ncym u:
wielokom-rkowych. W tym aktryavmowa mea jo celsii rei
starych, uszkodzonych kom-rek, dl atego zmi

tego procesu stanowi N jeden z gg§-wnych me
dwi e podstawowe ScieUki, na drodsei kUknyc
zewnitreanxNr{asdc opazhway eUki nwewmst)yrcz rpht (h
I nicjowanie apoptozy drogN ScieUki zewnnt
aktywnoSci wydzielanych przez kom-r ki u

sygwggd takich jak TNF ( cziyannngi.k tnuammotrwi rceyc

factor) oraz FASL (ligand FAS), oddziaguj |
(ang. deatWpregepptdeus )nnowot wor -w do zabur
apoptozy cziSom ejbrdidddlreodsygnalizacji zwi Nz

kt -rej kluczowN rolifi o@€gr ywdasjrN dbind Fka way rr
bi agka wykazuj Nce aktywn@Si B@&mnt ywaplopr atzyc
charakteryzuj Ncmi swjad8otwg8oai amycbhbngagka pi
BAK, BAD, BI D, 24GXAniRUMA)Y. Ol a Bi pPélkga no

modul owani u przepuszczal noSci bgon mitoch
BAX i BAK skut kuj e wzzevsrnretn zpmrezje phudsazncyz arinte
umo Ul i wi aj Nc t ynt ystaontyhnez ourmiatl@d haonri cer i - w d o



czego konsekwencjN jest aktywacja kaspaz
reakcj i, kt -ra ostateczni ek ogm-orwkaid.z i Dad og gp-r\
czynni k-w stymuluj Ncych szl ak wewnfAtrzny &
w obrnbie DNA a takUe stres oksydacyjny.
wymi eni onych biagek moUe w znaczNcyyz yskpao's -

rozwoju nowotworu. Wykazano, Ue nadekspres
2 dotyczyl moUe nawet co drugiego nowot w
szczeg-lnN uwagin na nowotwory zgJoSliwe uk

wzrostesgegkspren-w koduj Ncych &ntoyragpzpBG6GL YycC
wystnpuje powszechnie w przypadkuNHLE ezi arr
noHodgkin B cell | ymphoa)mo URo dataknowd | b ime:
cel dl a pr ec yeznyijan yweshp ofmonri m nlyecchz powy (e j chg
sel ektywny 42nhjiebsitt of ekBGLm zarejestrowanym
przewl ekge] bi agaczKkKichlkiomi @b |laysmpyhcoicnyetji c (
u

kgadowe| formy chgoni aklaLiz memmbhfydh mphmt g

ymphoma) . Trwaj N badania szczeg:- Jowo 0C ¢

| eczeni uNHLWhgethk Bek:-w antynowotworowych w)

stymul owani e wewnntrznej l ub zewnnniregne,]

sygnalizacji proapoptotycznej w kom-rkach
gen-w dla biag2ekmmzUer owl ziintyotBlQyL spos - b pr z\
opornoSci na zf@n% %brmy | eczenia

Wi nkszoSi zgon-w (pohadobB%howwt Neaowbhs
j est uog-l nieniem choroby w procesie two

t worzenia przerzut-w jest =zaleUna od typg

nowotwor u, stopni a Zaawansowani a chorob
i ndywi dual nych predyspozycj.i pacjenta <cho
nNowot wor owe |j drogN tworzenia przerzut- -w
krwi onoSnego, | i mfatycznego |l ub drogN ci
ot wmnej ) . N amop cezkiudingrteofmy m mechani zmem zaa
rozsiew nowotwor-w zgoSliwych fjestamg.zej S
EMTi epithel i al t o mesenchymal transition)
pol aryzacj.i or az adhezyrostkem- zkkowejp Scis k d

kom-r ek. Adhezja (przylegami enodhdmwraeala pa



aktywrkoaSdliher yrkgdbernygniN. W przypadku wielu
szlak sygnagowy zwi Neatnegniznyi npteagnmnaik aodliziewNaT

procesi e EMT. §cielUka tr a@Kadulkw jiistsoyogrnya g
wpgywa na funkcjonowanie kom-rek, uczestn
mi gracj i kom-r ek, proliferacji, r-Oni cowar

sygnagovwKjat WWpHyw wywieraj N biagkowe prod:i
gen-w supresorowych. WSr.-d czynnik-w aktyw
TGHoraz RAS, nat omi ast bi agko P53 pegni

zal eUOWwBljitKad . Na i ntensywnbisdwpsgyown aw yi wiaecrj ai
r-wnieU nc RNA. Mo g N one oddziagywal zZar
bezpoSredni mi regul atorami aktywnoSci szl

okreSlonych gjeNMc wi o t@mab ii Indka&eaini sgmepkt ywow
katenina wulega transl okacj.i do jNdra kon
czynni kami transkrypcyjnymi wywiera wpgyw

-

egulacjn istotnych z yp uwmkotcue swiwd zkeomi-a Kk loavn

ostagy wymienione powyUej. W tworzeniu ¢

N

wemi e nowyrmédo arrgizyger(eza) , maj Ncych zape\
l a reakcji met abolicznych iIinwvemsewwna@e gpo
gni ska nowotwor u. W procesi e angi ogene.
owot worowej zasadniczN rol fiiopEgQFy,wajENGFqKkT
raz TGF, kt-re mogN byl wydzielane przez
nmy w MMP s (and. matr i xmetmelt@p roptr @it ta 21ya s

ozakom-rkowej ), kt -re trawi N skgadni ki

c T ® O S5 O o -~

moUl i wiajN penetracjin nowopowstagdgych na

apewni aj Nc tym sarmymw dadddtyivr zge hs k gv@md z Nc e

N

rzerzut owemu. Dodat kowo naczyni a powst a

©

nowotw-r posiadaj N liczne wady struktura
zwi fkszonN przepuszczal noSi Sr -tdwojroonvkyam  k
rozsiew do odleggych miejsc organizmu dro
kol ejnych tkanek ©przez kom-r ki nowot wor o

i stotnego zaburzenia homeostazy organi zmu

przewzptzez nowotwory zgdoSliwe sN: WRHzgy
m- zg. Tworzenie ogni sk przerzutowych w o
prowadzil do wystNpienia stan-w bezpoSre

6



wymi enii moUna; heppr@alcemi guzaadci Sni en

Oy gy gg- wnej g-rnej, zaburzeni a r-wnowag
hi perkal emi a), zesp-gQ nadl epkoSci kr wi,
pokar mowego. Wart o r - wnlineiUe nziwr -cchior oubwa gnio, v
towarzyszN uci NUIl'i we dla pacjenta objawy,
wymienil: b-1, utratn apetytu, przewlekge
mi "Sni owej oraz depresjn. ®@®bdcntmiinymymsite

przyczynia sifn do rozwoju niedoUywienia or
pacjenci onkol ogi czni w stadium rozsiewu

samodzi el nego funkcjonowani a a poziom |

pogorszeniu, stanowi Nc istotny probBF%em or e
37

Choroby nowotworowe oraz ich |l eczenie st
zdrowia. Skr-cenie przewidywanej dgugoSci

wSr-d chorych, z kt-rych spora czin8i wci NC
za s9®bOt nie konsekwencj e ekonomiczne. W d
nowoczesnych terapi. wymaga ol brzymich na
dodat kowe obci NUenie systemu ochrony zdro
kluczowy jest tod5l i Wg wharnoIwiwd oy ci erpi e
perspektywy osoby <chorej, a takUe wSr-d o
wpgywaj Nc na standard Uycia oraz moUl i woSi
a takUe cage grupW bbbiztzuwtbdganeoszumkimwa
ekonomicznie efektywnych metod terapeutyec
wci NUO istotny cel oraz wiyZW&Hi*® dla naukov



2. Obecny stan wiedzy na temat farmakoter &
zdoSliwych, podstawowych mechaniozZnmazw oporrr

system-w transportu | ek-w

Wtym rozadgtahld opi sane nowoczesne metody
zgoSliwykh;,; ryaoh model ach kom-r kowych b a
przeci wnowotworowa koniugat- -w | ek-w z den
(wrzedgdoYhkphuybmt ) kaODpdat kowo przedstawi one z
punktu widzenia farmakh68ter apmi il ethéc lpaziexm
oraz koncepcja stosowania Bygsgemdwugr des$
systems) jako narzhidzia umoUliwiajNcego pc
ef e kstteons owani g etsej tsetUr amze gisit e vr mdWw o ww Src o w K
dziagjanie oraz zwifikszenie selektywnoSci
uOyciu DDS. Szczeg-1lna uwaga poSwi fc
poliamidoaminowym (PAMAM ¢eébegmmmemdr i mer s
kt -rych IskutesaewmarSia jako DDS byga badana

2.1 Glejak Wiel eprog.t agliiooyl g GiB&#Mna mul ti for

GBM jest najcznSciej wystfinpuj Ncym pier w
Charakteryzuje sin bardzo ni ekoretyst agm
przeUycia szacowanym na 7.2%. Standardem t
przez c¢hewnikott-erreajpiwily,kor zystuje sin Temozol
dl a farmakoterapii -8BMgstlhowa btaruademiaa kp &
tkanki nowot worowej. Gg-wnym chemoterapeut
TMzZ. TMZ podawadpwpepb beamdniu chirurgicz
75mgpmzez 5 dni na kaUde 28 dni. GgJ-wnym s
zaburzeni a hemat ol ogi czne (trombocytopeni
chirurgicznego stosuagremusitiynNak JednabpUanty
metody jest wzrost ryzyka infekcji wewnNt
goj eni a p o zabiegu operacyjnym. Dodat kow
standardowo stosowana | est Lonmuiset yznau wakgti- I
| i pofilnoSi oraz magy rozmiar czNst-eczki,

m-zg. Kol ejnN opcjn terapeut ylcrzen Nh aruwajniowve



aktywnoSA éwWwm@F zumab). Mimo wydguUenia c¢z:
stsowani a Bewacyzumagu, nie wykazano i stotr

u pacjent-w stosej NNybladlaemk a Rewaawyzwmaou:

wW kombinahj bi tzor em ti drpyoni oztoenkearnaezny. |1Tr waj N
nowy mi meadochakot er api i GB M. Il ntensywni e t
mol ekul arnych, wulegaj Ncych amplifikacji w

i nhibitory mTFOR,F®ARARP, EIER, VEGFR oraz PDC

testowane samodzniaecljni e el skt aw dkaorndbo wy mi c he

jak TMZ, co ma na celu uwraUliwienie kom-r
or az potencjalizacjn i ch dziagani a. Test
Anhibitory i mmunol oghgalhpaly. pumkitunwe k b et
i nhi bitors), skier owlanePlpr z4TcLiARode Nmbwa &
r-wnieU pr-by wykorzystania nanoczNstek | e
stosowanych w leczeniu GBM. WSrpdsaamyx,h w
dendrymery oraz nanorurKki. Podej Smi pgto z
przez | e ki transportowane przy uUyciu na
bi odostfipnoSci i efektywnoSci dziagani a

st osomwiasmkta- rych nanoczNstek np. dendrymer -
pozwala r-wnieU na przygNczanie czNstecze
cel ami mol ekul ar ny mi ul egaj Ncymi ampl i f
nowot wor - w. rOaltkeg gite, s tUesoswani a nanoczNstel
przyczynial sifn do wzrostu resekcyjnoSci
przy jednoczesnym ograniczeniu skutk-w uba
celu wal ki z ogrmamnScciz elné la-mv $p owmodsdwigpny c h
(bl-oopdin barier) testuje sifn takUe stosowa
wSr-d kt-rych najwincej uwagi poSwifica s
bezpoSrednio do (niereisek@dkmneggo)t ghda, dU
l udzkich glejak-w zachd®d¢g¢tcywkzomoklenagmany e
pegni Ncego zasadniczN rolid w rozwoju reak
pomi fdzy wzrost-2mapwiinkmz NCOXwaayj goBesizMr
rokowani em. W zwi Nzku z tym =zaczito tes
przeciwzapalne (inhibitory COX) pod k Nt €
wzglindem GBM. W badaniach prowadzonych na

MG) zaobs eriwbowayn op oozbinom proliferacij.i kom- 1
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i nhi bi tOXr - Wi ndomet a oyiaakd)a.t K owo badani a ef
cel ekoksyb-udomdat €0OXh model ach kom-rkowych
hamowani e proliferacji ety arsda omysvaadhu 2 eA
GBM wykazady wzrost efekdgwnolbemotdaer ageauwmt y
przelzekoksyb. Warto dodadkpnteownlyahaniaadbdls e
Ue pacjenci regularnie stobupNtypr | ki COKr n
i stotnie zmniejszone ryzyko zacchzorreo wialnifaa z
nad zastosowani em c e leenkoozkosl yobmi dve mk eembsizn akcw e
retinowym ni e przyni,os®yy zwbNXNKanyzc hc zeyfrre k
cclekoksybu w terapii pacjent-w z GBM wyma

2. Rak KolczystokbanglkoswyudmBSBlCs “é@1 | carcin

Ra k kol czystokom-r kowy t o grupa heterc
wywodzNcych sipf r£-KerBHtyobcygtAwpod wzgl nd

wzrostu oraz potencjagu do tworzenia przeil

drugim najczinstszym nowotworem zgJoSliwym
podstawnokom-rkowy) . nmartkoanwya sjta mya kasktgn ecjz y(s
or al cavity squamous cell carcinoma) nal e
ggowy i saznybiea(dHNaOhd neckecarzgémslu na wysok
potencjag do tworzenia prOLCSCLutstwanomwaz irs
wyzwanie z punktu widzenia zdrowia public
ustnej or az warga dolna naleUN do naj cz
Standardem terapi. OCSCC jest | eczuebni e c |
chemioterapi N, kt-re stosowane mogN byl 2z
zabiegi chirurgiczne oraz radioterapia mo
przez Sswoj e umi ej scowi eni e w | amie ust ne
kosmetylcezneijeka edy teU wupoSledzaj N zdol nc
przyj mowani a pokar m- w, znaczNco pogar sz
chemioterapii jako leczenia wspomagaj Nceg
korzySci W postaaiozo g@rgajryicthz eorkiad ercyay WNa y ¢ h
Ouchwy) or az zmni ejszeni e ryzyka rozwoj l
systemowym (chemioterapi i ¢ipstadsymvaan & as b oppo

10



docet afklsedr, o@dbkadé¢ ylaks glo.solwakie ts&N sv skojar :
wSr-d powszechnie wykorzystywanych -schema
plyantaf | dor our acyo g etoalksze ID & Hcu(adpd Gt aadl,y) n.a

stosowana jest r-wnieU wk (bek ojiasrtzoetnniyumiz orgard
chemioterapii sN brak wystarczaj Ncej sel e
uci NOUOl i wych systemowych skutk-w ubocznych
Sluzowych, nudy,oStiazotrneedsryoymn @61 ). Dodat ko

rozw- j opornoSci na | eki w przebiegu tera
nad bardziej precyzyjnymi f or mami | eczeni e
met abolizmu kom-rek nowotowodrn awwyxdh maotn@g zer

poni Uej 7 (standardowe pH nienowotworowych
zastosowania DDS, dla kt-rych uwalniani e
badaniach na modelach kom-rkowgcht IOL€BICEn &
for my nanografenu j ako DDS 4| @d o(rruibe kcoywmayl

pozwol i go osi NgnNi korzystniejszN dynamik
okresu p-gtrwani a. Obiecuj Npe z ywryind ko wt a
zast osmewamiremi ny w kombinacji z inhibitore

Kombinacja ta hamujNc przekaFnictwo w obr
pozwoliga w istotny spos-b ograniczyl zdol
OoCscCC. D o d aztakoaobwsaenr ow, Oe o mBiisyaajphattcyngi s
dostarczana PtpopwanyYgki napegzNstek zgJota n
skutecznie uwraUOUliwial kom-rki OCSCC opor
|l eczeni a. W badani ach EhbdoBI c amykcalz ag i eow
monokl aer skier owhimda vprl ziemaibw eR Rz umabc wi kom
z antagoni spgat iViEEGFeRm.2 Rae mmryo |l iekuneabgr upy i
I mmunol ogicznych punkt -w kontrozomrnyx hprzoesiz
FDA jako |l eczeni &opiceywsné&jomlirkiowegdkagdgdow)
ang. head and neck squamepslsatogelal doasrt airrcar
wykorzystanswst ePRvldd transportu | ekna pr z
chitozanie, charakteryzowaga sin zwinkszor
skutecznoSci N u pacjent-w z miejscowo zaa
zaobserwowano r-wnieU znaipg mitey nwi Mk s z Ka ni
nowot worpwyehnpedbywal nym stnUeniu tego |

rezul tat -cwpslpaotdyamyi aw st andar dowpr seoiswdi.a gC

11



monokl onal ne skierowane przeciw receptoro
( EGFR) zostag zat wi elrdzoeryi aprQ@ICGDwW 200 €
pozostaje on gg-wnN formN |leczenia ukier
mol ecul ar targeted therapy) w terapi. ocC
bardzi ej precyzyjnych form tetdt apginii e nQGCSC
zastosowania DDS, jest wciNUO nie w pegni v

2.3 Rak Paergsi Bf8&s%* Cancer)

Rak Piersi (BC) stanowi jednN z najcznsi
chorobN nowot worDowN kw$mN-cd wk dsiteott . nym st opn
grupy wiekowe, BC stwarza jedno z prioryte
wzglindem mol ekularnym BC jest zr - Uni cowse
r-Uni Ncych sin dynami kN, vyprr-zkrbiise gsieim 4r aa
podtypy mol ekul arne BC zdeterminowane stat
(Luminalny A, L edrnoidraa Inny oB,azHBR2Z2 r - jnie uj

mol ekul arnego fenotypu raka pieeptorbivwerdale.

estrogen-w (ER), progesteronu (PR) oraz |
( HERRDuczowN formN terapii BC pozostaje |
stopnia zaawansowania, zajncia wnzghw chgc
specyfi ki mol ekul ar nej nowot wor u, l eczeni
|l eczenia multimodal nego, na kt-re skgadaj
hor monoterapia oraz | eczenie skierowane p

systemowkyoor zyst ywane sN wielolekowe schema
z grupy taksan-WSrordazt aaknstana-cw kpri enf. er owan e
docet aksel, nat @emii &@snt zs tgasugwamaymtr id ¢  k Inian

schemat - w slteamevreigan ysdyp §Blt y &+ whoseflami d. St c
|l eczeni a systemowego przedoperacyjnie ma
umoUl i wienie resekcyjnoSci guza, nat omi as:t
do redukciji ryzyhka otdwaergzye/rciha opraze rmzwnto wy .

