Streszczenie w jezyku polskim

Korzystne wtasciwosci biologiczne ksantonow wykazane w wielu badaniach in vitro oraz
in vivo potwierdzajg ich potencjal do zastosowania w terapii miedzy innymi chordb
nowotworowych, pasozytniczych, czy zakazen bakteryjnych. Jednakze czestym
ograniczeniem tego typu zwiazkéw sg ich stabe parametry farmakokinetyczne, ktore
uniemozliwiajg wprowadzenie ksantonéw do zastosowan klinicznych. Rozwigzaniem tego
problemu moze by¢ uzycie nosnikow lekow, na przyktad dendrymerow poliamidoaminowych
(PAMAM), z ktérymi mozna zwigza¢ czgsteczke leku na drodze enkapsulacji badz
kowalencyjnie. Dendrymery PAMAM, bedace super-rozgalezionymi polimerami o wysokiej
biokompatybilnosci, pozwalaja usprawni¢ transport trudno rozpuszczalnych lekdw,
zmniejszy¢ ich toksyczno$¢ oraz uzyskac efekt celowania w konkretne komorki, organella
badz szlaki metaboliczne. Duzym atutem dendrymerdw jest ich poliwalentnos¢, pozwalajaca
na rownoczesne przylaczenie czasteczek leku, czasteczki adresujacej, znacznika

umozliwiajgcego obrazowanie lokalizacji tych nanoczastek oraz innych ligandow.

W niniejszej pracy po raz pierwszy opracowano koniugaty dendrymeru PAMAM
generacji trzeciej (G3) z kowalencyjnie przylaczona a-mangostyng lub vadimezanem.
Wyboru tych dwdch zwiazkéw dokonano na podstawie badan toksycznosci grupy o$miu
ksantonéw przeprowadzonych na dwoch liniach ludzkich komorek nowotworowych:
komorkach raka plaskonablonkowego z jezyka (SCC-15) i1 komorkach glejaka
wielopostaciowego IV stopnia (U-118 MG) oraz porownawczo na komorkach prawidlowych
fibroblastow skdérnych linii BJ. Zsyntezowano szereg koniugatéw dendrymerowych,
w ktoérych reszty a-mangostyny (M) lub vadimezanu (V) przylaczono za pomoca wigzan
amidowych lub estrowych. Dodatkowo, jako czynnik zwiekszajacy wychwyt i kierujacy do
wybranych komoérek nowotworowych zastosowano biotyne (B), a pozostale wolne grupy
aminowe na powierzchni nosnika zmodyfikowano resztami a-D-glukoheptono-1,4-laktonu
(gh) w celu zmniejszenia natywnej cytotoksycznosci dendrymeru. Otrzymano koniugaty
amidowe o r6znym stopniu postawienia resztami a-mangostyny: G32B122b5M a7 (G32B10gh17M
a takze koniugat estrowy G38"2BSM  7Zgyntezowano analogiczne koniugaty z vadimezanem:
G32B128hSY oraz G3&MBSY, Zwigzki G3?B12#h oraz G32h stanowily kontrole w postaci nosnika,
odpowiednio dla koniugatow amidowych oraz estrowych. Badania in vitro oraz in vivo na
organizmie modelowym C. elegans wykazaly brak toksycznosci i dzialania
antyproliferacyjnego tych nosnikow. Przylaczenie reszt oa-mangostyny do dendrymeru

G32?B12gh jstotnie zwigkszylo aktywno$¢ biologiczng zwigzku w zaleznosci od stopnia
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podstawienia, osiggajac nawet 25-krotne wzmocnienie dzialania cytotoksycznego
w przypadku koniugatu G32B19gh"M Efekt wzmocnienia obserwowany byl w przypadku
kazdego z badanych parametrow komodrkowych (poziom ATP, aktywnos$¢ kaspaz
wykonawczych, stopien proliferacji i adhezji komorek) a takze byt widoczny w postaci
spadku poziomu zywotnosci nicienia C. elegans. Koniugaty dendrymeru z amidowo
przylaczona a-mangostyng dodatkowo wyznakowano fluorescencyjnie, co pozwolito
wykazaé, ze zwiazki te wnikaty do badanych komorek i byly zlokalizowane w pecherzykach
endocytarnych oraz czesciowo w mitochondriach. Porownujac aktywnos¢ amidowych oraz
estrowych koniugatow a-mangostyny, zastosowanie obu typow wigzan zwigkszylo
aktywnos¢ zwiazku, jednak silniejsze dziatanie wobec kazdego z badanych parametréw
uzyskano stosujagc wigzania amidowe. W przypadku vadimezanu, ktory nie wykazat
toksycznosci wobec badanych komorek i nicienia, przytaczenie zwigzku do dendrymeru za
pomocg wigzania estrowego nie zwigkszylo jego aktywnosci. Natomiast uzyskano stabe,
selektywne  dzialanie  antyproliferacyjne = vadimezanu  wobec  komodrek raka
plaskonablonkowego, ktore zostalo zwielokrotnione poprzez przylaczenie zwigzku

wigzaniem amidowym do nosnika G32B12gh,

W prezentowanej pracy przedstawiono rowniez wpltyw wielkosci oraz potencjalu zeta
koniugatow na badane parametry biologiczne. Na podstawie analizy pomiarow DLS oraz
testow in vitro 1 in vivo mozna sformutowaé wniosek, ze zastosowanie wigzan amidowych,
czesciowe zablokowanie powierzchniowych grup aminowych oraz zwiekszona s$rednica
i dodatni potencjal zeta, moze stanowi¢ zestaw modyfikacji dendrymeru PAMAM G3

niezbedny do zastosowania zwigzku jako efektywnego nosnika lekow.

