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1. Przedstawienie hipotezy badawczej i omowienie wynikéw pracy
1.1. Wprowadzenie

Obecnie nowotwory wcigz pozostaja jedng z glownych przyczyn $miertelno$ci
na $wiecie. Wedtug Swiatowej Organizacji zdrowia nowotworami powodujacymi najwigcej
zgonow u 0sob dorostych sg rak ptuc, piersi, jelita grubego oraz prostaty.

Jednakze, w szczego6lnosci U dzieci, ciggle najgrozniejszym rodzajem raka pozostaje
biataczka (Allemani i wsp. 2015; Zhang i wsp. 2016). Znane sg cztery gtowne typy raka krwi:
ostra bialaczka limfoblastyczna, ostra biataczka mieloblastczna, chroniczna biataczka
limfoblastyczna oraz chroniczna biataczka mieloblastczna (Heidari i wsp. 2017). Do tej pory
wcigz najskuteczniejszym rodzajem terapii leczenia raka krwi pozostaje transplantacja (Qayed
i wsp. 2018), jednak ten sposob eliminacji komorek mimo duzej skutecznosci niesie za sobg
ryzyko zgonu. Zatem znalezienie alternatywnego, skutecznego sposobu walki z tym typem
nowotworu wydaje si¢ istotnym problemem do rozwigzania.

Apoptoza jest Scisle regulowanym procesem, ktory zachodzi powszechnie w zywych
organizmach. Za jej regulacje odpowiada m.in. utrzymanie odpowiedniego poziomu ekspresji
genow kodujacych biatka z rodziny Bcl2, wsrod ktorych wyrdozniamy biatka pro- i anty-
apoptotyczne. Te ostatnie znane s3a tez jako inhibitory programowanej $mierci.
Jedng z podstawowych korzySci wynikajacych z wystepowania procesu apoptozy jest
eliminacja komorek namnazajacych si¢ w wyniku mutacji, co stanowi naturalne
zabezpieczenie przed rozwojem nowotworow (Gandhi i wsp. 2014; Tanos i wsp. 2016).
Czasami jednak dochodzi do zaburzen w regulacji tego procesu, w wyniku czego rozpoczyna
si¢ proces nowotworzenia. Jak wiadomo, w komorkach nowotworowych zwigkszona jest
ekspresja genow zwigzanych z synteza biatek anty-apoptotycznych nalezacych do rodziny
Bcl-2 (Bcl-xL Bcl-2, Bel-W, Mcl-xl, Bfl1/A-1 and Bcl-B) (Creixell i wsp. 2012). Poprzez
wprowadzenie siRNA komplementarnego do DNA anty-apoptotycznych biatek mozliwe jest
wyciszenie tych genéw na drodze interferencji (Ambesjar i wsp. 2013, Gandhi i wsp. 2014;
lonov i wsp. 2015; Dzmitruk i wsp. 2015; Tanos i wsp. 2016). Mechanizm ten polega na
degradacji mRNA poprzez dotaczenie do niego wprowadzonego SIRNA (small interfering
RNA) za posrednictwem kompleksu RISC (RNA-induced silencing complex), dzigki czemu
nastepuje blokada syntezy docelowego biatka (Ambesjar i wsp. 2013; Dzmitruk i wsp. 2015).
Skutkiem tego zwigksza si¢ prawdopodobienstwO eliminacji komoérek zmienionych
nowotworowo, poprzez wprowadzenie ich na droge apoptozy. Jednakze z uwagi na ujemny
tadunek siRNA oraz fakt, Ze jest on wysoce wrazliwy na dziatanie nukleaz, proces

dostarczania kwasow nukleinowych do komorek jest utrudniony (Creixell i wsp. 2012).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Qayed%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29155316

Skutecznym rozwigzaniem tego problemu wydaje si¢ by¢ zastosowanie dodatnio
naladowanych nanomateriatéw jako no$nikow kwasoéw nukleinowych.