pozytywnym (HER2+) BC dodatkowN opcjn ter:
chemi oterapidi stanowi | moUe |l eczenie swoi

sygnali zacyj nej zwi Nz &jejsyz utagini r ec @@mtcqg reen

12



Zzaawansowania nbwoewsertwspwwna aeg etsu ziuknoanbbui r
przeajdacmonokl onal nafgbi aak yelHEMR.2 Qodpat k ow:
zatwierdziga inneapneecikweir ava(ngsotpuzzdenaai bw
do |l eczenia pacjentek z HER2+ BC w stadiun
opacrht yo standardowe cytostatykcetakgsals).uzWw
pacjentek z zaawansowanymBCulbpdafiNeepmBpen
stanawatilnelbekt ywny, odwracalny inhibitor
tyrozynowe|j receptora HER2. Lek ten zarej
HER2+ zaawansowamypnm zleulz ud j NBoCa pwe ckyd mnakbii maNc |
przypaddadwodni omesj i ppo@gi mo stosowania t ax:

trastuzumabu. Kol ejne wskazanie do stosowa
aromatazy stanowi HER2+ ER+ BC u pacjentek
kt -re nie maz &stwsskoawaan® adochemi ot erapi i . L

wykorzystywane w dgrupie pacjentek z BC v
hor monal nych (ER+, PR+z)edménkphuetl mwy nwi £tk
tamoksyf ehyeotrmaantf, kt - rryich pnelcehggani nen dali
aktywnoSci receptora estrogenowego (ER),

wi eku postmenopauzalnym preferuje sin inhi
na hamowaniu aktywnoSci enzymW kKbdat&wegaor
| ek, kt -rego mechanizm dpidajaoawiaai aiwki gn
ral oksyfen, jest wykorzystywany w profil ak:
r-Unych przyczyn efektywnoSi oraz WNeler anc
obni Uone. Stdswwahieysosandaykr wbitakna hmqg @Geé
ze sobN zwifnkszone ryzyko uszkodzenia mi
ni ewydol noSi serica) hommadamani mst amegkghenpsat
przycziyndoa wzirostu ryzyka rozwoju raka ent
takUe ograniczona biodostiApnoSi lek-w jakog
W przyphdkesyfenu metabolizm pierwszego pr:
bi odost foprdeXai ntaewmgmu B %. pdzkolakl ibti okioeslt Ui pn
byl w istotnym stopniu ograniczona 2z uwa(
badania kliniczne oceniajNce skutecznoSi
modul uj Ncych aktpiwvobSEZoERag&€zpb80D =Adtywi erd
poprawil biodostfApnoSi jednego z g§-wnyc

l eczeni uwdB8€Coopamaecoz Nst exklkiotwyk k@lmp | 2 kasl lpum
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ta okazaga sifn na tyle skuteczna Ue wspor

przez FDA do |l eczenia BC oraz innych nowot
rak pguca, rak trzustki). Celem ograniczel
orazawypskutecznoSci (redukcja | ekooporno¢
celowanych metod farmakoterapii, kt-rych
konkretnego szl aku sygnhagowego, w obr nl

przekafnictwa tefdgnezypokleshlawgt Pp&go nowot we
(ang. mammal i an target of rapamyciHR+ sN t
HERBC. Jedédmwezroniiortus zostagd julU zarejestr
wskazaniu jako el gnkevretr otl e rmaupsi i+ s kndhji ari zt corre ji
iselektywny inhibitor kinazy PI 3K zostag z
wykazuj NcegoP Imk3kam4 fH-BRE2n w s k o j walrvzesti rua nzt efr

Badania kliniczne nadi wiykor zwskamiaem zi ntne
monoterapi. l ub skgadowe|] |l eczenia skoja
Zaawansowane,j fazie bada® klinicznych tes

kinazy biagkowej b (znanejwy@dze¢aaopiAhkt) a
sygnagowej wykorzystuj Ncej kinazin mTOR. Ko
znajduj Ncych zastosowanie w |leczenidau BC s
cyklin). Tripalshpodirc ldi breimcathd ibmics ked Gy ,r eaj est
zastosowania w BCzwens kwojHRr+z eH'EIRR z t er api l
grupie pacjentek BC po8R&eajl Mocyemi mutcadjor
wykorzystanie znalazgdgy | nrAhDRy b @izeyn zBARIP (|
odpowi edzialnego za regul acj angpuimg eapawi bar
or @ad atzoparib sN obecnie zarejestrowane pr
BC, u kt-rych wystBRGCAeKomuetjanca ak omn ceercij e
wykor ziyat wwar amach terapidi cel owane|] pol
przeci wnowotwor owych z przeci wci agami mo
specyficznym dlIl a danegMern awaztyméar uh ame ¢ &l p §
poli meryzacjhn mi kr ot wheu ler qaoopsrtzaejz pwizNyzgaNhci
trastuzumabgat Kbenientaastoedymakyskag w 201
przez FDA do |l eczenia HER2+ BC. Derukst ek
zostag twynkyordgs otrzymani a koni ugaatt ut en t
(trastiozemahbt egfabnuzyskadg rejestracjn do

nieresekcyjnego | ub daj NceghDwykaemnui et yd uld
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skutecznoSi w |l eczeniu pacjentekwazi apgrozer
monok| esnalgmenab, skierowane przeci wkog anty
zostago skoryimugamwarme t oz eimno wiotpeok &mema.r ako/n il u
zostag zatwierdzony jako |l eczenie 11 1ini
wystninpuj Nogplreegge.ut Prowadzone sN r-wnieU

| eczenia i mmunol ogicznego w terapi:. BC. S
PDlL/ RO . Lek Z ateegolgirzuupnyab uzyskag rejestr
el ement terapi it askkscejlaernz onepaxzj emakelki z p ot
I ntensywnie badanN strategi N maj NcN na ce
wykorzystanie nanoczNstek jako noSnik-w

wczeSniejszej cznSci teksgad zpbaswdsowa
narzdcs t e c z k o we gaok Ikiotnapkl seeklsuu Pgp. aDbemnna& &aiNab:
strategia |japtamyeyR)y.wiMNanbaldtao rpr owadzone s

nad wykha@amzym | iposom-w jako ®OSt atkededdomw k s o
poprawy skutecznoSci |l eczenia oraz redukc
badania nad ocenN uUytecznoSci stosowani a
czyl i strategi.| |l eczenia polegaj Ncej na
ngmniejszych moUliwych dawkach bez dguUsz
potencjalnie zapewnil | epszy efekt immunor
przykgady ukazuj N, Ue badania nad nowator

jest dynamizavirjiaj NcN sifn dziedzinN far mako

2.Ostra BiagaczkdaSpgpi ecwae( mMMEASDiIi d | eukem

Ostra Biagaczka Szpikowa (AML) jest stos
wywodzNcym sifi z kom-rek | inii szpi kowej ,
AML wyr -Unia sin na podstawie charakterys:
obecnoScnychk rneustlaoc j i genetycznych, kt -re
rokowanie oraz moUliwoSci terapeutyczne. F
Promi el ocytawdl. (ALt e promyel ocytic | euke
obecnoSci N t7xaagRdkagejl) , tkl5r&j rezultate:i
wer sji receptora dl a-Ukavmg.u Ireettii moiwe gac iad fre
Il nppdtyp stanowi N biagaczki z grupy CBF (
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wystinpowarsit@immuj &Nlcercr acj i cyt ogk®Eep ¥ zg32h
t(16; 16)(pl3;q922)] or az t ( 8; 2 1i)i(ngd2u2k; cqj2n2,)
konsolidacjnin oraz | eczenie podtrzymuj Nce.
jesapit@erskojajrMoa as isfk § @ a uyntoar ruabhi i€yyn y (LAerkaa z t ¢
podawanecheMawiie8 3dn7 podawanbacyny& + 7 d
(wykorzystywane sN w fazie indukcji or az
|l eczenia mierftenai gl sptrelsg®mi®zadowal aj Nc a
przekracza 35% w popul acj i pacjent-w prze
powyUej 60r. Uycia waha sifn on pomindzy 1
coraz wihncej celowanychi BpNmwlysetdAeowani ket
mut acji determinuj Ncych fenotyp okreSlone.
na mut a-ttgasRARowani e-tzmaddgaizngo kywasunao Ul i wi a
poprawn rLoekkowemi g.est el emegbdoem tecjizeine mk is{
jednakUe w ostatnich | atach pojawiajN sif
tr-jlekowe ] obej muj Ngeiij rwszpanremizeomN  kpoonphri.
idar ub.iwcyrryzypadku AML eznue kGsDp3r3e s7 dls faonst pywega n i
gemtuziomabgamici in kg GiOygat skgadaj Ncy sin
monokl onal negnzagamy€CPRg, otaku o wgaSci wo?

Wy kazano, Ue dodanie tego koerniuagas kojarkoo
obej mujaNucneogrou dd & ¥Giparrzay czyni a sSsi A istotnie
| eczeni a. Zaobserwowano r-wnieU znacznN p
CBF (ang. core bindingchamtadmnu) |Ipezdaodaniol
fludarabini orraQ. wWysotkd ez Nlcawkaprazeci w potr
|l eczenia w zaleUnoSci od obecnoSci konkret
wi ncej celowanych form |l eczeni aFLWSr(¢dpuani
mi dostaurynn) ji Viddle n(inbpi.en d EDHRlie ni b . | st ot nyn

AML | ekiem cel ewanykl| pgst badNey inhibito
bi agk-a, BEL - re ulega deregulacji w niekt . r\
strategi N okaza§aniséim- wedt awykoagiNcych da
cytarabinN w msmébsyoknynt ech VoxRroesparads ttaejr
zatwierdzony do |l eczenia AML przez HRDA. Wi
w | eczeniu A ML ma Ugt yoddygnray wé k § aawo w a | aka)
skojarzonych) . Doustna -#86maosetggal phuepa

| eczenia podtrzymuj Ncego AML. NaleUy doda
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pegni all ogeniczny przeszczep kegn:-ir elke ammaen
j est redukcj a ryzyka WzZnowy or az popr aw
dgugotermi nowej . Ni estety jest to procedu
Oyciu dziaga® niepoUNdanych, w zwi Nzku z
zakiwfal kowany. Pomi mo znacznego postnpu na
or az popr awy rokowani a pod wzglndem ods
wyzwania terapeutyczne, wymagaj Nce poszer :

problemem jeet mograwo8eenleczenia w zaleU
c

pacjent a, determinowane obci NUeniem dl a
terapii. W zwiNzku z tyineclhooebbowa8fe Nt hniwe z
zakwal i fi kowana wys dkiceje ns kau tmed nddNS®i . W o
poszukiwanie nowych strategi.i |l eczenia po
przy =zachowaniu moUliwie najwyUsze|j skut e
pacjent-w moggdy z abkiego leczenia skorzy:

2.Pr zewl ekda Bi agacizaka .Szpirlkomwa (nE&MACoi d | e

Przewlekga Biagaczka Szpikowa (CML) jest

sin z kom-rek linidi szpi kowej , kt -rego et |
t(9;22)(9q34;9g11), skut kugOR/NABpPorvwosdtuaknti etnme ggo
wykazujwano @kt kinazy tyrozynowej , kt-ra pr

stymul owani a proliferacjiBCR/OMBLEOpk apowa raid
selektywnych inhibitor-w domédnyrksnaezowejn
i nhi bitors) pr zycezjynpajpor aswyin rdook odwiaannieat rpaal cn
zachowaniu zadowal aj Ncej jakoSci Oyci a.

pacjent-w odpowi adaj Ncych na |l eczenie TKI

tego parametru dl a popsuowaacnei W uldezciz ezndiruo wG/M
moUna na 3 generacjeaezaDsifiernwsazeéjni b, nidoh
bosuti niilbotornaazstn natzemii a gener acsgai mbeij muj
Wskazaniem do wJgNczeni § e@Kdt Napyi Uesnzi yec ho pgoernr
imatinib. Istotna AB&M3 It%kr @ bwrichbeSIisimutace
imatinib oraz TKI drugi ej generacj i . W pr
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obecnoSIi wspdmmriearnyeéjo wawntyanc jlo@mk ii emmbp ¢ 7Kt 4 jr

generacji). W dodatku zmiana jednego TKI n
byl podyktowana indywidualnN tolerancj N
skutecznoSci or az korzystnego profaichu be
pacjent-w prowadzenie efektywnego | eczeni
skutki wuboczne. U pacjent-w nie wykazuj N¢
zastosowal moUna takUe alternatywne for my
zast os oavjachujee zm. i n. all ogeniczny przeszcz
kt-ry stanowi formn | eczenie definitywneg:
W grupie pacjent-w starszych all ogeniczny

duUym ryzyki emiaezl ochid.r obbawo&fo w t e] gr ufy

zastosowani e znajduj I wgNcizremy mi kloenkbad miac

azacytydyna, decytalyitma,abhyadr oKileym@d¢c anitka
moUl i wie jak najlepsyN Kanmakbfiepapiga e €EML
duUy potencjag |l eczniczy mogN wnosil | ek
zdefiniowanego celu molekul arnego. Bar dzoc

wysokN selektywnoSci N (ogranicpa¢jNeNt odnz i

reaguj Ncym na |l eczenie szanse na zachowani
Oycia pomimo choroby. Problemem wci NUO wyn
trakcie | eczenia opornoSci na | eczermi e sel

pacjent-w uci NUIiwych dziaga® niepoUNdany
uwagi na wystfiApowanie chor-b wsp-gistniejN

2.N6i edrobnokom-rkowy TRalkg.Phwmna s(mMasCLCel | |
[61, 62]

Rak pguc (LuLR) €amnocewi jednN z najcznfst
spowodowanych chorobN nowotworowN w-skal.

obj awowy przebieg we wczesnych stadiach c|

w momengdy choroba ma juU inwazyjny chara
whnzg-w chgonnych, przerzuty odlegge). Ws |
generuje istotne Wmyerwamdwt yWd zamgen 0z twwagio n a

chorych zmr @aLpow naynyokim stadium zaawansc
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terapeutyczne sN znacznie ograniczone a S

charakterystyki histologicznN LC moUna po

l ung Ttdamackmokom-r owyaz akS@l§g§@maddomrel i | ung
nie drobnokom-rkowy rak pguca). Dodat kow
wzglndem rodzaju tkanki z jakiej SI N Wywoc

pochodzenia nabgonkoWiefglobk ot & zz gk luaxzyfjiokvew:
j ako NSCLC. W kontekScie |l eczenia NSCLC

kluczowN rolfn odgrywarelsekz¢mie JedinmkiOei, c

wyUszych stopni zaawansowania potencjalne
korzySci . Z tego wzglndu u chorych w zaaw:
w | eczeniu odgaywa hemdober api a l ub skoj
radi ochemioterapi a. Mo w edkh evmi wy kearazpy st yNvG
ci splatyarabommt.atlyedk ist osowane sN w pogdgNcze
taksanammetl ruebx epd e m. W ostatnich | atach p
terapeutycznych wykorzystuj Ncych | eki imm
cele molekul arne. L e areug rei em. ii mmu nsotl cosga wazmie
I mmunol ogumnckztn-yw hk gpnt r ol nych takich jak: I
a ezolizumab. IstotnN roln w terapii celow

Bewacyziumrazbeci wci ago mo n o k|1 o nVaH GiFeR sukzi yesr koawg
rejestracjn FDA do stosowania w |l eczeniu |
Dane pokazuj N,ewdeygkmpbhuzenileeclzeni em i mm
nieSi ze sobN istotnN poprawi rokowani a.
mol ERune rejestracjn do |l eczenia WSELE& pos
kt -rych wymienil moUnfaat igneifbi t(inmuitba,c jear |wo tgien

EGFR wystnpuje stosunkowo powszechnie w NS¢

stanoewiektsywne bl okowani e aktywnoSci Kin
wspomni ane|j kKinazy uzyskago juU rejestra
eksprAd¥jairi zotini b, l orl arigabj niab)ect i Thivh
badani a nad oproaccecnvwNa n 5 B mt eacrzanzo Sc i l ek - w
zastosowania ich w kombinacji z innymi met
rolfhn w patogenezie NSCLC stanowil mogN

aktywnoSci N ni PeodujwbBkagaoCRMAde pledoaRNA St o
W procesie rozwoju NSCLC wuczestniczNc m..

kom- rek nowotworowych oraz zwinkszaniu ic¢c
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kom-r kowych NSCLC wykazano, Ue wyciszeni
wpgynNI na ograniczenie rozwoj u nowot wor
proce&prvmcowani e selektywnych oraz wysoce

daje nadzieji na znacznN poprawi rokowani e

2. Kl uczowe mechani znpr zoecoir mooSWE® wicar d veek i

Podczas prowadzenia | eczenia onkol ogiczr
ci Nggym procesom adaptacji, kt -re w efe
skutecznoSci terapii. Szczeg- |[AnodNwortowofr ow ep
kom-r ki maClreacaeryse €@ f§elsltsanowi Nce popul @
nowotworu, kt-rN charakteryzuje zdol noSi
proliferacji, nietypowe r-Unicowaniiedl or az
do generowania duUej heterogennoSci kom-r
ugat wia powstawanie subpopul aciji kom-r ek
opornoSci na | eki moUe byl warunkowany pr

l ek-w z BgBomnikizpny transport do kom-rki,
zmi ana konf or macj i punkt u uchwyt u |l ek u,
nowot worowych, hamowanie apoptozy, ampl i fi
nterferencji RNA, anoawoktUweo rionmyecrha kzc j ific hk 0%

zewnNtrzkom-rkowym oraz ukgadem i mmunol ogi
DOXnoUe byl rezultatem wzmoUonej aktywnoSec
ABC (ang. atp binding cassett®nN kvt -wyeniWw
hydrolizy ATP aktewnrzike o mrm&mus zo kdopm irka &IN W a
DOX moUe byl takUe rezultatem wywodane,j