Podsumowujac, niniejsza praca doktorska dostarczyla informacji na temat dziatania
przeciwnowotworowego 1 przeciwnicieniowego o-mangostyny, ktéore moze zostaé
wzmocnione poprzez zastosowanie nosnika w postaci odpowiednio zmodyfikowanego
dendrymeru PAMAM G3. Opracowane nosniki pozostawaly nietoksyczne wobec badanych
komorek i nicieni, a aktywnos$¢ przeciwnowotworowa oraz przeciwnicieniowa koniugatow
byla wynikiem dzialania transportowanego zwiazku. Przedstawione badania na komdrkach
oraz C. elegans pozwalaja stwierdzié, ze otrzymane koniugaty a-mangostyny z nosnikiem
dendrymerowym moga stanowi¢ nowe potencjalne terapeutyki do zastosowania w leczeniu

choréb nowotworowych oraz zakazen nicieniowych.



Streszczenie w jezyku angielskim

The favourable biological properties of xanthones demonstrated in many in vitro and in
vivo studies confirm their potential for use in cancer therapy and bacterial or parasitic diseases.
However, a common limitation of these types of compounds is their poor pharmacokinetic
parameters, which prevent xanthones from being introduced into clinical use. The solution to
this problem may be the use of drug carriers, for example poly(amidoamine) (PAMAM)
dendrimers, to which the drug molecule can be covalently attached or encapsulated. The
PAMAM dendrimers, which are hyper-branched polymers with high biocompatibility, allow
to improve the transport of sparingly soluble drugs, reduce their toxicity and achieve the effect
of targeting specific cells, organelles or metabolic pathways. A great advantage of dendrimers
is their polyvalence allowing for the simultaneous attachment of drug molecules, a targeting
molecules, a marker enabling the imaging of the location of these nanoparticles, and other

ligands.

In this study, the third generation PAMAM dendrimer (G3) conjugates with covalently
attached a-mangostin (M) or vadimezan (V) were developed for the first time. These two
compounds were selected on the basis of toxicity studies of a group of eight xanthones
performed on two human cancer cell lines: squamous cell carcinoma cells from the tongue
(SCC-15) and grade IV glioblastoma multiforme cells (U-118 MG), and comparatively on
normal skin fibroblast cells (line BJ). A number of dendrimer conjugates were synthesized
with a-mangostin or vadimezan attached by amide or ester bonds. Additionally, biotin (B)
was used as a targeting molecule to cancer cells, and the remaining free amine groups on the
carrier surface were modified with a-D-glucoheptono-1,4-lactone (gh) to reduce the native
dendrimer cytotoxicity. The amide conjugates with different amount of a-mangostin
G3B12ehSM g G32B10ghI™™ 45 well as the ester conjugate G3#12BSM ywere obtained. The
equivalent conjugates were synthesized also with vadimezan: G32B128h5Y and G3&MBSY, The
G3B122h and G3%' compounds were vehicle control for amide and ester conjugates,
respectively. In vitro and in vivo studies on the C. elegans model organism revealed the lack
of toxicity and antiproliferative effect of these vehicles. The attachment of a-mangostin to
G32B12gh dendrimer significantly increased the biological activity of this compound depending
on the degree of the dendrimer substitution by xanthone, with a 25-fold enhancement of the
cytotoxic effect obtained in the case of the G32B10gh1™ conjygate. The boost effect was
observed for all studied cellular parameters (ATP level, activity of executioner caspases,

degree of cells proliferation and adhesion) and was also visible as a decrease in the level of
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C. elegans viability. The dendrimer conjugates with amide-bonded a-mangostin were
additionally fluorescently labeled, which allowed to show that this compounds penetrate into
the tested cells and accumulate in endocytic vesicles and partially in the mitochondria.
Comparing the activity of the amide and ester a-mangostin conjugates, the use of both types
of bonds increased the activity of the compound, but a stronger effect on each of the tested
parameters was obtained in case of using amide bonds. In the case of vadimezan, which
showed no toxicity against the tested cells and nematodes, the attachment to the dendrimer
via an ester bond did not improve its activity. However, a weak selective antiproliferative
activity of vadimezan against squamous carcinoma cells was obtained, which was multiplied

by attaching the compound to the G3*B122" yehicle by amide bond.

The presented study also indicated the influence of the size and zeta potential of the
synthesized conjugates on the tested biological parameters. Based on the analysis of DLS
measurements and performed in vitro and in vivo studies, it can be concluded that the use of
amide bonds, partial blockade of surface amine groups, and increased diameter and positive
zeta potential may constitute a set of PAMAM G3 dendrimer modifications necessary for the

use of the compound as an effective drug carrier.

To sum up, this PhD thesis provided information on the anticancer and antinematode
activity of a-mangostin that can be strengthened using an appropriately modified PAMAM
G3 dendrimer vehicle. The developed carriers remained non-toxic for studied cells and
nematodes, and the anticancer and nematocidal activity of conjugates was the result of the
mechanism of action of the transported compound. The presented studies allow to state that
the obtained a-mangostin conjugates with a dendrimer carrier may be the new potential drugs

for the treatment of cancer and nematode diseases.
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