Na szczegolng uwage zastuguja kuliste polimery nazywane dendrymerami. Ze wzgledu
na swojg unikatowg budowe, monodyspersyjno$¢, niskg immunogenno$¢ oraz stosunkowo
tatwa kontrole procesu syntezy, wydaja si¢ by¢é one S$wietnymi kandydatami do
wykorzystania, jako no$niki genéw lub lekéw (Wu i wsp. 2013). Zbudowane sa z centralnie
polozonego rdzenia, od ktérego odchodzg rozgalezienia nazywane dendronami. W trakcie ich
syntezy istnicje mozliwos¢ kontrolowanego dotaczania kolejnych warstw, co umozliwia
tworzenie wyzszych generacji nanoczastek (Biswas i wsp. 2013; lonov i wsp. 2015; Hasemi i
wsp. 2016). Na powierzchni dendrymeréow znajduja si¢ grupy terminalne okreslajace
wlasciwosci catej nanoczastki (Biswas and Torchilin 2013; Abbasi i wsp. 2014; Hashemi i
wsp. 2016). Mozliwos¢ modyfikacji grup powierzchniowych daje duzg swobode w produkcji
nowych nanoczastek, o $ciSle okre§lonym przeznaczeniu. Dodatni tadunek kationowych
dendrymeréw pozwala na interakcje nanoczastek z ujemnie natadowang btong komoérkowa,
dzigki czemu mozliwa jest ich internalizacja do wnetrza komorki. Co wigcej, dendrymery
posiadajace dodatni tadunek moga tworzy¢ kompleksy z ujemnie natadowanymi kwasami
nukleionowymi. Tak utworzony kompleks zyskuje nie tylko dodatni tadunek, ale chroni tez
material genetyczny przed dziataniem nukleaz. Jest to szczegdlnie istotne w przypadku
SIRNA, ktory w naturalny sposéb podlega degradacji przez nukleazy (Wang i wsp. 2012).
Wykorzystanie tego mechanizmu jest bardzo obiecujace w walce z chorobami
nowotworowymi.

Dodatkowag korzyscig wynikajaca z zastosowania dendrymerow jest mozliwos¢
przytaczenia do ich powierzchni atomow metali wykazujacych — wlasciwosci
przeciwnowotworowe takich jak platyna, ztoto, srebro oraz ruten (Frik i wsp. 2015, Maroto-
Diaz et al. 2015, Hassemi i wsp. 2016). Obecnie cisplatyna jest najlepiej znanym metalem
wykazujacym wilasciwosci przeciwnowotworowe i znajduje powszechne zastosowanie jako
lek przeciwnowotworowy. Jednak pomimo skutecznosci terapii z wykorzystaniem tego
metalu, ciagle problemem pozostaje fakt, ze eliminujac tkanke rakowa, jednoczesnie uszkadza
on zdrowe tkanki (Frik i wsp. 2015). W zwiazku z powyzszym wcigz poszukuje si¢ nowych
zwigzkow, ktore w przysztosci pozwolg na optymalizacje efektu leczniczego, z jednoczesnym
ograniczeniem skutkéw ubocznych.

W obliczu tych niedogodno$ci obiecujaca alternatywa moga by¢ zwiazki oparte
na rutenie. Metal ten w organizmie zachowuje si¢ podobnie jak zelazo, ktore jest wigzane
przez albuminy i transferryny (Carter i wsp. 2016, Michlewska i wsp. 2017). Ruten podobnie

jak zelazo, w kompleksie z biatkami moze by¢ pobierany przez komoérki nowotworowe.