Topoi zomerazy 1 kt - -rego hamowani e S 1

przeci wnowotewoerkawe g OX (zmi ana konfor macj i
mi ej scu jego dziagania). I nnym przykgadem
na rozw-j] l|lekpapdekne$ekt ywaviScibuzwalani al
jako rezul traetj neufteakctjem jkets-t zmi ana konfor
BCR/ ABL, do Kkt - -r egoW pprzzyyype&Edzlawp sa mo $lenn & KIl «
rozwiijal moUe sifn ndowmmegeleanteigomua ®j ia kw y ¢
fosforylazy (kinazeydpeksyonyeydpydpy, d& kor
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jego aktywnN formn. Przykgdad udziagu rozkyg
| e ki przeci wnowot wornowe Skt kmonwirie k miNGeC L 6 p
pakl itaksel. Na tym model ad &k mwr &0 lwiy mo Svoik :
skorelowany jest ze wzrostem aktywnoSci | e
(CYP1B1). JednN z gg-wnych funkcji enzym-
l ek - w. Przykgadem r ol i ograni czormezmgwo jtu an
opornofapifnajeet roewejrekRseanholSMTXhawmALL.
Ue wzrost opornoSci na MTX moUe byl uw

specyficznego transporeduvaed!| adlf datlZe ado awn i€

stroniyej gmona wraUliwoSi na MTX moUe byl

genu reduktazy di hydrofolianowe]j, kt -rej
Funkcja epigenetyki W procesie narastani g
epigentycznykohndreaassacppi e@®@r omatyny, det ern
gen- w. Wykazano, z&deyt gidgsegwanioe wadaSci wo
hi pometyl uj Ncych, moUe w istotnym stopn
nowot worowych na | eki ainst pyl neotwyont avros @ rwac ytla k
winkrystyna. W kontekScie roli interakcj.i
kom-rkowym w rozwoju opornoSci na | eczeni

Aibroblast-w zwi Nagiaftyuaiter aswotwataekd - fi b
wydzielajNc czynniki wzrostu (HGF, EGF) , I

przyczyni al sin do ograniczania odpowi edz
metabolizmu kom-rek nowotworowych moUe |
warunk- wk&raewwiN$ rzkom-rkowego, w kt-rym
nie duUych il oSci ml eczanu przyczynia sSi

zewnNtrzkom-rkowego guz-wW nowotworowych,
bariern fizykochemi owoNK wdil awylcehk - w Wy gelkeii
adaptacyjne kom-r ek nowot worowych or az w
kompensacyjnych ograniczaj Ncych efektywno

wyzwa@E | eczeni.a onkol ogicznego

21



2.Bystemy transportu | ek-w ze szczeg:-Ilnym
PAMAK?P

Il ntensywnie badanN koncepcj N wal ki z |
zgoSliwych jest zastosowanie nanoczNstek
PoSr - d sizelt hmpioav t est owane s N: |l i posomy,
syntetyczne, nanoczNstKki zgot a, nanokompo
Zal ety pgynNce z zastosowania DDS to m.in
uwal ni ani e zal efdneczedi epH,yr ozokgadu enzyme
rozpuszczalnoSci, zwi nkszona akumul acja w
transportu dokom-r kowego przygNczonych I
modyfi kowane poprzez kowal enchyjsnueb sptrrzaytja\nsiz

receptor-w ulegajNcych amplifikfaeNbt ec Kloim

adredujtNacreget i ng mol ecul es; ™M) . Taka str
selektywnoSci transportu l ek - w, t ak aby
km-r ek ni enowot wor owych przy zachowaniu

Zastosowanie DDS moUe w znaczNcy spos-b p
aktywnoSI bi ol ogiczna | est Il i mi towana pop
wodnyark s(@any) . phcazdeami eprkzowal encyjne | ek v
gNczmirkaaOWw i wych na pH zapewnia ograniczeni
toksycznoSci terapii. Lek moUe wykazywal s
ni skim pH tkanki n o wuowt anl onrioawneij e )(.k oknot I reojl noNv apr
stosowania DDS | est ugat wienie pokonywani
kr ewn:- zg) poprzez | eki transportowane pr z)

zmi enionN morfologin nachy @ukywinomwo$ mwpae o wa

zawartoSci bi agek maci erzy mi ndzykom-r ko
mi fidzyt kankowego drogN naczy@ | imfatycznyc
i ntensywniejszej akumul acj i w t kankalh h gu

tkanek. Ef ekt ten denhanoeadanpel msabijlaiktoy E
odpowi ada on za poprawih skutecznoSci stos
jednoczesnym obniUeniuni eobwyt winl@Bmveglc.hwz\Wy |
odr - Uni emMR,u lotd- rg j est procesem pasywnym
sel ekt ywnoSi dostarczania l|lek-w mizédz DI
nanoczNsteczkowych TM. W tym celu wykorzys

22



jak:irreReptor dl a rfedl®ipa ndIwg tTrf &R s feecrerpyt oy,
nask-rkowego <czynnika wzrostu. Strategi a
wni kania tak zmodyfi kowanych DDS (wraz z
posi adaj Ncych okreSlone receptorowe Dendr
poly(amijdoami ngjJ upa rozgagnzionych sfery
charakteryzuje zaleUna od generacij. il oS
syntezy PAMAM zosta@ po raz ©pierwszy opi s
et apem synntderzyymetry dw cjdeas ta kardy | dainauminmeyt.y | Sut rduok
PAMAM podzielil moUna na 3 zasadnicze el em
gagnzie powstage w wyniku gNczenia sin wi

etylenodiaminyuzoabdzrypaweewr mehygicowp. grupy

Z uwagi na sw- j sferyczny ksztagt oraz zr
kt -re mogN posguUyi do kowal eacyjakd&go TMr
PAMAM s N obecni e i ntensywni e testowan
przeci wnowot worowych. W roli TM przygdNcz
wykorzystano kwas foliowy oraz bi otynn,

zmodyfi kowanych konamgaprweAMADMwaEt Werkowy |
model i kom- rkowych wybranych nowot wor - w.

grup aminowych moUe sguUyi r-wnieO poprawi
or az ograniczeniu toksycznego e fweykcthu wz
wyni kaj Ncego z kati onowego charakteru c
zmni ejszenie toksycznoSciEGnbHApnan odeNdnNme
Jednak Chei ekt -rych okolicznoSciach kationo\
PAMAM. WgaSci wolsl wyikorozdymsat ali do el ektros
anionowych czNsteczek kwas-w nukleinowych
mogN r-wnieU zostal zastosowane jako syst
czNsteczek ni ekoduj Nceglod o RNBreie@mkm.p s sli &RAJA
doxor ulwi symgkrn diryimer u PAMAM G3 (generacj i 1
i stotnego zwinkszenia wychwytu oraz- akumu
DOX przez kom-rki no-@ot(worpoowe wnahioiiz Ga
Podtowanym mechani zmem odpowpedniuskuawammea zaa

|l eku przygNczonego do PAMAM przez itPranspo
g piht
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Ry.L1Model graficzny dendrymer -w PAMAM

Na model u kom-rkowym3Wwgagkzaanaajmotkean  jO/ICiARa c

pakl itakselu przygNczonego do biotynyl owan
Wzrost wychwytu byg w tym przypadku i st
nNowot wor owe |j W por-wnaniu do kom-lrre&kj ni e
(HEK293T) . Dowodzi to winkszej sel ekt ywn

przygNczeniu go do tak??zmodyfi kowanego PAN

Dane z ostatnich | at wskazuj N, Ue dendrym

|l eczeniu nowotwor  -w mwaSiciiwwdsSk iz umeddi wh a

bi odostfiApnoSci oraz selektywnoSci dziaga
struktura chemiczna wumoUliwia przygNczani
modyfi kacj i, kt -re mo g N zwi fkszalrkisel ek
nowot wor owe . Zastosowani e PAMAM j ako DD
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opracowani a efektywnych, ni osNcych mni e |
spersonali zowanych metod terapeutycznych ¢
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3Hi potceezlae badawcze
31 Hi poteza badawcza

Dendrymery -BAMANMOGYf i kowane pop/irlzuebz ba dodyyc
mogN stanowil skuteczne noSniki dla | ek-w
wi el ol ekowych, skut kuj Nc wzr osd temz yankat nyywcnho
przy i ch uUy Kiomi bkgat ygat -dvwo ma l ub wi nce
mechani zmach dziagania mogN wykazywal Wz n

poprzezl aldsgicn @&r gi

3.2l e badawczecylkhlUuipolwlainlaaoj i

Temat em prczyekwoud nppmb 6t k agjnit e z a, charakter
aktywnoSci bi ol ogi cznej koniGugatktw rade nzdo sy
zmodyfi kowane poprzez aBdyc¢vViduagyNddDer zek
gl ukoh®pgd4adom z | ek ami oraz kombinacj ami | €

Pierwsza z Mabl-Digazxd,i WM.D;1]Ur am, G.; Wr-b
Chiral Recognition of Homochiral Pody (am

andGlSyci dol byHK@a B}t i amacySqeugdgmo-t§5) C&€etl solin
Vi tPhool.ymers 2Q024dotlyZ,zygh®4 D.c &n wSgMpigeyywduo lawd ddy
dendrymer - w PAMAM G2 oraz G3 na wychwyt
poprzez kom-r ki -1In50)w oot rweozr cormbew 6 0OS(CeCE @a T ) .

Cel eknol3ejpuypd¢h kacji przedstawionych2 jako ¢
D3, 4]D[fWr - b el K, Wogowiec -RodMaEkowram L, Wy
Biotinyl ated PAMAM G3 DendiGil mern siol Sulast
Cel ecoxadt/! &tiimn as Repurposed Drugs and Eva
Cytotoxicity for Cancer Ce¢l[Urdaimnés. WCalele
Wal czak M, Szymaszek t, Twardowska M, Wo
Lapatinib, affd| Pasctinamx.el Conjugated wi t h
Dendri mer s for Cancer and Parasite Treat
[Lewi Bska A, Wr - bel KGr oB&h @ iaarlz, DNo JAdva mc z
Lapatandb f ulPAMAIMr achéndr i mes COOIMNoQea apopt

chemot-hedapegd senescent breast cancer cel
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Bi omater Adv. 20 Py g%e B;ylnd ®:z221 X047 ugat - w P
zawi eraj Ncych kombinacje r-Unychilkelcwnar
ich biologicznej aktywnoSci . Postul owanym
addycja oraz wzmessbsoalaalkjywombcinacij i na r
wybranych nowotwor - w: gl ejak owine@lkopno s tka aviy «
pguca, rak kolczystokom-rkowy. W tym celu
akumul acji kom-rkowN wspomnianych koniugai

wzglndem kom-rek nienowotworowych.

ZagoUeni emWprlaely, [IO5] Der fi;g oweslkcaz,a kA. ;M.Be"
M. ; Lewi EBGska, A.; Wogowi ec-PABAMCgéndanbmees
conjugate sensitizes human acute myeloid |
of Drug Delivery Science and Toeycghon ool porgayc, 0 W
i nnowacyjnej ScieUki syntezy koniugat- -w f
G3 poprzez wiNzania fosforami dowe oraz oCcCEe

model ach kom-rkowych |l udzkich biagaczek.

Cel e badawcze reawymoevminenywh tpkwyUej
skoncentrowane bygdgy wok: g:

a) Opracowani a strategi. kowal encyj ne

przeci wnowotworowych do dendrymer - w |

okreSlonych l inker-w oraz mo dG/4f | kac|]
poprzez z&lddecjziekc maj Ncych pegnil roln
t aki cRygljiaki:ddly,n@b-plrwkzo h-B g4accrt oo n .

b) OkreSl eni e skgadu czNsteczkowego pr
stechi ometrii koniugat - w met od N spe

magnetycznego (NMR) oraz charakteryst
koniugat-w (okreSlenie Srednicy c¢zNs
potencjagu zeta).

c)Zbadanie aktywnoSci biologicznej otr:
kom-rkowych wybrangadl inoywont wor o &vni e s i

kom-r ek nienowot worowych (grupa kont
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z
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okreSlenie wpgywu koniugat - wrreatae majoi i
kom-rkowN koniPAMAM w | ek/ | eki
dW przypadku publikacjziymDdbyga Dbé6ceaered ew

otrzymanych koniugat-w na apoptozn ko

ZagoUeni em przedstawi onegoocenpagblyaw pub
i odostnpnoSci wybranych | ek - w pzobpardzaenzi epr
zZy w 'y sst yfinpaurlj geib aodycjytotoksycznoSci wz gl
owot wojalWwgchrasuloskwowamniinacji | ek-w o r-Uny
zi agani aym Dcoedlaetmk olvy g oa dzdbyacdjaan i ws p ocnznyi any c
oSnik-w opartych o PAMAM, ktezigo nmagtan p i
e k iIPIAMIAIMpr zyczyni a si pr edfoer e romryijekveyrSica t a
modyfi kowanyctdo kbomugek - wwowot wor owych W

om- r kami ni enowot wor owy mi (uzyskani e wi nk
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4. Opis wkgadu, metodol ogia oraz om- wieni e
4.1 Opis mojego wkgadu w realizacjn cyklu

Celem serii synt ez przepr ow-®8¥ onbyycgho w
otrzymanie koniugat: -w -Gdendr ymeamw PABANMOC

| ek -awz odzNsteczkami, kt-rych rol N miaga by
Zsyntezowane zwi Nzki bygy nastfinpnie wykorz
aktywnoSci bi ol ogi czne|j wzglndem wybranyc
koniugat  -w- deRPAMMMe G2 | ek ami , kombi nacj ami
poli hydroksyl owy mi or az zwi Nz k ami pegni

wykorzystano r-Une strategie syntezy.

W publikaciji D1 prowadzi gem funkcjon
ami nowych PAMAZM G2 poprare&g laiddya¢ Inu . M- j u
publ i kacj.i obej mowag syntezn, oczyszczan

koniugat -w przy wykorzystaniu spektroskopi
w metanolu z zastodhowanreitemc naend aph i sy ec
wzgl ndem dendrymer - w or az fluorescencyjr
di alitycznym oczyszczeniu produkt- -w reakc
NMR serin pomiar-w celem scharakt¢ler gkgwadao
czNsteczkowego. Wykonane ZHbsNMREYyNMRY mar pec
dwuwymi arowe (COSYNa HMBLst avBiQC) wi dm zdef i
otrzymanych zwi Nzk-w, '&R¢.FIGPI' H'BEFI' WAt M puj N
G29R9IR3ES9IRIGBIIR o 45%59[ &i3i zoti ocyjaniani fluor
i zotiocyjani ainRgrla dcayndiorsyg,| iSRggid ol ] . Opracowa
syntezy, separacij.i oraz oczyszczania makr
r-wnielU w poxast afsShic.f DRu b |

W publikacj.i D2 zsyntezowagem, wWyi zo
strukturalnie otrzymane zwi Nzki . Dendr yme
przeprowadzeni a funkcj ondliioz yehjyid r(gNb py &z mmiz d
kwasu bur droyyowegoBi otynyl owany dendr ymer

kroku do przeprowadzenia addycj i l ek - w: S
celekoksyb/ symwastatyna. Addycjn cel ekoks)
tego | eku do powbpdmeaj dbwrdszt yrne aakncoj i z &
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bursztynowego. Przeprowadzona w ten spos-
przygNczenie <celekoksybudeddr tmarmi n&®AMAMD
Nat omi ast symwastatyna zost argeg pwyzkyodr Nzcyzsot ne
karbonyl odiimidazol (CDI) . Powi erzchni owe
podstawi one biDdalyindNk dwmd j @nvekedDmE moczyszczeni
scharakteryzowania otrzymanych zwi Nzk-w w
SkdyaczNsteczkowy zsyntezowanych Z2B%ff'ugat
G3B4S140AB3C4IBB | ot yircal, e KCo ki siymbwa sS aitRygh a c ygllo| ] .
WybRglicydolu zostag podyktowany rezultat
otrzymamlychktwre zostanN opisane w dal szej

W [ RY]l icydyl acjn zastosowagem ponowni e
koniugat -w PAMAM G4 z hydrof ob Owykmin alge kna m
wyboru l ek - w antynowotworowycm:- r&kroaz c hd o
nowotwor-w na kt-rych testowano aktywnoSiI
koniugat -w PAMAMaG4 i zalke«lami t apatini b, fi
kombi hpakai taksel /|l apatini b/ zwlst eagtar asmztc.z e
opsanpau bw i[kRJyici e dendrymeru generacj.i 4
wi nkszej il oSci hydrof obowych | eRTXW do
akt ywopagemez konwersjn do maocthooddre¢ beals
bezwodni ki em kwasu bursztynowego (W obect
bursztyni anowNdRTX epmid yngNazyyxhemgr up PAMAM (
2chl-bmet yl opi rydyny MAW. o bPercondouSkcti rbeakcj i \
fl wecreencyjnie przy uUycilaup art(ilInd.ba Fu ipwewys § a m
uUycina t pof enyl oah(INOPrCoFmir - wc zpadnp y gANACMAYM) e @4
uprzedni o wyznakowaRkeg§gG Tefkiopwoyr ek cenogani g
otrzymayglor zystuj Nc wyznahowan@4Pf |l udbao e skct
przyJNaktyyyjeowane reszty F i [R-g | Wzyydsytl loiwea nl
Oczyszczani e or az charakterystykn przepr
opi sanych ! PprDeddhgdpA][.kohi ugat-w okreSlige
rezonansu magneétPyLZ@AruE A LRWBEI GAL F 1T C,
Pipakl i tid kud evle,sitiFragmatt ,- i OC] .[ *

Opracowagem kowaépoajcyj nego | pkzwgNc z

anynowot wor owych stosowanych w de®czeni
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gl ukohept oami dowawn el@w. tPrAdKAdMi eG3synt ez PAMAI
cziSci owo pbdbubwhbpgd4aknoonem (gh) (12 res
kowal encyj ni e do 32syogt @@ movadniurg@w yc hj)edn o |
zawieraj Nce Lapatinib (L) lub Fulvestrant
Zostagy zsyntezowane, oczyszczone oOraz S
opi sanN w D3. Skgad otrzymanycihu ksome kutgrad s kv
NMRi bydgmast npGBZNe ¢y G399 4'G&9hor ' 2F%EB" [ gidzi e L
| apatifnulby e sFt Baglt u k oghhk g 4aocknt coFnl , T C . Podobni e
przypadku D3 potencjagd zeta oraz Srednica
wyznaczone metodN DLS przez wsp-gpracowni k

W publ i kacj.i D5 moja rola ponmiwmier o2 I

charakterystyce met oWiNotsyprekltowarkyy@h i k NiMiRu ¢

G3 z | ek ami or az Kkombinacj ami l ek -w akt"
bi agaczek. Tym razem do otrzymania koniug
pozwal ajpNczNy gNazenie | ek-w poprzez wraUOli
fosforami dowe. W pierwszym kroku, aby o0sz
(CDI) j ako aktywator a umoUl i wiaj Ncego f
fosforanowychuUyJemr: -wfoasbklyanm ( AMP

adenozynomonofosforanem) oriazde adksoyktsymiudkyl n
monofosforanem) z uwagi na i ch prost sz

charakterystykfin otrzymanych zwi Nzk-w prz
por -wnania w preywad«m AMPnzadtonanN strat
wykorzystuj Nc EDC (etylenokarbodiimid).

wykorzystuj NéH sNhMR.t rRe koot @l eni u odpowi edr
przystNpi gem do syntezyz kBAMAMaG3w Wopier
kroku zsyntezowany oraz schbDadkekkesameotaazon
W nastnpnej seri.i syntez wykorzystagem G
jednej czNsté&xzkiFodfiotgmy: ( @ptadriabyi n(yFP()CF
deksametazonu (DP), a takUe podw-EBpmeykomb
uUOyciu CDI (reakcja w wodzie). iObemszenalni
otrzymanych zwi Ngemgwdpieepgr pwad=2d uD4a.mi op
Dodat kowo otrzymane zwi Nz ki chemiczne

wsp-gpracowni k- w3BrMMRuUUSkgad | &Rt ozywmanych
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wykorzystano potem do bada@B’hi @Bo&id€Eznych
G35P>F Bd3PYOB pj ot yifao,sfDran dekéamébaaonocyt &r
Fi fosforan fludarabiny]. Wszystkie otrzy
fluorescencyjnie. Wykonagem takUe ekspery.!
dendrymerowych w aliwskiomztpwo r WO oyani Gogs8t - w
wor kach dializacyjnych umieszczone zost adg
dializacyjne z roztwor ami koniugat -w utr z\y
godzi'P;(GB, 3, "B,gadniare@@®Bi anp w Srodowi
(bez buforu). Po odparowani u wody zarej

przeanalizowagem zmianfi skdadu czNsteczkoy
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WZORY CHEMICZNE

Dendrymery poliamidoaminowe i ich pochodne zastosowane jako

makroczNsteczkowe noSni ki |l ek - w. Kol or em

PAMAM, a podstawni ki modyfi kuj Nce sN wyr - [

dendrymer poliamidoaminowy (PAMAM) trzeciej
NH, |,
generacji, G3; n = 32 i czwartej generacji, G4; n = 64

addycje R-glicydolu

Hoj)
‘-—N dendrymer PAMAM zmodyfikowany powierzchniowo poprzez
(@)

r dendrymer PAMAM zmodyfikowany powierzchniowo poprzez
O OH addycje a-D-glukoheptono-1,4-laktonu
HO OH
HO OH
CH,OH
L _In

Ry.c.W2zory chemiczne pochodnych dendrymer - - w
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Wzory testowanych | ek-w oraz drogi ich fu

dendrymerami. Dendrymer PAMAM jest w kolorze niebieskim, a linkery w kolorze
czerwonym.

X
HN™ "NH DMAP, Mepy! HN™ “NH
eN =
p—— ,!l
iy NN ..
S g COOH .—NHQ s ,,I/\/\I( \.
biotyna

o}
JL lub
HN NH o]
H H
é g .—NH
0—N, 2
s :,/\/\"/
o

ester N-hydroksyimidu kwasu bursztynowego i biotyny

CF,

I /,\

N

DMAP Mepyl

o

symwastatyna

s
NO. o=,
IP 2 HS\
O:S
~ S'Sr
/ | N o o}
N 4
o 0s_-O A N
H — -

F
lapatinib
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fulvestrant

ROPO,:
H,N °
=N

N

(3 9!
OPO, N oPO N fo)

. 1o

OHOH

5'-adenozynomonofsforan 2'-deoksy-5'-tymidynomonofossforan

21'-deksametazonomonofosforan

H,N

=N
Q\N/)\F

“oPO, N
o]
OH

OH

5'-fludarabinomonofosforan

5'-cyatarabinomonofosforan

Ryc. 3 Schematy reakcji chemicznyctp r owadz Ncy c h
PAMAM - lek

Akt ywatory

do

i
Zz—I

o

otrzymani

i gNczni ki
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7 N

z

(0] (0] (o) / \N— I
X°¥ N <_E

bezwodnik kwasu bursztynowego 4-dimetyloaminopirydyna, DMAP chlorek 1-metylo-2-chloropirydyniowy, Mepyl

o]
cl—/(OA@»NO2 N(/;/N N\;\P

chloromréwczan 4-nitrofenylu, NPCF karbonyldiimidazol, CDI

Ryc.4Aktywatory i gNczni ki wykorzystane w s\

Sredni ca czNsteczkowar azi ndgeksncp @lji dys

wyznaczony przy wykorzystaniu techn-i ki dy
dynami c l i ght w scanyehi ngSrodkach akademi
odpowi edni mi urzNdzeni ami . Wyznaczring e Sr

i stotne w przypadku koniugat-w zwierajNc)
hydrof obowyc hi, deemtz yafsilokcgadjdmzwama ny c.h Wywii Nz k -
pomi ar-w DLS wszystkich koniugat - -w, Kkt -re

zostagyczb w pdAiabsteaj 1t abel i
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Tabeldaednice czNsteczkowe otrzymanych koni

Koniugat Rozmiar [nm] Potencjag
pH 7 pH5 pH 7 pH 5
d(v) d(N) d(v) d(N)
G3' 2.2 1.6 6.9 6.0 12.2 11.7
G3?B14d 21 1.8 5.0 3.3 9.6 7.8
G32B6C8dl 7.8 5.7 5.8 4.0 18.6 34.6
(G32B4S14dl 10.3 8.6 9.5 6.5 37.7 36.5
(G3?B2Celas1zgl 155 86.7 8.5 6.9 30.3 325
G3t?s 85.8 57.2 44.2 25.3 42.4 32.9
G3%F 201 135 221 143 52.3 48.4
G344 19.8 11.4 27.5 18.5 21.7 29.9
G33L3F 91.9 60.8 104.3 74.1 54.4 47.5
G3°P 2.02 1.59 4.49 3.62 5.18 5.17
G38/D 3.15 1.97 3.95 3.20 6.96 13.93
G3BF 2.13 1.69 3.79 3.03 15.43 22.81
G3B5D5F 2.62 2.00 4.26 3.46 8.59 11.77
G3B13C 242 231 3.62 3.55 8.36 14.24
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G3B11D10C 2.53 2.42 4.50 412 6.21 8.08

G4'P 154.73 99.20 156.26 94.62 13.57 33.26

G4 162.06 113.13 a) 58.19 40.29 47.70

G4'F 233.83 138.23 b) 155.37 38.02 45.23

G4PL 147.89 95.20 132.02 89.22 19.92 32.67

G4'PF 174.82 113.41  125.26 81.60 29.29 33.83

G4'PFL 174.38 105.47 165.00 118.78 34.33 35.32

Wyni ki wsKaswjiNae jmay manych zwi Nzk-w zainabiono kol

znaczna polidyspersja cifnUaru czNsteczkowego.

4.2 Zarys metodologii bada®@ aktywnoSci bic
Scharakteryzowane koniugaty bygy na

wsp-gpracownik-w z innych oSrodk-w akaden

odczynni kami , aparatur N DbadaniczdkraerSd o n ym

nowotwor-w zgJoSliwych. Przeprowadzenie te

kol ejnoSci na celu zbadanie wpgyPPAUMAfMUNK C |
G2G4 (papkoéol e polbragdbolos wineiwe na bi odost
opartych o zmodyfi kowane w ten spos-b PAM
kowal emrcyy®mNeczanie |l ek-w do PAMAM wpgywa n
koniugat -w wzglndem kom-rek nowotworowych.
przygNcoznearcipei 2 |l ub 3 lek-w o r-Unym mech
wzmocnienia potencjagu antynowotworowego V

n

wystninpuje addycja | ub synergia).

Aby okreSlil wpgyw zastosowanych modyf i
kombihpi wi el olekowych do dendrymer . -w wykKk

oceniajNcych cytotoksycznoSi, wnikanie kor

'da'y

apoptozn, zmianfn aktywnoSci okreSlonych
medi ator-w stamazzapabhegyczne wgaSci woSc
publ i kacech5clz babdlano wpgyw koniugat - w na
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(ni enowot wor owych V'S nowot wor owych) oOr az
przeUywal nelSégalhianii kom-rkowyowadzoae kbyg
badania w dpeei whdb2lkiacj i

D1 D2 D3 D4 D5

SCas

HaCaT + +

BJ +
Uu-118 | + +

A549 +

S k Br +
MC F7 +
MD AM B- +

231
LAMB 4

K-56 2

HL6 0

THR

+ + 4+

+

Tabellan2e kom-rkowe (kolumna 1) na jakich
prowadzone testy aktywnoSci bi ol ogi cznej
publ i kax5)i (D1
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W celu oceny przeUywalnoSci kom-rek v

wykorzystujNce r-Unice zdolnoSi do redukc
(aktywnymi met abolicznie) a martwymi (ni ¢
Akt ywnoSi met abolnecwamy klomna el ziekGpmoi e | e
oraz koniugat- -w |l ek-w z dendrymerami zosSte
Red atestaeg9t. umoUl i wia ocenfi aktywnoSci met

r-Unicy wychwytu specwki czmagowkekakwmi k&ipr
D3 do oceny UywotnoSci 0 s €b n ie kweygkaonriszyyasati a mo
mi kroskop odwr - -cony z kontrastem fazowym.
oraz wolnych lek-w na aktywnowyk oprrzoylsitfuerN
pomi ar il oSci owy DNB3 wWk ruzdy s tkearcg a o b e rDil
bi ol ogicznej t est ami MT T, XT Tsodoernadzr yNrfe r d awv,
wolnych lek-w or-azthabNieugate! wlje&dmwych.

Wy c hwyt wyznakewaspwchj dfilarokoni ugat - -w b
mi kroskopi i fluorescencyjnej, pomi ar u W &
konf okal nej [ D1, D4] .

W publ i kacj. D5 wychwyt fluorescencyjn
badane kom-r ki ocenrazowNvy kgt oynett uji Nc pea

Obserwacja w mikroskopi e konfokalnym kom-r

koniugat -w umoUliwiga takUe ocenfn ich dy:
kom-rkowych [ D1] . Wpgyw koni ugaytc-hw onraa za p
cykl kom-rkowy zbadany zostag przy uUyciu

cytometrin przepgywowN wykonano pomi ar

kom-rkowy) , przeprowadzono test eksternal
aktywnoSi ghavepazgéawmwopt ozi) . Dodat kowo o
kom-rek nekrotycamiyrcdakzt ymbyoAmPBEP. (Do

oceny wpgywu koniugat-eaBw -8l,d& pRQRQMDOIV: DNMBB, u
Sswoi stych przeci wci ag pkewwoyvokhch | ooaes cw
Obrazy zebrano z wykorzystaniem mikr osKk-c¢
i nt egrlail noSam-w LAMP1 or az mar kera autof a
met ody obrazowani a wykorzystuj Ncej bi agk
wewNtrzkom-rkowego pH wykorzystano ws k a T
zmi anfi pHE GrpmoddoM | ntracellul ar pH I ndi c:
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p o
Se
st
Se
p o
k o

ziomu fluorescencji odzwierciedla al kal
nolityczne nivjgéti woSDxienkono po uprzedn
arzenia za pomocN DOX wedgug standar dowe
nolityczna aktywnoSi badanych zwi Nzk- - w
mocN testu z AnekswaNnivas ipatl yedpalj bNgeynry nny:
m- r H dwqg j.

4 .Bm- wi eni e rezultat -w uzyskanych w cyklu

t
r
0]

r

X O T o

-~

W publi kacj.i D1 wyb-r glicydol u wyni ks
ereoselektywnej kat alR(zvghr € wvhejpmg® swtymy f i
zez | i paRRAi wo pguast.lijiketiaenmh chhdadani a bygJo ok
przez kowal e nocpytjyncez npirez ycjzNsiceztepngeei gt z c i d b b
upmNHnwai nlwsyzxcyhidvgn dr ypnrezeawv kom-r ki nowot wo
d uwagn, Ue aby transport lek-w przez |
ektywny, poUNdanN wdgaSciwoSci N transpor:t
zeanali zowaniu danych uzys&cainybholw gt c:
rzymanych w shilwilomizogat,- wle koniugaty

totoksycznoSci w stnUeniach poni Ue | :
wot worowych jak i prawi dgowych. Ponadto
uor es memojdine PAMAM sRigdniud egwmarye wy Us z e j

m-rkach niSgl powbeaesgeekize otrzymane koni u
umul acj i w kom-rkacelh5 nnowpowowoawwpnch 86C

awidgowych keratynoeaezyt wychHav@d T .k oWwhiFuagjanti- a

ostag potwierdzony przy wuUycizobmakowasko
wyUszy poziom fluorescencij.i w tych kom-r
koniugat -w. Dystrybucja kom-rkgat: - ’vnabkewan
r-wnieU oceniona przy wykorzystaniu miKr os
obecnoSci 100 nM roztwor-w koniugat- -w prz
zawi erRgINceul egagy silniejszej akumul acj i
zaswasego fluorochr omu. Zaobserwowano r - W

PAMAM G3 mi agy wi fkszN tendencijn do

cy

toplazmatycznych nat omi ast P &2 akdoynd y grad zyp |
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dendrymer - w PAMAM G3 wykawywtay dvo nkamr Ipa
w por-wnaniu do koniugat-w dendrymer - -w n
odniesienli5. doOtSICy mane wd gpwigocd/d gD 1d ernaz uylmte
PAMAM poRgriytmnei agy wi nksze powi nowaictlevloi do
anal ogi Bgwi ebPawiNeedziRgno,doUed eandddryycnjear - w mo
spos-b zwifdkszyl wychwyt k odne-nrdkr oywoye zteawk z
kom-r ki i nii ALcbW o tww oproorwewn a(nd @WC do kom:-r ek
(HaCaT)i eOtdkrwa znaczenie z perspektywy opg
przeci wnowotworowych maj Ncych na <celu og
wzgl Andem prawi dgowych kom-reRglorjgakao zsntua g
el ementu konsugatk-cw | nelgok &kminiant ynowot wor a
bada .

W kol ejnej publ i kacj i z cyklu (D2) |
wykorzystane jako systemy dostarczania dw-
przeci wnowotworowym wzgl ndemokvem-til 8 k NIl e jUc
oraz ludzkiego raka pgasdlbon adwgogn kiodwe gag Nz
opubl i kowane w poprzedni ej RogplriaccyydyDac joic e
ami nowych PAMAM na wychwyt sfunkcjonali zo
pr Zkeozm- r ki rakowe, zdecydowano sin na wykol
DDS dl a wspomni ane | kombinacj i |l ek - w. D
sel ekt ywnoSi transportu J|lek-w do kom-rel
dendrymer -w PAMAMzZGB biogtNgzgWwNreWyb-r biot
l iteraturowymi danymi, kt-re wskazuj N na i

nowot worowych nadekspresji transportera wi

~+
]

at lesno d iSUMV Tmu latniswipt@&minn etzra or az char a
uralna koniugat-w PAMAM z bil6t ynN z

subs

—+

struk
Celekoksyb oraz simwastatyna nie sN rutyn
uUOyci do otr zyymaryikad owaniu datj-ow danymi ws
el ement strategi.i wykorzys,tug Nglei $ Zws o wWe

| ecze

0
e

potencjag prz&eliDfordaw ktowmr owmyyb - r tych far ma
n
nia w innych wskazaniach ni U podane
e

skr-cenie ScieUki rejestracj.i nowego ter.

ni epoUNdanych lek-w, 'kt -re sN juUO zarejest
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Akt ySvinobi ol ogi cznN ot r zy nann ywiyhk keoznyi sutguajt N cw
oceniajNce cytotoksycznoSi (NR oraz XTT).
okreShk@hna k©niugat - -w, kt-r esdgbloa -svanmynmh zI| ew
kombi nacrjiieprekyNdzonych) 28%*a'8B asdaamé cao arkd §m
bi ol ogicznej prowadzono fhHawtchealbwbi woaacW
(SCXS -11B MG) oraz jednej nNi enowotwor owe j (

Testy UywotnoSci wybkadzlaajyp oijsetdoytnncyz y< fha dl eekk
kombi nacj i przygdgNczonych do z mosddylfai kloenka-nwe
nieprzyggNczonych oraz ich kombinacij.i zast
takiw jkakhiugacie mieszanywmzgddeamiiockbnhr r ¥
|l ek-w wprowadzanych w koniugaci e, w okr
cytotoksycznoSi koniugat -w byga od 2 do
r-wnowaUnych stnlUe® wolnych |l ek - w. Nat c
zawieraj Ncegbuk ¢ mtki- wadjyija od 35 do 50 r a:
kombi nacj i wol nych l ek - w zastosowanej

stechiometrycznym (C:S = 0.5:1). DI a k omt
adekwatnym stosunku stechi dmdtor yocbzsneyrmvodvain
teScie XTT dla wszystkich badanych | ini.i k
w przypadku kom-r ek prawi dgowych l udz ki
Otrzymane koniugaty wykazywagy naj wyUszN &
i nii BJ, co moggo wynikal z naj¥Wirdzej

wzgl ndem kom-r ek BJ

PrzygNeoawasitatyymy i celekoksybu do 29*2puszc
przyczynigo sin do istotneloniwRmmosutdd oc wt ¢
przypadku kombinacij.i obu lek-w zwi Nzanych
kil kukrotnie gvdlUszkomwiaugatSci wil €l oskgadni k
koniugat: -w z pojedynczymi l ekami . Wysoka
fiobbrl ast-w | inii WYkl mé 2a jMocleeg obio wé feark tpu z y ¢
do poprawy skutecznoSci | eczenia na pozi
i nterakciji Srodowi ska tkankowego z rozwi,j
uwzgl fidni eMi eBmobtlzaws.t - w zwi Nzoéa(nGAFhc ancernow
associated fibroblasts), kt -rych funkcj a

wstnpi e (podioKbdmcadgwe2. hechani zmy opor
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przeci wno)wot®torr oywreane d,anlee wiseknadzruyj e rn aP At MA |
noSni k dl a kombinacj i cel ekoksybu [ S i m\
opracowani ak aikiutwgp &tzenreagpoi | gl ejaka wielopo

kol ckpysnt o kowego jamy ustnej

W nastnpnej z cy¥ktyl paubd i dacgdi y dSr -gw i B/
wykorzystana ponownie w celu skonstruowani
G4, kt -ry zostad zastosowany jako noSnik
UOycie dendrymeru wyUszej gqueéem&msaeji |umabl
l ek-w z uwagi na obecnoSi 64, a nie jak wc
grup aminowych dostnpnych do funkcjonali z
trzech Il ek-w o r-Unym mechani zmioe ndozS naigkaan i

iRglicydyl owanego dendrymeru PAMAM G4. Wy

(l apatinib, fulvestrant), kt-rych me c h a |
zdefiniowanych Sci eUek sygnagowych ul ege
fenotypachr aakjaepnegas il eku ni eissetloeskotwawnneeggoo
powszechnie w terapii wielu nowotwor - -w z(goc

Wszystkie uUyte |l eki majN hydrofobowy cha

wodzie, co w znaczNchkmbsodpatiapong8lanbcaa
zwi fkszeni a uci NOIl i woSci | eczeni a Wy ni
parant &&%9%%n&ggoUeni em addycij.i hydR-of obov
gl i cydy|PRAWAM gG4 byga popr awa bi odost npnc
zwi fikszenie ich rozpuszczalnoSci w wodzi e.
trzy linie wykazuj Nce ekspresjn receptor -
j ednN pr awladbjepl waNb f3d Nocuyck t em uchwytu dl a f
| apatt®#i®u uwagi na udowodnionN eksEresji
el egpastanowi ono zbadal r-wnieUO aktywnosS
ni cil &%i %

TabelOan®Sni ki IdiotgcatNecrowe®wod:-w na ekspre
receptor2w ERERprzez |linie kom-rkowe uUyt e

bi ol ogicznej w D3

A549 Uu-118 M HaCaT Litera
ER + n.d.* + D383 64
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HE R + +x ¥ + D385 66,6

-* jstniejN daneywmbdeluj NoerlBBoWMG wlhkpakapeUekspres
118 iMM@ ak danych

-** dane literaturowe poKdBujME, cbarakd@o yzufpoek s mnr
natomiast nawet 85% kom-rek tej l'inii wykazuje eks
O rzymane koniugaty ulegadgy wydajnej [ akt
w ki € h, nanomol owyPcohmi st iy Uefnlivaocrhe s cencj i !

koniugaty akumul owagy naj wydajniej w kom
uj awni gy, Vé wgkbuogwhd Gkil kukrotnie wyUs:z
(uwzglndniajNc |liczbn reszt lek-w w koniu
cytotoksycznoSci byg dwukrotny, nat omi ast
odnotowano o0Smiokcopnhokbdeni wGePt z My ktaozkyswa §  n i

toksycznoSi wobec kom-rek nowotworowych
toksycznoSlcli8 Wb ekcr alt n@5wzgl ndem A549) . Ko
G4PFL wykazywag co prawda wyUszMNzt o&dsFyczr
ni emni ej aktywnoSi tego koniugatu byga
antyproliferacyjne odnotowano dla G4P wzgl
stAnUeni u 1,25 nM). W znaczni e mni ej szym
prol i fkemaajerk A549. W zakresie uUytych st

odnotowano istotnego zahdmd8waMG @rrral IGA&Er a
G4PFL ograniczadg nieznacznie proliferacjhn
G4L w stnUeni wwa§0Q NnMi eendbk do zera. Add
tr-jlekowego zaodlsGr wolwadamgss wavnmaklsy mal ne
wywoguj Ncego Smibailfnmakemah ()kChpdacwnce
przypadku niemal c2PELokrpomiwnapild sad®MG4aF
vs >24,00 OM). Co wincej, t@ksptelga®sé G4
dwukrotnie wyUsza osdl 2t 6kOs yOovk) n oaSlcal z 83344A0 M() LLQC
ToksycznoSi tr-jlekowego korminofatiu meypEa dmc
ileku przeciwpasoUytniczego dedykowanego \
niciepFre 4LC OM).
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Z przeprowR3dbadmayc wywni oskowano, Ue

a) Koniugaty dendrymer-w PAMAM G4 z hydr
glicydylszcjzial mez pwu wodzi e.

b) DuUa zawdlrstt®iczek hydrofobowych lek-w p
spraywag zeniu asocjatRgwWwi pydoimo éadypofi
wol nych grup aminowych. $Srednica asocj a
naj mni ewjelrkodN8ci wyUsza ni U w przypadku
( wnipkimi ar - w DLS zawarbeagsNzwipubbkokacil

c) Pomi mo asocjacji koniugaty zachowagy bi
kom-iremkvitro

d Na wybranych modeRgacihe ykdoyrh-arck awyncohSni k a

selektywnoSci dziagania koniugat -w wobe
e) Koniugaty =zawierajNce L i F bygy w is:
keratynocyt-w (HaCaT)prawdowodokenilekz wi
poziomem ekspresji ER oraz HER2 w t vy
bi odostfipnoSci lek-w po przygNczeniu dc

f) Paklitaksel przygNc2omy25or azyndmryimej ut d
kom-rek nowotworowych niU wolny | ek.

g Koniugat tr-jlekowy nie wykazywag wink
nowot worowych ni U G4P.

hy PrzygNczenie L do noSnika dwukrotnie z
kom-r ekstgdmyo.bIMNi est ety efekt ten nie by
taki ego koniugatu byga takUe znacznie \

) R-Unice toksycznoSci zmierzonej przez |
za tym, Ue toksycznoSi G4la w wiabkus zyar
integralnoSci l' i zosom- w, nat omi ast e f
i ndukowaniem dysfunkcji mitochondri - w.

) ToksycznoSi koniugat-w wzglndem A549 o

hamowaniem proliferacji, natdymif aasntk ¢ jwa
mitochondri-w indukowana aktywnoSci N Kkoc¢
kk Kombinacja trzech lek-w przygNczonych
wzgl ndem Cniet¢ iemmin&t ywnoSI G4PFL jest p
aktywnoSci skuteezobBgwanepgpowbekaohprzeci
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ChecNc okreSlil czy zaobserwowany brak sel
nowot worowych wynika z niewgaSciwego stos

ni eodpowi edni ego doboru docehpWNgygybhmowgabtc

receptory EGFR i HER?Z2, zdecydowano powt -r
i nnych dostnpnych | iniach kom-rkowych: pr a
potr - jnie uj emnym raku piersi (HCC1806)
selyavnito Sci, a toksycznoSi koniugatu wielol:

~—+

oksycznoBSTX R$amego

LogIC50 (48h)

4_
] BJ CRL-2522

3 @l HCC 1806

o

3]

o 27

(@)

-

1\

0

S P P

VIR QKT QMO
O dx &

Ry.5WartoSeviol n@ch | ek-w oraz koniugat- -w w
Por -wnanieswygraddoychCw skali |l ogarytmicznej dl a

wzglindem BJ oraz HCC1806.

W zwi Nzku z tym zdecydowano sifi zastosow
stosunku stechiometrycznym. W tym celu k
ekspozlkecpiugmat G4P w stagym stnUeniu 1 nM
badanych i kam-proalkst awi e poprcbegdnrabk naz Gldtle
wzrastajNcym stinUeniu. Koniugatu G4F nie I
skutecznoSinNawbdsecweBai ej szych badaniact

~

dziagani e G4P z G4L w 60 nNM stnUeni u C
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stechi ometarkmacezszyemm nnagat -

wd ec

ni i nowo tTwokrsoywezjn oFsE C 1b8y0j6a.
przypadku

HCC18®Bgipatrc8 (Maynuskr ypt
trakci e

przygot)owania do

w wykazywaga

zawieraj Ncy

publ i kacji

HCC1806(GA4L)

150+

Metabolic activity (% of control)

al
o
1

100+ e

GA4L (48h) HCC 1806 cell line

150+

MTT assay (48h)HCC 1806 cell line

Metabolic activity (% of control)

-50-

IC50 = 159,5nM

Logl C50 = 2,203N
HillSlope-0 , 78 31 N0, 11 ¢
R square 0,8290

Log [GAL Concentration] nM
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150+

GAL (48h) HCC 1806 cell line

MTT assay (48h)HCC 1806 cell line

~ 150~
S S
5
Y— (8]
O 1004 E ks 10
s e g
= S g
=0 = o 2 501 S
S| &l e
s i £ 9 T T .
;_ S e 8 1 2 3
< > olEH g Log [GA4L Concentration] nM
o 0 G4P 0,05 01 02 04 08 16 -50-
=
E GAL [mM] IC50nM = 62,61nM
9 LoglC50 = 1,797N
es) . ~ A
8 HillSlope-0 , 6 71 8 NO, 0 8 7
LI> R square 0,8840
G4L (48h) BJ RCL-2522 cell line MTT assay (48h)BJ CRL-2522 cell line
_ 150- = 150+
S g
S 100 S
X S >
E S %
Q g L] T
s ™ g 1 2 3
—~ ) S o ;
# g 2 504 Log [GAL Concentration] nM
| = ol RIIE=N
N 0 ) 04 0,8 1C50nM = 321,9nM
N
& GAL [mM] LoglC50= 2, 508NO0, 01
— . ~
o4 HillSlope-4 , 78 5 N0, 4 7 34
O
3 R square 0,978
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GA4L (48h) BJ RCL-2522 cell line MTT assay (48h)BJ CRL-2522 cell ling
— 1501 _ 150-
s E
£ =
8 8 100
— © 100- S
- g S
q‘ b [<<AA) :
O | E £
o Q %% o
< E %%; z 0 T B
0} 5 9% 4 1 2 3
PA 4
s 2 ol Benl B B | 2 Log [GAL Concentration] nM
c 0 G4P 005 01 02 04 08 1,6 -50-
—
§ GaL ] IC50nM = 149,9nM
& LoglC50 = 2,176N
- . ~
@ HillSlope-1, 754 NO, 18 2 {
O
% R square 0,9414
Ry. 6. Wart oSci I C50 wyznaczone przy uUOyciu
e

[S—

do
G4
wy
me
r o
ra
to
k o
mo
p a
ot
k o

s k

to

p o

dnol ekowych koniugat- -w (1nM G4P + wzrast

Reasumuj Nc, G4L wykazywag istotny poter
opracowania skutecznegoulegdnéhi wegedgok
PFL charakteryzowag sin potencjagem do
woganych przez nicieni e. ObecnoSi w Kk
chani zmach dziagania moUe w znacznym st
zwadj oopornoSci na |l eczenie oraz byl wy

tunkowego przypadk-w | ekoopornych. W ty

ksycznoSci na model ach Zwi erzncych. Wy
mbi nacj i( 1G4rPM GERAP nM wxzdgll)ndem HCC1806 ir
OIi woSi zastosowania takie]j kombinacj i

cjentek z potr - j nW et aubjeel mn ydm zraapkrieezne nptioew a
rzymane w p-DBI| ikkyady adhe s tbdwannieon ywah wlyi n
m- r kowych.

GNczenie trzech lek-w poci Nga za sobN |
utk-w terapeutycznych,ubalcenyctwni gtdaaddy
ksycznoSi koniugat - w wzgl ndem kwm-r ek
r-wnaniu do kom- rlelk8 nMGDOIE WOGsaamt cnhi e( Unni e

~

-Onica toksycznoSci w przypadku kom-rek
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rakowymi HCC1806 skgdgania do rozwaUeni a,

ograniczaj NickharekkispomalygGgmkowej (epithelial:i
moggaby przyczynil sifn do redukcji toksyec:
scas uU-118 HaCaT BJ A549
GZoxF + +
GX9lF + +
G3olF + +
G&a'F + +
G368 + + +
G2B6C8YI + + +
G2B4Slac + + +
G4B2C4st + + +
G4P109gl + + +
GA43Fubidgl + + +
GA3L8549l + + +
G&PllFull + + +
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Tabellande kom-rkowe uUyte do test-w aktywr

koni udeatk--w antynowotworowych

Linie kom-rkewe ulUkaleummy t2st -w aktywnoSci poszczec
antynowot wor owych -LRiolTuMnn(ak oll,u mnbagStis; z- ewwybew sz @z wa c h
koniugat - w oFz n=a cizzadftiNuma yejsareif snryF§ F+ TIE)l vestrant

W D4 jako modyfi kacjn popoawiugjaNc W
zawieraj Ncych hydrofobowe | eki oraz podw-
funkcjonalizacjn cznSeRAMAMIGS3 gicrhrinyodb evmc h ¢
D-gl ukoh®pdd4acknnoonem (12 reszt przygNczono
ami nowych). Nastnpni ez zdmo dtyd ri rkiowalnreygoh wg rtu
noSnika kowalencyjnie przygNczone zostagy
(BC) kobBouwyabcrjaine zostagy |l eki dziagaj Nce s
zaangaUowane w rozw-j i progresjn BC, kt
ograni czona przez sgabN rozpuszczal noSi
koniugaty | eedrnaojlNedbo wa z zkwhni ugat zawieraj N
l ek - w, celem zbadania potencjalnego dzi ag
otrzymanych zwi Nzk-w oceniono na trizech |
ER+, -MBA3Lpotr: -jnie-BRpieBR2 +)SK W przebieg
aktywnoSci bi ol ogi cznej koniugat  -w zbadany
zdol noSi indukcj i apoptozy w kom-rkach t

receptorowym.

Badani a DLS wykazaau ye,r ajeNckeo niFu gaastoycj owa gy .
zwi Nzk-w wynoszNca okogo 60 nm byga o r zl
monodyspersji. W odr-Unieniu od koniugat -
G3''8Yynosi ga 11.4 nm.

Najni Usze komillegat -w indukuj Nce zmiany me
jako 2.5 OM i takie stnUenie stosowano w
(test MTT). Wolne | eki wi UskkNymwnsdtSHOR NG
charakteryzowaN a@ktiywnaPwi Nk sMB23 Ifi(dsepra d MiD £
aktywnoSci met abol i cznej poniBR8j, 4H@GWoOowmMi &e
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G3Fl24fz gl nde-h. MOBrazowa <cytometria przepdgy
wychwyt wszystkich koniugat -ewhprhadankaocim-
G3''2PMtensywni ej i ndukowadg zatrzymadhie cy
kom-r ekMBRBA ordz (MChBor -wnaniu do samego L

N a podstawi e oceny aktywnoSci kaspaz C
zaobserwowano ompadcamcyi wkroomstrebp martwych

apoptozy w odpowflé@liprrzy phadikaMBa 8ihe | MDA SK
B R3. Ef ekt w przypadku pierwszego typu Kk
dwul ekowego ¥déniMégdtiwe B3t ykecdm-Irikmiwych by

podobnym poziomie w por-wnanitu?2do aktywno¢

Pomi ar mar kerL-C8 Ba wtrafza pi6i2 wykazag wzrost
LC3B przy jednoczesnym sp‘atdil pp62 wpanizws
samegbalLtf(dech badanych linii). Zarejestr
integralnoSci |l izosom-w LAMP1l w trzech ba
G3L129hwW przypladkmadeCkk sygnagu LAMP1 korel o\
cytoplazmatycznego pH.

Odnotowano r4*'withellkoWagGaytopl az mBt ywecznN
MCF or azMBMBA odr - Umidemlimego L. W-BRRBzypadk
koniugat ten i nd-aB owa N darkzuemukloarc: jrik oNNRy m.  Z mi
aB byga skoreétmwpoai amuwpBr gzadp/anliree jw dplr zy p a
7. Produkcja te] cytokiny byga st7y nurlaozwan
MDAMB231, ale nie byJa zwieRzana ze zmianN

Wykazand'3Fi{fe"'z@2zyniag sin dol wejosTRDMNATr
wszystkich trzech badanych*'Fidfiwio gk avmgr kK @aw
ef ekt w MCFR-BR3SK Zmi ana cytoplazmatyczn
metylotransferazy po zast osiomzarnoisut koodnniout goawn
jedynirey wadpkli pMCFzast oo WabrPiE329@By ci szeni
aktywnoSci genu dla TRDMT1 skutkowago i st
MDAMB231 na d?i'd@tamr?7'e€6PHB"zy braku takiej z
G3F

Odkryto tpatUendis&Pt @8y woJywania apoptozy Ww
MB231 orBR83 9K ddsaenyeshcenc) i i MAOXK o wKaonnei ju g @ it
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dwul ek dwWy'P&Bvni eU bardzo intensywnie stymu
tych dw-ch T inii k om-ur k@3wylkcthy tBoC. z 'a cgmiz \ep
aktywnoSIi wzuwjl Nicdyerm swyrkpat o my @i &r zVé m@pi rad @WIC F

wywoganiem tego efektu.

PrzygNczenie hydrofobidwdwylUsk-awilc hi /alku by wh
kom-rek BC. Koniugatyenmpmaj®islyn h'gpidivd d g kvib jy K
oczekiwaniom jego aktywhlaSii ibypjaat rb-ajrrdize ey j
MB231 n-B83 SKHER2+) , dla kt-rej, z uwagi
dziagania oparty na hamowarEiRR, ddme&nyt ekni nj

zagoUenia dedykowany. Otrzymane rezultaty
zapal naBj) (ONRz akumulacji TRDMELgerujeN, kU
zasadniczy mechanizm dziagani a atke ganlo&rmrii N
| apatini bu wzglndem HER2. Padat Eowym dreg
wykazianndeu k owani e opornoSci na dziaganie k.
wyci szenie genu dla THNMBRB1. wNkemzakbachkr WD
w pr zypajdkkoul wite-kr ez badanych [ ini.i BC koni

sifi winkszN aktywnoSci N ni U koniubrmatagawi e
najmniejszN abayamg$h &poabSugat - w. MoUliwe
biodost ogma®aiblN przez asocjacjn koniugat -
dotyczNce oceny zdolnoSci do indukcji ap
starzeniem przemawiajN za istotnymi wgas
koniugat - w. Ma to i st dterce enn ac zneonvod WO r p evr
poni ewaU w ich przypadku proces starzeni a

sifn do rozwoju opornoSci nld?ll eczenie oraz

Wyni ki uzyskane w D4 Wsidde] Mosblaialktykwnra!
opracowania skuteczneuj gdmmangyo |reaxkanpaerpoi
G3F'’2dbUe znale¥Fi zastosowanie jako el ement
strat e@wuls ttazpmn i etvweog opi noamie i e r aij Noc ewy ksoir zy st :
sekwencyjnego stosowani a |l eku o] dziagani

nastfipczym zastosowaniem zwi NZklu o wgaSci v

W publi b@cijaic n®aaNoosgyint ezy koniugat - -w poc

przygNczeame f ows fNaraammi dowym fosforan-w | ek
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udzkich biagaczek. PrzygNczanie |l ek-w fosc

badania z powodu potencjal nej wraOl i woSci
zami erzano zballywjo dtstoymMNMampireackoni ugat - w
odpowi edzi na niskie pH. W tym celu do PAM
fludarabiny oraz deksametazonu przez wi N.
r-wnieU otrzymani e k o niwigearta jwN c ywci he | okl cenkbx
wymi enionych | ek-w. AktywnoSi biologiczna
zostal przebadana na model ach kom-rkowyc
szpi kowej. Zasadniczym celem czfiScinabiol o

apoptozn kom-r ek nowot worowych w por - wna

h
b
L

d

ydrof obowych l ek-w do pochodnych fosfor
i odostninpnoSci takich lek-w z wuwagid®na 2z
inkery wraUpHweykar zyns tayjnwwane do przygNcz:
ostarczania lek-w przyczyniaj N.8&J git odtoN p o
akie]j strategii Jjest to, aby | eki uwal ni
wewnNtrzkom-rkowodzil uba wni sdpewipH Srod
owot wok®dMWwyovi Nzku z powyUszym ostateczny
zy wykorzystani e wr aUl i wego na pH wi Nz
rzeci wnowot worowych do PAMAM G3,0Sxpgowod
ziagani aptzyye®Nc¢ 2d&n weslia ndood zPiAeMAM)e | ub w ko

udzkich kom-rek biagaczki . Badania aktyw]
a czterech 1 i ni alc hi-6b6iLasgtascnzokwi.g yL i nmoi dee |IT HkPo
wip® z 0. KthabPe BAMA o model e kom-r kowe CML. ¢

wyznaczona metodN DLS wskazywada na mono

Potencjag zeta badanych zwiNzk-w miag | e

z

c

akresie od 0, 233 md/o dl1 &, 4PBKAWP acihiaarG3Sr e d
zNsteczkowej zwi Nzk-w badanych w =kwaSnym

wykazad wzrost Srednicy zwi Nzk-w w takich

P

otencjiagpupbaetdai e|j drastyczny w przypadku

mV) .

Proces twydkrwaSnzyym Srodowi skuawrmiuf or s toctt myn

intensywnoSci sygnag2wor&zaHamismow wNhNMRId mi ¢

Oszacowano czas pogowiczheynodsyzdNooy i 2y ghkd
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Zaobserwowano r-wnieU systematyczny wWzros
grupy met ylwawegstochywdh uproporcjonalny do sp
adeninowych. Rezultaty tak/iPegloazsyawey mre&s
pogowi czne,j hydrolizy bl iski 3 godziny. Wi
przechowywanych wewodNzice z@mr 2402 sdW avivdimd e wt

nie odnotowano iIistotnych zmian.

StnlUenie koniugat-w wywoguj Nce istotne zm
MTT wynosi epd@deknMakt ywnoSei0 metnadbloelji cZzh%
odpowi edzi na PO ¥ Mo s48Ugoidei ©Hdajhwii mMksuzbM «
wraUliwoSci N na FP char a84 cosphdPwKIFTY asi g dk
HLL6 0O bygy najbardziej wr -4 Ulnii ve wyk aZpwaflgt

odpowi edzi met aboliczneP InmaweFP.w Ao OM tstr
przypadku t e] i ni i kom-rkowej zmi any mef
godzinach inkubacji. DP nie powodowag i st
badanych | ini.i kom-rkowych po 48 agod2i nwme
stfiUeniu 10 nM nie indukowagy istotnej odryg
po 48 godzinach. W przeciwie@twieBldo sam

i ndukowad wumi ar kowane z mi-5a6n2y. nieattdobmil aisctz n®
stAilent,0 nM stymul owad spadek aklt yownaozScHL m
60 (takiego efektu nie wykazywag w8Uny FP
aktywndéShi eG3byga wifiksza od aktywnoSci

dwul ekoWegly k@zagozne obni Ueni e aktywnoSci
10 nM. Podobnak twzwmodcdeiieormiaen o BU3 WPzl fndve nG 3
HL6 0 (wzglndem 10 nNM wolnego CP zaobseryv
met abolicznej). Ponadto w Oprnz 8&6BwoegdEswawi e
i stotne zmiany -hebbalal mnireg WOTHEHBWsSpwngpawd
G3¥nie zaobserwowano istotnego wpgdgywu dendr
Ze wzglndu na istotnMB4& -oUs#2 nEaANP@AYI wwaboi
wyhlcwy t koniugatu przez te kom-rKki przy ul
(celem zbadania czy wraUliwoSi w tych waru
uj awni gy wyUSzYFrwyeszb ®¢y t k63 ra wykazywaga z
wraUl i weBi konaiug-a4.ni U LAMA
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Badanie wpgywu koniugat-w oraz wolnych | e
popul acj i kom-rek apoptotycznych (niemal
apoptozie po 486@owzodmawi e dziiih o HEY praM k@3
pozostagych koniugat - -w nie Zzaobserwowano
apoptozy dla badanych | inP/iP'# o mapdkphdvdyzcih . HL
potwierdziga zwinkszona aktywnoSi wykonawc
l'i nim- r kéowyar az koni ugatlacywi nipe mibriydjzoy kloa meo

met abolizmu kom-rek a indukcj N apoptozy pr

Oceniaj Nc wpdgyw wol nyrceh dyekkl- wk com-arzk kvoyn i zuaga
i stotny wzrost p6®ulzaactjriz yknamyc@dky WHILF a wi e
odpowi edzi BhPdéT1®z nW w8 ej 8Py'm stopniu G3

Z uwagi na zawaritgd Sk okeok s ykeotsda 2Zami du o s
pzeciwzapalnych w skgadzie koniug-aBi-w zde
waUnego czynnika transkrypcyjnego modul uj
sam no8at kmwGlBowad nieznac»Biw kamosia plo zHk
Jedynie w prrzeykp adk u p okdodna-ny c h dzi%§dni u

zarejestrowano niezmBAczny wzrost poziomu |

Wyni ki testuwugar hwan®y i 8 GvadaS czlaeorSacldizioyn ez n e
koniug&t3bw ad368% 48 godzinnej inkubacij.i
wkazywagy aktywnoSci hemolitycznej w bada:

Otrzymane w D5 wyni ki dowodzN, Ue synteza
umoUl i wi aj NcN kowal encyjne przygNczanie foc

W dodat ku powst agwer aWilNizanSie mvay krmizauliiee pH

hydrolizy okogo 4 godziny). Ma to szczeg
stosowania DDS, w kt-rej poszukuje sinh sj
kom-rek nowotworowych. WJaSaxh,wopidywkaojmNae
odmi enne parametry Srodowiska guz-w nowot
tkanek przemawiajN za tym, Ue leki przygN¢
w tej publ i kacij.i wi Nzania moggyby wwzdecyc

Srodowi sku guz-w nowotworowych ni U w tk

koniugatu w pH ok. 5, kt-re jest charaktert
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i ntensywnoSi uwal ni ani a l ek - w mo Ue byl
wewnNtrzkom-rkowymoUeo dbadddatink ewwpgynNi na
|l eczeni a przy jednoczesne|] redukcij i 0g
(schematycznii®yi dlar WzowahoSrednicy czNste
oraz potencjadgu zeta w pKHobhemigeznme¢ezadeo
noSnika mogN ulegal istotnym zmianom w odp
spowodowanN niskim pPH.NMR nwylod naegywi tdrmaa §
otrzymanych koniugat-w w obojfAtnym Srodow
argument o potencjale do selektywnego uwal
odpowiedzi na obni Uenie pH.

Ocena aktywnoSci bi ol ogiz6Pn€P OProymanpold\
kombi nawykaz a@3az y ghcyzcehnifeosf oran-w do no S
zachowal aktywnoSi przeci wnowot wkorrootwNi e pr
ni Uszych stnUe® koniugat-w (w odniesieniu
deksametazonu w konifUPdpc i ¢cdwnuw®koaenyine nkiGa
efektu przeci wnowotworowego na drodze 1ind

kom-r kowego o @( HBa0z)i.e W5 przypadku pozostag

kom-r kowych or az koniugat -w brak i st ot ne
met abol i zma kothukekN apoptozy przemawi a
mechani zmem determinuj Ncym ich aktywnoSIi
trakcie tego badania wyniki wskazuj N r.-wni

kom- rkowych nie muozadhikeynihymwisiogpmeé em wych
przez koPmPWxkg! f(do8nmB 4 AvMSB 2K . Br ak aktywnoSci
G3oraz nieznaczna indukcja waBr ojsédiynpoezi w
przypadku jednej z badanych nlai nsam kmoanS ik

przemawi aj N za wystarczaj NcN biokompatybil
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Ry.7.7Schematyczna wizualizacja wuwalniania |

|l i zosom- w

5Podsumowain iosykdii Ngni ite z cyklu publikacij.

Stosuj Nc przedstawi one strategie syn
aktywator -w otrzymano kil ka serii koni ug
generaciji zi e kowraz e®@Nyz mny mi dlekpawmnoSoi
przeci wnowot wor owej . KowamebktiywnéopotygNm:
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| e

wy
n i
Ko
pr

ro

hy

niugat -w o okreSlone|j stechiometrii | ek
niugaty, w kt-rych syntezie uUyto wi Nzan
Srodowi s Kaniwmoglancyjma | ek-w do [IPAMAME mpolziwan
g adternz y manegoordzraapewgka bardzi ej st al
kz- wD.D S

W przypadku koniugat-w otrzymanych w o
kazano zal eUnoSi uwal ni ania skowme uga wan
skie pH).

ni wgamiyWNzani em fuonsof (bl riowains jdNosvkyunh k ma | iz ac i i

zy czedmy m zefcenkotwawmm eaS§orianego w ten spos - |

Dodatni e potencjagy zet a orkaozni mgakaw :
owa dozi Nb kdoomp at ybi | np&c tdyeknbdnr bpusosbAtyiew er acj i
i 4.

Funkcjonalizacja noSnika poprzez przyg
zpuszczalnych w wodzi e konwyusgoaktN wz azwaawit e

drofobowych | ek - w

Wysala@puszczal noSi wknoonlluigmita w omp rweowdiz i bei o d o

hy
Wy

j e
k o
po
no

drofobowych poprzez zastosowanie PAMAM

mi eni onych czNsteczek.

Wysoki stopie® podstawienia noSnika hyc
ocjMotGewpgywal negatywnie na biodosthnpnof¢
czym stosunek stechiometryczny hydrofobc
Oliwie jak najniUszy.

Wpgyw przygNczenia r-Unych | ekcijweslto PA

udny do przewidzeni a.

zwi Nzku =z tym bardziej optymal nN stra
dnol ekowych. Tak otrzymane koniugaty r
mbi nacjach zawierajNcych r-Une stosunki

prawil efektywnoSl oraz selektywnoSIl dzi

wot wor owyc h.
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Addycja |l ek-w do PAMAM pozwala nie tyl

przeci wnowot worowej , ale takOe na uj awni

senwddanych wgasthiradS'EB" G3

PrzygNczanie lek-w o aktywnoSci przeci wno\

do poszerzenia grupy terapeutyk-w o wgaSc

nowotwor -w zdgoSliwych takich jak senolitylk
PrzygNczanie kombinacij.i |l ek-w przeci wngc

sif skutecznN strategi N dla opracowania ng¢

Srategia kowal encyjnego przygNczani a
PAMAM moUe przyczynminii asinfowyoh ometacdwt er
charakteryzujNcych sin wysokN skutecznoSc

ni epoUNdanych.

Streszczeni e

Nowotwory zgoSliwe stanowi N grupii chor - |
orazkowani u.on®t ajneodumiNN z wi odNcych przycz
rozwi nbDaoid gtchowo nowotwory zgJoSliwe w zaawa

uporczywyadj edhita w onkol ogicznych objaw: w,
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przyczynioagjrNandicizcesno aspofeakngjwnoSar pogor
Oyci a. Z ruwhngoir odao Si mechanizm-w | eUNcy
nowot wor - w, prjzesti egzicshtodo ohyepr zewi dywal n
ni esatysfakcjonuj Nfcer myWw |deoczae rkius odwoss it sizpenree g
dziaga® niepoUNdanyel,at kviny e wpmyyw e maj Nz d
samopoczuci e pacjent a. Uci NDloit we e s kvp§lyiwa
ograniczeni e skutecznoSci t er apitie.,r apWyic h
nowotwor -w z goSMyiwaynceh sdprmowoczesne met o
gg-wnym zagoUeniem jest personalizacja | e
aktywnoSci |l eku do specyfiki molekul arnej
poprzez wprowadzaanejidoséleckteynwwrai es utbasrmuj N
Sci pUkiekazywania sygnagu zaangaUowane w r
przeci wci agami skierowanymi przeciw specy
wykorzystaniu nanoczNsteczkowSyght smpt e m

dodat kowo modyfi kowane przez przygNczani

ulegapbdeskpresji w kom-rkach nowotwor - -w ¢
| ekprwzeci wnowot worowych wi NzaniamitakaUOli.v
moUkodat kowo poprawil selektywnoSi | eczeni

ef ekt ywnzoyScjiednoczesnym ograniczeniu dzi af

Celem publikacji wchodzNcych w przedgoUo
poliamidoami nowythyd¢PAMAMEracji jako syst
przeci wnowot wor owych or az Kombinacj i zaw
mechanidzmiagani a. Dendr ymery bygy modyf i k
powi er zchniaonwynconowygrhmhuppr zez alwkeo hoorlaez phoil athy
ZagoUeni em rboyzjpau spzopz aalweo Sci oraz sel ekt ywn
z | ekami ndowdktowo rreevkych. Leki do dendrymer -

popr zez wyrk-olnzyycsht aSciieeUek synt ezzej kdzit ®ciz
W jednej z opturbzlyinkaancijai kdooni ugat -w zastosow
syntezy p o zpwazl yag N\cczNa n i @ fosforan-w | ek -w
fosforoamidowym, | ekkwabyjoawaaheldneeod ni s
koni udckatwy kbmbi naczmodlyd k kwwaey mi PAMAM by
badane na model @aelhekir ens:|rekndvay cihch akt ywnoS

badani ach tych wykzamoadyof,i klbewaden drryzneezr ypr z-
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i/ 1 ub bi otyny p rraoyccrziyarkitiagwhh o $ ¢ i 0 0zevzi wno

przygNczonych do nich koenkbiwacWyek awiaealoo | teak
wykazywal addycjn aktywnb&dat kprwme c o vk o wb
stosowanie mieszaniny koniugatUneki echa0¢é e kv

okreSlonym stosunku stechiembekyygyonnp®i we
wzglndem kom-rek nowotwor u. Wykayahezy - w
koniugat-w z wykorzystaniem wi Nzawi 8zkbsf
wykazuj Nc es kgjtaaduo v Srodowi sku wodmgmeUnme kt

jest od niskiego pH.

Wy ni ki otrzymane w cyklu publikacji mo g
nowych terapeutyk-w wykazujNcych duUN ak
jednoczeSnli ek twyWsaz®di se

Abstract

Cancers are a group of diseases which hes
They are one of the | eading causes of dea

progression is the sourarec olfo ghiucr dpeantsioenmet ss
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significant decrease of qguality of their
mechathniesams ng to cancer devel opment the <co
predi otut aowches of tr eantgme nMo raeroev ed i, s ap pdooi znet |
f orms aofr ecaatnmceentrt ar e associated with signif
and geonedalion. Another i mportant aspect
caused beyf ftehcet ss.i dleo cowecricad md itnhi t ati ons of
met hods afetdevabygped. The main concept of
per sonaltihzeartaipoenutoifc strategies. The point
of specifiaef m@eothami stmthe adequate phenotyp
personalizatiobycoul di bengcduugedsel ecti v
pat hways cr udcevael ofpome ndancderrug conjugati on
cancer antigencdd®sesedbygyrogndegdi veriyDD(Sdr.ug d
DDS coul d be faddihteiromoaf fliieglamgs for spec
overexpressedolby acaneeamhaanelelds drawg acti vi t:
selectivitypgt edn catehhaiteiven mewmt i oned propert.i

cleavabl e bonds fbOS.drugs conjugation to

The aim of articles from the presented s
PAMAM (pol yami doami ne) daenntdirci arhetrresr gaosmret hmeu | d
idrug combinations consisted of drugs of
wemedi fied by functionalization of ter min:
andbootin. The rationabetof i sockhasmedwht ea
dendridmeg conjugates and also to obtain hi
ancerDrcueglsl swere covalently attached to d

at hways oMhisyntahreesedsensacni padti mfthde tex

-

ticles theonpueat ipanr hbyfpH <c¢cl eavabl e p

esent ed. Obwaeari e etde sctoend uogmatceesl | ul ar model

ol ogi cal acthiivoiltaygisdTahlei meisudtt s toiat dend
pol yhydroxyl bsobsni t(wmentDsDSgndc/oonrt ri but e

S <

ticancer effect dadff uglse commmji m@aat echsdr wgs \

o 9 T T T 9 T O
-~

® S5 M O

njugation of tmea hanoufgsasotfi odni ftfoe rseuncth mo c

ad to addition Iin thewasashowantlkeat acthe

(@)

e drug conjugates (eachstwditdhidinfefterye ng

(7]

l ectivity i rmreildlsi lpirtoilod eafatE eoma H Frme ttahbeo | ni
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strategy of conjugation wusi ng fpohro sopbhtoarionammei
of conjugates which composition i($remabl
conjugates) disc ienmdwicreadn nmheyn ta.c i

The results obtained i n the series of p

solutions for development of efficient anc
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Abstract: The generation 2 and 3 poly(amidoamine) dendrimers (PAMAM G2 and G3) were con-
verted into N-(2,3-dihydroxy)propyl derivatives by the addition of enantiomerically pure S- and
R-glycidol. The homochiral dendrimers bind to HaCaT and SCC-15 cell membranes with an R/S
glycidol enantioselectivity ratio of 1.5:1, as was quantitatively determined by fluorescence microscopy
and visualized by confocal microscopy. Fully substituted G2 and G3 dendrimers were equipped with
32 and 64 N-(2,3-dihydroxy)propyl residues and showed effectively radial symmetry for homochiral
derivatives in '>C NMR spectrum in contrary to analogs obtained by reaction with rac-glycidol. The
sub-stoichiometric derivatives of G2 and G3 were also obtained in order to characterize them spectro-
scopically. The homochiral dendrimers were labeled with two different fluorescent labels, fluorescein,
and rhodamine B, using their isothiocyanates to react with G2 and G3 followed by the addition of S-
and R-glycidol. Obtained fluorescent derivatives were deficiently filled with N-(2,3-dihydroxy)propyl
substituents due to steric hindrance imposed by the attached label. Nevertheless, these derivatives
were used to determine their ability to bind to the cell membrane of human keratinocytes (HaCaT)
and squamous carcinoma cells (SCC-15). Confocal microscopy images obtained from cells treated
with variously labeled conjugates and fluorescence analysis with fluorescence reader allowed us to
conclude that R-glycidol derivatives were bound and entered the cells preferentially, with higher
accumulation in cancer cells. The G3 polyamidoamine (PAMAM)-based dendrimers were taken up
more efficiently than G2 derivatives. Moreover, S- and R-glycidol furnished dendrimers were highly
biocompatible with no toxicity up to 300 uM concentrations, in contrast to the amine-terminated
PAMAM analogs.

Keywords: homochiral dendrimer; chiral biorecognition; confocal microscopy; glycidol; polyami-
doamine dendrimer; toxicity

1. Introduction

Polyamidoamine (PAMAM) dendrimers were synthesized in 1985 by Tomalia et al. [1].
Since that time, PAMAM dendrimers became often explored macromolecular reagents due
to their strictly defined molecular weight, radial symmetry, and availability of terminal
functional groups on the surface [2]. Full generation PAMAM dendrimers provide amine
groups that can be functionalized with various substituents, including drug molecules.
Therefore, they are continuously tested, especially dendrimers of generation 3, 4, and 5 (G3,
G4, G5), as drug carriers and gene delivery systems [3,4]. The toxicity of PAMAM G2-G6
dendrimers is rather low, while 0.5 uM concentration near cell surface already enables to
observe cell internalization of these molecules [5]. Therefore, PAMAM G3, G4, and G5
dendrimers with 32, 64, and 128 amine groups, respectively, were used to covalently bind
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anticancer drug molecules such as methotrexate [6], daunorubicin [7], or paclitaxel [8]
to obtain highly drug-loaded conjugates. Additionally, the hydrophilic properties of
these macromolecular drug carriers can be tuned by terminal amine group acylation or
polyhydroxylation with glycidol [7-9] or carbohydrate lactones [6,10,11]. Thus, PAMAM
chiral dendrimers can be obtained that are surface-modified with various substituents,
derived from D-gluconolactone [10], D-glucoheptono-1,4-lactone [6,12], amino acids [13],
and by polyethylene glycol (PEG)ylation [14,15]. Generally, the chirality in dendritic
architecture is achievable using chiral core and build-up of dendritic arms (class 1), chiral
building blocks (class 2), and encountered above end-group chiral substituents (class 3) [16].

The example of class 1 dendrimers are BINAP-cored and polyphenylether-expanded
dendrimers, which were shown to provide catalytic space for hydrogenation of various
substrates, i.e., alkenes, such as 2-(4-isobutylphenyl)acrylic acid or acetamidocinnamic acid,
and acetophenones, which were reduced into corresponding chiral products with high
chemoselectivity and >90% enantiomeric excess (ee) in presence of catalytically active Ru(I)
and Rh(II) organometallic complexes [17].

The example of class 2 chiral dendrimers constructed of chiral vicinal diol subunits
linked and branched by phenyl groups are polyhydroxylated dendrimers obtained in
2000 by McElhanon and McGrath [18] and PAMAM type dendrimers constructed with
optically pure (-)1,2-diaminopropane instead of ethylenediamine [19]. Benzyl group-
protected PAMAM dendrimers of generation 2 were used further to encapsulate Pd and Rh
nanoparticles (NPs). The encapsulates of Pd and Rh in PAMAM-32Bn had 1.7 nm diameter
and showed a positive Cotton effect in circular dichroism spectrum with maximum red
shifted by ca 25 and 50 nm in comparison with Cotton effect of the host (ca. 240 nm). This
behavior evidenced the presence of PANP and RhNP within the voids of dendrimer, not on
the surface. This opened a door for Pd(0) catalysis inside chiral dendritic voids for such
processes such as C-C cross coupling reactions, which were successfully performed within
non-chiral 3.5 nm sized PA@PAMAM G3 encapsulates [20].

Chiral PAMAM G3 and G4 dendrimers of class 3, modified by amidation of pri-
mary amine groups with D-gluconolactone were demonstrated to induce the asymmetric
reduction of prochiral ketones into chiral alcohols with NaBHy with high yield (>90%)
and enantiomeric excess (ee), depending on dendrimer generation and solvent (THF
or H,O) [10].

Another example of chiral PAMAM (G1-G3) dendrimer (class 3) was obtained as
multicenter Ti (IV) dendrimer by covalent attachment of (-N-(3,5-di-tert-butylsalicylidene)-
N’-[3-tert-butyl-5-chloromethylsalicylidene]-1,2-cyclohexanediamine, chiral salen type
ligand via imidazolyl linkers. Dimeric Ti(IV)-(u-O)2-Ti(IV) centers cooperatively oxidized
methyl R-phenyl sulfide into sulfoxide with 90% chemoselectivity and > 80% ee, where R
was variable substituent on phenyl group [21].

Chiral space inside the dendrimer voids is currently exploited for catalytic purposes.
As exemplified above, the chiral substituents on the periphery of dendrimers can operate
as asymmetry inductors and be recognized by biological membrane receptors, especially
if chiral inductors are enantiomerically pure amino acids or specific carbohydrates. The
simplest chiral substituent, readily introduced into peripheral amine groups of PAMAM
dendrimers is 2, 3-dihydroxypropyl residue, as it was demonstrated earlier [6]. PAMAM
dendrimers react with glycidol at ambient temperature. Primary amine groups are thus
converted into bis-2,3-dihydroxyalkylamine groups. The products of substitution are easy
to purify and can be fully characterized by NMR spectroscopy and other methods. This
has been carried out in a complete and elegant way by Shi et al. in 2005 for PAMAM G1
dendrimer [22]. In the study, the racemic glycidol was used and PAMAM G1 substituted
with an average of 14 equivalents of glycidol was characterized as an incomplete derivative.
Additionally, the C-13 NMR spectra showed a complicated pattern for 2, 3-dihydroxyalkyl
resonances, i.e., more than two sets of resonances, suggesting that symmetry-dependent
species recognize not only geminal 2-R- or 2-S, 3-dihydroxypropyl substituents, but the
next arm of the dendrimer is involved in symmetry recognition.
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In our way to construct drug delivery systems (DDS) based on dendrimers, we used
PAMAM G3 dendrimer totally covered with racemic glycidol as a central dendrimer to
which low generation GO PAMAM dendrimers were attached covalently. The rac-glycidol-
covered core G3 was able to bind up to 12 G0, and this megamer was demonstrated as an
efficient DDS for nimesulide, the non-steroidal anti-inflammatory drug [23]. In order to
improve this DDS, we prepared the PAMAM G3 and G2 totally and partially substituted
with optically pure R- and S-glycidol, studied them by NMR spectroscopy, and finally
tested their ability to bind to the cell membrane and enter the cell on two various cell lines—
normal keratinocytes (HaCaT) and squamous carcinoma cells (SCC-15). The cell cultures
were monitored by fluorescence microscopy and confocal microscopy with two fluorescent
labels—fluorescein and rhodamine B isothiocyanates. Surprisingly, we observed some
enantiodiscrimination of homochiral dendrimers in cell membrane interaction by both
types of cells and generation-dependent internalization.

2. Experimental
2.1. Reagents

Ethylenediamine, methyl acrylate, racemic glycidol (96%), R- and S-glycidol (both 98%
purity), and fluorescein isothiocyanate (isomer I, 90%), and rhodamine B isothiocyanate
were purchased from Merck KGaA (Darmstadt, Germany). PAMAM dendrimers were
synthesized by alternate addition of methyl acrylate into amine groups, starting from
ethylenediamine core, followed by condensation with ethylenediamine, purified interme-
diates at every step according to the protocol of Tomalia [1], and stored as 20 weight%
solutions in methanol.

Human squamous carcinoma cells (SCC-15), penicillin, and streptomycin solutions
were obtained from American Type Culture Collection (ATCC, Manassas, VA, USA). Hu-
man immortalized keratinocytes (HaCaT) were purchased from Cell Lines Service (Eppel-
heim, Germany). Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM), Dulbecco’s, modified
Eagle’s medium F12 (DMEM-F12), and fetal bovine serum (FBS) were obtained from Corn-
ing (NewYork NY, USA). Trypsin-EDTA solution, phosphate-buffered saline (PBS) with
and without magnesium and calcium ions, neutral red, 0.4% trypan blue solution, sterile
syringe filters, 0.22 pm were provided by Sigma-Aldrich (St Louis, MO, USA). The 4',6-
diamidino-2-phenylindole, dihydrochloride (DAPI) solution was purchased from Thermo
Fischer Scientific (Waltham, MA, USA). Cell culture dishes were from Corning Incorporated
(Corning, NY, USA), Greiner (Kremsmiinster, Austria), or Nunc (Roskilde, Denmark).

2.2. Syntheses
2.2.1. PAMAM G2 and G3 Substituted with Glycidol

PAMAM G2 and G3 dendrimers were derivatized with 25% molar excess of rac-
glycidol (gl), R-gl, or S-gl in relation to twice the number of dendrimer primary amine
groups. In a typical procedure, to 120 mg G3 (17.3 umoles) in 2 mL methanol, neat gl was
added dropwise (92 uL, 1.4 mmol) with vigorous stirring. The mixture was stored for eight
hours at room temperature, transferred into a cellulose dialytic bag (MW o = 1 kD for G2
and 3.5 kDa for G3), and dialyzed for three days against water (7 x 2.5 L). Then, the solvent
was removed by vacuum rotary evaporation and the oily residue dried under reduced
pressure overnight (<2 mbar). The products were characterized by "H NMR spectroscopy as
fully derivatized G232Racgl, G232Rsl, G23258!, G364Racgl G264Rel, and G228l The isolated
yield was > 90% in every case.

In a series of synthesis, the deficient amount of S-gl and R-gl was used to convert
G2 into G2%%8!, G214Rsl, G22258!, and G222Re! by using the same protocol as above except
the number of gl equivalents in the reaction mixture corresponded to 25% of dendrimer
primary amine groups for the first two derivatives and 75% of available amine groups of G2
in two others. The products were purified as before. The partially substituted derivatives
were characterized by 'H, 13C, and 2-D correlations spectroscopy (COSY), heteronuclear
single quantum correlation (HSQC), and heteronuclear multiple bond correlation (HMBC)
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spectroscopy. Then, the G2°%8! and G222%8! were further reacted with R-gl to complete
bis-substitution of every G2 amine group with gl residues, while G228l and G214Rs!
were fully substituted with S-gl. In both cases, 20% molar excess of gl in relation to the
available number of amine equivalents of the substrate was used. The resulting species
were identified by NMR spectroscopy and the mixed-enantiomeric fully substituted G28'
spectra were compared with G232R4¢8l spectra.

2.2.2. PAMAM G2 and G3 Single-Labeled with Fluorescein Isothiocyanate and Rhodamine
B Isothiocyanate

The G2 and G3 dendrimers were single labeled with fluorescein isothiocyanate (FITC)
and rhodamine B isothiocyanate (RBTC) by stepwise addition of one equivalent of 10 mM
ethanolic solution of FITC (8 and 4 mL) into 4 or 2 mL of 20 mM methanolic G2 or G3
solution (80 and 40 pmoles, respectively). Labeling with RBTC was performed by addition
of solid RBDC into 10 mM solution of G2 or G3 in methanol. Four products (GZF, G2R,
G3F, and GZR) were isolated as solids, which were since protected from daylight, dissolved
in 6 mL methanol, divided into two equal portions, and further converted by reaction
with S-gl or R-gl used in 25% molar excess. The obtained eight products were not fully
substituted with gl residues and identified by 'H NMR spectroscopy as G21¢Rs!F, G21958F,
G319RgIF (533558IF G219Rgm, G23058IR G345RgIR and G33558IR . These fluorescent-labeled
compounds were used for biological studies.

2.3. NMR Spectroscopy

The 1-D 'H and *C NMR spectra and 2-D 'H-'H correlations spectroscopy (COSY),
TH-13C heteronuclear single quantum correlation (HSQC), and heteronuclear multiple bond
correlation (HMBC) spectra were recorded in deuterated water using Bruker 300 MHz
(Rheinstetten, Germany) and worked up with TopSpin 3, 5 software at College of Natural
Sciences, University of Rzeszéw.

2.4. Biological Methods
2.4.1. Cell Culture

Human immortalized keratinocytes (HaCaT) were grown in DMEM and human
squamous carcinoma cells SCC-15 (CRL-1623 ATCC) were cultured in DMEM/F-12 sup-
plemented with hydrocortisone (400 ng/mL). Culture media were supplemented with
heat-inactivated 10% FBS and 100 U/mL penicillin and 1% streptomycin solution. Both
cell lines were cultured at 37 °C in a humidified atmosphere with 5% CO; with media
changed every 2-3 days. Cells were passaged at 70-80% confluence after trypsinization
with 0.25% trypsin—-EDTA in calcium- and magnesium-free PBS. Cell morphology was
monitored using Nikon TE2000S Inverted Microscope (Tokyo, Japan) with phase contrast.
The number and viability of cells were estimated by the trypan blue exclusion test with
Automatic Cell Counter TC20TM (BioRad Laboratories, Hercules, CA, USA). All assays
were performed in triplicates in three independent experiments.

2.4.2. Toxicity Assay

HaCaT and SCC-15 cells were seeded in flat-bottom 96-well culture plates in triplicate
(100 uL cell suspension per well) at a density of 1 x 10* cells/well and allowed to attach
for 24 h. The stock solution of 3 mM dendrimers was filtered with sterile syringe filters
(0.22 um) and used to treatment of cells with a range of increasing concentrations from 0 to
300 uM (100 pL/well) for 24 h in 37 °C. After that, the neutral red assay was performed
as described [24].

2.4.3. Cellular Internalization of Dendrimers

The HaCaT and SCC-15 cells were seeded into, black, 96-well microtiter plates at
a density of 4 x 10* cells/well and placed in an incubator for 24 h. Next, cells were
incubated with 1 uM solutions of FITC-labeled dendrimers (dissolved in culture medium)
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for 0.1, 0.5, 1, 2, 3, or 4 h. Then, dendrimer solutions were removed and plates were
washed three times with PBS to remove unbound dendrimers. Fluorescence was read at
485 nm/530 nm (exc./em.) with Infinite M200 PRO Multimode Microplate Reader (TECAN
Group Ltd., Maennedorf, Switzerland). The median of the triplicate sample measurements
was calculated after the background values (cells alone) were subtracted. The fluorescence
intensity was calibrated using FITC-labeled dendrimers diluted in water.

2.4.4. Visualization with Confocal Microscopy

HaCaT and SCC-15 cells were seeded at a density of 7 x 10* cells/well in microscopic,
eight-chamber slides with an ultra-thin bottom (Nunc, Roskilde, Denmark) for 48 h in
400 puL of complete medium. FITC- or rhodamine B -labeled S- and R-glycidol furnished
dendrimers at 100 nM concentrations were added (300 pL/well). After four hours of
incubation and washing three times with PBS, the cells were fixed with 3.7% formaldehyde
for 10 min and stained with 600 nM DAPI solution in PBS (15 min at room temperature).
Images were collected with a confocal microscope (Olympus FV10i, Tokyo, Japan) at
488/530 nm for FITC, 556/573 nm for rhodamine B, and 405/461 nm for DAPL Images
were collected using an objective with water immersion, under a magnification of 180 x
in the Z-axis position at the largest nuclear cross-section area. The pinhole was set for
1 AU (airy unit), and the obtained images had an optical section thickness of approximately
1.02 um. The laser power and sensitivity were constant. Raw images were collected and
saved in oif format, and the processing was carried out in Image].

To visualize the concentration-dependent accumulation of - and R-glycidol furnished
dendrimers, HaCaT and SCC-15 cells were seeded in ultra-thin, flat-bottom, 96-black well
culture plates (1 x 10* cells/well) and incubated for 24 h. Afterward, working solutions of
FITC labeled dendrimers in the range of 0-300 1M concentration were added, incubated
for 24 h, and washed three times with PBS. Samples were observed and the images were
collected with Olympus IX-83 fluorescent microscope (Tokyo, Japan) using an objective
with 20 x magnification. The light intensity and sensitivity were constant.

2.4.5. Statistical Analysis

To estimate the differences between treated and non-treated control samples, statistical
analysis was performed using the non-parametric Kruskal-Wallis test due to the lack of
a normal distribution of data in the studied groups (analysis with Shapiro-Wilk test).
Comparisons of R and S glycidol furnished dendrimers were assessed with Mann-Whitney
U test. p < 0.05 was considered statistically significant. Calculations were performed using
Statistica 13.3 software (StatSoft, Tulsa, OK, USA).

3. Results and Discussion

Polyamidoamine (PAMAM) dendrimers are well soluble in water. They are currently
tested in many laboratories as drug carriers. However, high full-generation PAMAMs are
hemotoxic [25] due to surface primary amine groups, which make them strongly basic.
Therefore, amine groups must be partially derivatized if the drug-PAMAM conjugate is
designed. Convenient conversion of amine group maintaining dendrimer water solubility
is polyhydroxylation with lactones, which convert dendrimer primary amine into amide
groups or with glycidol (gl), which adds in stoichiometry 2:1 to a primary amine. Although
racemic gl was often used as an amine blocking group, no detailed studies on optically pure
R-gl or S-gl derivatives of PAMAM dendrimers were reported till now. Since gl covered
PAMAM dendrimers are often used as macromolecular anticancer drug carriers, this
inspired us to test the interaction of these derivatives with human normal and cancer cells.

The products of the reaction between gl and PAMAM G1 were thoroughly character-
ized by NMR spectroscopy, polyacrylamide gel electrophoresis, capillary electrophoresis,
MALDI-TOF and ESI mass spectrometry, and acid-base potentiometric titration, together
with pristine PAMAM G1 and peracetylated derivative in order to detect and quantitatively
determine skeletal and substitutional imperfections [22]. We restudied the products of
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the reaction between PAMAM G2 and G3 and both enantiomers of gl to simplify the
NMR spectral pictures and also to characterize the species with a deficient number of gl
substituents. The synthetic routes and average stoichiometry of obtained compounds are
presented in Scheme 1, together with atom numbering of atoms for spectral assignment.
The NMR spectroscopy was used to identify all products as follows.

A OH
HO,
. by
)+ D~ — N,
1 f
9 HO)\Q
OH

n

OH
FITC or RBTC Ho. ! o O
;90
gl s ° N‘,fN
a
B
H
b H M
i g
S
0. || COOH
[ b
N Ccr

Scheme 1. The scheme of synthesis of glycidol-modified polyamidoamine (PAMAM) G3 (m = 3)
and G2 (m = 2) dendrimers (A) and fluorescein or thodamine B dendrimers substituted by addition
of glycidol (B). The isothiocyanates of fluorescein (FITC) and rhodamine B (RBTC) were used to
attach one molecule of label by thiourea bond into a dendrimer molecule. The following series of
not-labeled and fluorescein-labeled (F) and rhodamine B-labeled (R) derivatives were obtained by
stepwise addition of glycidol: G2°58l; G214581; G2228l; G232%1; G21R8lF (23 + b =16,c =1,d = 0);
G219581F (23 + b=19,c=1,d = 0); G319R8IF 2a + b =24,c=1,d =0); G3%8F 2a +b=35c=1,
d=0); G2"9R8R (23 + b=19,c=0,d =1); G239%8'R (23 + b=30,c =0, d = 1); G3*R&R (23 + b =45,
¢=0,d=1); G3%%R (2a+b=45c=0,d=1).

3.1. NMR Spectroscopy Studies

3.1.1. Comparison of the 'H and '>C NMR Spectra of PAMAM G2 and S-Glycidol Covered
PAMAM, G258!

H NMR spectroscopy enables quantifying the level of PAMAM dendrimer substi-
tution with glycidol. The "H and '3C NMR spectra of substrate PAMAM G2 and G258!
are shown in Figures 1 and 2, respectively. Only one proton resonance for all protons b
(bz, by, and by) was observed at 2.42 ppm and used as an internal integral reference of
intensity [56H] for G2 and G258 (for C and H atoms numbering, see Scheme 1). Both
the chemical shift and intensity of the triplet remained unaltered throughout the series
of all neat and gl-modified dendrimers. The vicinal protons triplets of aya;a at 2.82 also
remained unaltered.

79



Polymers 2021, 13, 1049

70f17

55.90 55.58 |3639| ZBTQI 2 55.99

37 36 35 34 33 32 a1 30 29 28 27 26 25 24 23 22
Chemical Shift (ppm)

b, by
L]

® /au\/IcJ)\ o % l"‘ d, /az\i (A El E d e 9
N N
Py e \/\H/ g - N/\d/ \/\H/ \C/\N/Y/\OH
§ by rll dy < E 2 ._|1 . s &H

(0]

Figure 1. The 'H NMR spectra of G2 (A) and G258! (B) in D,0. Atom numbering is given in trace (C). Methanol resonance
at 3.43 is labeled with an asterisk.

The triplets of protons ¢ and d localized in outer shell (shell 2 in case of G2) were
observed at 3.23 and 2.71 ppm, respectively, with [32H] integral intensity both. Inner sphere
¢ and d resonances showed overlapping triplet from c¢;,¢g at 3.29 ppm (intensity [24H])
and dj,dg (overlapped with core singlet of intensity [4H], totally [28H]) for G2 (Figure 1A).
Upon addition of gl into terminal amine groups, the outer sphere ¢, resonance shifted into
3.3. ppm-centered multiplet and overlapped with ¢;cg triplets within the 3.32-3.38 region.
The total intensity of cycicg resonances corresponds to [56H]. The resonance from d is
spread over a broad 2.75-2.57 region and overlapped with d1, dg, and o from G2 core and
terminal nitrogen-attached methylene group of glycidol. Additionally, resonances from
the latter show multiplet structure due to the presence of diastereotopic -CH,- next to the
chiral center at carbon f.

The 'H S-gl resonances of protons g and f of integral intensity corresponding to
[32H] and [64H] are unresolved multiplets and AB-type spectrum of gg’ diatereotopic pair,
respectively (Figure 1B).

The aliphatic regions of 13 C NMR spectra of G2 and G258! are shown in Figure 2A,B,
respectively. The 13C resonances were assigned based upon standard HSQC and HMBC
experiments (the combined HSQC and HMBC spectrum of G298! is presented in Figure S1
in Supplementary Materials). Thus, the considerable shift of outer-sphere d, (—4.1 ppm)
and ¢, (+14.5 ppm) resonances occur upon substitution of terminal NH, groups with two
S-gl substituents, with dydy and c;cy resonances almost unaltered. Three '*C resonances of
S-gl substituents indicate that all terminal amine groups were uniformly substituted with
two gl-S each. Analogous 'H and '3C NMR spectra were obtained for G2R8!. Similar 'H
and '3C NMR spectral pattern was obtained for higher generation PAMAM dendrimers,
namely, G3, G4, and G5, which were substituted with 64, 128, and 256 enantiomerically
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pure R- or S-gl, respectively. In comparison with the spectra of G2%8! or G2R#!, the only
differences observed were due to the integral intensity of resonances.

€2

T
55 50 45 40 35
Chemical Shift (ppm)

Figure 2. The '3C NMR spectra of G2 (A) and G258' (B) in D,0. Labeling of resonances according to the scheme shown

in Figure 1.

The simplicity of '*C NMR spectra of PAMAM G2 and G3 dendrimers substituted
with enantiomerically pure S-gl or R-gl, which show only one set of gl resonances for
G23258! or G2%2R8! and corresponding fully converted G3-G5 (spectra not shown) indicates
that enantiomeric purity of S-gl is retained in conversion to formally R-chiral n-2(R), 3-
dihydroxypropyl substituents. Unfortunately, the chirality checked with CD showed the
Cotton effect on the almost background level, as it was observed also for other chiral
dendrimers of radial symmetry [16]. In most reactions, the enantiomerically pure glycidols
retain the C-2 configuration such as, for instance, the esterification with primary and
secondary alcohols leading to 1-O-alkyl-sn-glycerol [26]. However, the pure inversion of
configuration has also been observed in conversion of gl with diethylaluminum cyanide
leading to 1-cyano-2,3-diols [27].

Although we have no evidence to claim retention or inversion of gl configuration after
addition to dendrimer primary amine of G2, the simplicity of NMR spectra of G28! and
G2Rel indicate that homochiral dendrimers were obtained in contrary to quite complex
13C NMR spectra of rac-gl derived dendrimers (vide infra).

3.1.2. Deficient Substitution of PAMAM G2 Dendrimer with Optically Pure Glycidol

In the substoichiometric conversion of PAMAM G2 with S- or R-glycidol, the species
with double and single-substituted terminal amine groups were obtained and characterized
by NMR spectroscopy. The 'H NMR spectra enabled us to determine the level of terminal
amine group substitution with 2,3-dihydoxyalkyl substituents added in the reaction of G2
with enantiomerically pure glycidol (Figure 3).
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Figure 3. 'H NMR spectra of G2 (A), G2°%8! (B), G214%8! (C), G2228! (D), and G232%8! (E) in D,0.

Stepwise addition of S-glycidol resulted in an increase of proton g multiplets intensity
(within 3.45-3.65 ppm) region related to internal reference triplet of araja triplets of overall
intensity [56H]. Three G2"8° species were obtained, where average Sgl molecules added
(n) was 9, 14, and 22 (see Figure 3, spectra B, C, and D). The AB-type spectrum of terminal
g protons of 2, 3-dihydroxypropyl substituent in G232%8! (Figure 3E) is vicinally coupled
with proton f. Quartets of g and g’ protons are centered at 3.61 and 3.50 (555 = 0.11 ppm)
with geminal coupling constant [gem = 11.7 Hz and different vicinal coupling constants
J(gf) =4.2Hz and J(g'f) = 5.9 Hz.

When an under-stoichiometric amount of S-gl was used the G2?%8! was obtained,
containing some unsubstituted amine groups, mostly mono-substituted amine groups
with 2, 3-dihydroxypropyl, and a minor amount of double substituted amine groups. The
AB-type spectrum of gg’ protons on single substituted amine groups showed slightly lower
magnetic nonequivalence (5.59 and 3.50 ppm, d4p = 0.11 ppm), coupled geminally with
the same ]gem =11.7 Hz, while vicinal constants were larger than for double-substituted
arms, namely, /(gf) = 4.6 Hz and J(g'f) = 6.7 Hz (see Figure 3, trace B). In the series of higher
substituted G2, namely G2'458! and G2?2%8! the AB spectra of gg’ protons overlapped and
no reliable deconvolution of multiplets could be performed in order to quantify the number
of unsubstituted, mono- and bis-substituted arms of G2. The additional "H NMR changes
accompanied a stepwise conversion of G2. Single and double substitution of terminal
amine group resulted in transformation of primary amine into secondary and eventually
tertiary terminal amine group. The chemical shifts of protons c; and d; changed due to this
transformation. In the case of G2, c; proton resonance was initially observed as a triplet
at 3.24 ppm (Figure 3, trace A), together with ¢; and ¢ at 3.30 ppm, while the stepwise
addition of gl resulted in the decrease of 3.24 ppm triplet, which eventually disappeared in
the spectrum of fully substituted G232°8! (Figure 3, trace E) and was replaced by multiplet
centered at 3.30 ppm of intensity [56H], corresponding to all ¢ protons of G232%8!. Similar
changes occur in the region of d; proton resonances; however, the multiplets of all d
protons overlap with e proton resonances of attached glycidol. The detailed changes could
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be further monitored using '*C NMR spectra and heteronuclear 'H-">*C NMR experiments
(vide infra).

The aliphatic regions of 13C NMR spectra of G2n8ls (wheren=0,9, 14, 22, and 32) are
shown in Figure 4. The *C resonances were assigned based upon standard HSQC and
HMBC experiments. We found that PAMAM inner shell resonances remained unaffected
upon terminal amine group substitution, while d; and ¢, proton resonances shifted from
42.3 and 40.5 in amine-terminated G2 into 39.3 and 48.1 upon mono- and 37.7 and 54.2 ppm
upon disubstitution with glS, respectively. The resonances of S-glycidol-derived 2(R),
3-dihydroxypropyl substituents for single-substituted arms are located at 51.3, 64.7, and
71.0 ppm for e, f, and g carbon nuclei (labeled as e, F, and gs, in blue color in Figure 4),
while the appropriate resonances for double-substituted analogs are observed at 57.6, 64.6,
and 69.8 (labeled as ¢, f55, and ¢% in red color in Figure 4). Thus, the largest chemical
shift differences between single- and double-substituted arms are those in closest e, d, and
¢ carbon nuclei, as one could expect. It should be also noticed that even in the '3C NMR
spectrum of G2%2%8! the resonances from non-substituted arms are clearly visible. This
corresponds to the average number of six double-substituted arms, 10 mono-substituted,
and 16 unsubstituted arms if assume that the intensities of carbon-13 resonances d»5%, d,°,
and d; are nearly equal.
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Figure 4. 13C NMR spectra of G2 (A), G2°58! (B), G214%8! (C), G222%8! (D), and G2%258! (E). The
carbonyl group resonances are omitted for clarity. The sharp resonance of methanol carbon at
44.3 ppm is labeled with an asterisk.
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The analogous result was obtained using R-gl stepwise addition to G1, G3, and G4
PAMAM dendrimers. The series of three 'H NMR spectra for G21588!, G222Rgl and G232Rel
are shown in Figure S2.

3.1.3. Fluorescein and Rhodamine B Single-Labeled Homochiral Dendrimers

The fluorescent labels, FITC and RBTC were carefully attached to G2 and G3 dendrimers.
Single-labeled G2¥, G2R, G3¥, and G2R were then converted into n-(2, 3-dihydroxypropyl)
derivatives with the same protocol, using 20% molar excess of enantiomerically pure S- and
R-gl in relation to available amine groups (two equivalents per one terminal amine group).
Obtained derivatives were not fully substituted. We obtained series of derivatives, namely,
G216R5":, GZWSg]F, G319Rg":, G33555|F, G2‘l9RglRI G23DSgIR’ G345Rg]R’ and G3355g]R. The
average stoichiometry of compounds was determined by 'H NMR spectroscopy (spectra
not shown). These compounds were then tested as single dendrimers and in homochiral
pairs labeled with two different fluorescent labels on human cell cultures (vide infra).

3.1.4. Products of Stepwise Addition of Enantiomerically Pure gl into G2 Dendrimer

Fully gl-substituted PAMAM dendrimers require a temperature regime to avoid
polyhydroxylation, which starts already at a temperature above 50 °C. When 20% molar
excess of gl is used, the number of glycidol residues attached to PAMAM becomes higher
than twice the number of terminal amine groups of PAMAM dendrimer as determined by
the integral intensity of glycidol-derived multiplets of protons f. On the other hand, the
substoichiometric amount of gl results in the formation of dendrimers with double- and
single-substituted arms. Thus, we could obtain G2°8! and G2%2%8! and characterize them
by NMR spectroscopy (vide supra).

These two species were then used to convert remaining free amine groups and mono-
substituted ones into bis-substituted ones. Thus, we obtained the average substituted
G2798123Rgl and G2225810Rg! The corresponding 'H NMR spectra enabled us to identify
these species as fully substituted, although they did not illustrate the symmetry of mixed-
isomer derivatives. Therefore, we examined the 3C NMR, which are presented for starting
G2°%8l and G222%8! (Figure 1A E) and mixed G2?98123R8l and G222%8110Rg] (traces B and D,
respectively). There are essentially two sets of gl resonances observed in the 13C NMR
spectra of the products, which were assigned to the chiral arm and meso arm. Two sets
of carbon f resonances can be identified at ca 70 ppm (downfield shifted f5° and &R for
chiral arm and upfield shifted f°R for meso arm (Figure S3, traces B and D). However,
even in the spectra of compounds G2%58!23Rg! and G222%8!10Rg!, which were obtained
under kinetic control, there are some other species of highly distorted symmetry, which
show low-intensity f carbon resonances shifted downfield and g carbon resonance shifted
upfield. These signals are much pronounced in the spectrum of G232Ra¢g! (trace C), which
is obtained by one portion addition of rac-gl into G2 dendrimer. These puzzling symmetry
arms might origin from elongated polyhydroxy substituents because on the one hand
the intensity of gl 'TH NMR resonances clearly indicates that the number of attached gl
residues is 32; on the other hand, in the '>*C NMR spectrum, the resonance from the single-
substituted arm is still present at ca 51 ppm (Figure S3, trace C). It should be emphasized
that this spectral pattern is reproducible for reported G1'6R#8! [20] and for fully substituted
G364Racgll G4128Racg|, and G5256Rm:gl (not shown here).

3.2. Biological Studies
3.2.1. Dendrimers Toxicity

To perform cytotoxic studies, we chose two human cell lines—immortalized ker-
atinocytes (HaCaT) and squamous carcinoma cells (SCC-15)— both belonging to epithelial
tissue. SCC-15 is a model of cancer cells used as a target for the synthesized PAMAM
conjugates occurring as a drug delivery system, while HaCaTs comparatively as non-
tumorigenic cells. We used immortalized, non-tumorigenic keratinocytes, compared to
normal ones, since the latter from skin biopsies indicate high variations between passages,
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short culture lifetime, and donor variability [28]. To assess the cytotoxicity, a neutral red
assay was performed as one of the most sensitive viability tests [29].

This assay indicated, that G2 and G3 PAMAM dendrimers furnished with enantiomers
S or R glycidol (for simplicity of notation the number of gl residues will be omitted in the
abbreviations of homochiral derivatives, which will be further named as GBRgIF, G358lF 4
G2R8IF and G2%8IF) were highly biocompatible and did not indicate cytotoxic action against
both immortalized human keratinocytes (HaCaT) and human squamous carcinoma cells
(SCC-15) up to 300 uM concentration (Figure 5).
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Figure 5. Cytotoxicity of G3R8IF, G358IF, G2R8IF, and G258!F after 24 h treatment of human squamous
carcinoma cells (SCC-15) and human immortalized keratinocytes (HaCaT). Cell viability is presented
as medians of a percent against non-treated control (control expressed as 100%). The whiskers
are lower (25%) and upper (75%) quartile ranges. * p < 0.05; Kruskal-Wallis test (against non-
treated control).

Only at the highest 300 uM concentration of G3R8!F and G2%8!F cancer cell viability
increased by about 20 and 35%, respectively. Obtained results show the increased bio-
compatibility of PAMAM dendrimers after coating with glycidol residues. In our earlier
studies, we estimated that native G3 PAMAM dendrimers after 24 h incubation evoked
significantly higher cytotoxicity against SCC-15 and HaCaT cell from 10 and 50 uM con-
centrations, respectively [28,30]. The studied compound had also lower toxicity than
dendrimers substituted with hydroxyl groups D-glucoheptono-1,4-lactone [12]. Therefore,
these compounds meet the requirements for drug carrier, i.e., high biocompatibility and
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