Komorki rakowe ze wzgledu na przyspieszony metabolizm maja zwigkszone
zapotrzebowanie na zelazo, dlatego posiadaja wigcej receptoréw dla transferryn. W ten
sposob ruten obecny w krwiobiegu moze by¢ intensywnie pobierany przez docelowa grupe
komorek zamiast zelaza (Spreckelmeyer i wsp. 2014). Przytaczenie rutenu do dendrymerow
posiadajacych dodatni tadunek moze skutkowac rozpoznawaniem ich przez komoérki rakowe
I zwigkszonym pobieraniem tak zmodyfikowanych nanoczastek. Ruten wystepuje na réoznych
stopniach utlenienia, z ktorych na II wykazuje silne wlasciwosci cytotoksyczne
(Dragutan i wsp. 2015; Carter i wsp. 2016) . Metal ten zakloca replikacjc DNA i w rezultacie
pod wplywem rutenu komorki mogg wchodzi¢ na droge $mierci komorkowej (Pereira i wsp.
2014; Spreckelmeyer i wsp. 2014; Vilanova-Costa i wsp. 2014; Dragutan i wsp. 2015;
Carter i wsp. 2016). Co wigcej, wewnatrz komorek rakowych srodowisko jest silnie
redukcyjne ze wzgledu na podwyzszone stezenie glutationu i lekko kwasne pH. Skutkiem
tego pobrany przez nie ruten uprzednio kragzacy w organizmie jako forma nietoksyczna,
wewnatrz komorek rakowych moze ulega¢ redukcji do toksycznej formy i w ten sposéb
uszkadza¢ komodrki nowotworowe (Pereira i wsp. 2014). Kationowe dendrymery z
przytaczonym rutenem wydaja si¢ by¢ nie tylko potencjalnymi  $rodkami
przeciwnowtworowymi, ale rowniez kandydatami do wykorzystania jako nosniki
przeciwnowotworowego SiRNA do komorek rakowych (Dzmitruk i wsp. 2015, Michlewska i
wsp. 2018).

1.2. Cele pracy

Celem przeprowadzonych badan byla ocena aktywnosci przeciwnowotworowe]
karbokrzemowych dendrymeréw zawierajacych ruten (CRD), a takze analiza mozliwosci
wykorzystania ich jako nosnikow kwasow nukleinowych. W celu potwierdzenia hipotezy
badawczej zaktadajacej zwigkszenie przeciwnowotworowych wiasciwosci dendrymerow
poprzez dotaczenie do ich struktury rutenu okreslono nastgpujace cele pracy:

1. scharakteryzowanie biofizycznych wtasciwosci dendrymerow zawierajacych ruten.

2. oceng cytotoksycznosci dendrymeréw w stosunku do komorek prawidlowych
i nowotworowych.

3. zbadanie mozliwosci wykorzystania dendrymeréw jako nos$nikéw siRNA
przeciwnowotworowego.

4. wyjasnienie  mechanizmu  aktywnos$ci  przeciwnowotworowej  wybranych
dendrymeréw.

5. wybor najbardziej obiecujgcych dendrymerow do zastosowania w terapiach

przeciwnowotworowych.



1.3. Metodyka Badan

Zbadano trzy rodzaje dendrymeréw karbokrzemowych zawierajacych ruten (CRD) r6znigcych

si¢ typem ligandu. Struktura dendrymeréw zostata zaprezentowana na Rys.1.
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n-generacja, m-liczba grup powierzchniowych dendrymeru.

Rys.1. Struktura karbokrzemowych dendrymerdéw zawierajacych ruten i r6znigcych si¢ typem
ligandow powierzchniowych: imino-pirydynowe (CRD7, CRD13 i CRD27), pirydynowe
(CDR5, CRD14 i CRD28) i aminowe (CDR34 i CRD32).

Model badawczy stanowity:

Komorki prawidtowe PBMC (jednojadrzaste komorki krwi obwodowej),
Komorki nowotworowe linii HL-60 (biataczka promielocytowa),
Przeciwnowotworowe siRNA (Bcl-2, Bcl-xI, Mcl-1),

Erytrocyty izolowane z krwi obwodowej zdrowych dawcow,

YV V V VYV V

Blony erytrocytarne

W pracy zastosowano nastepujace techniki badawcze: pomiar potencjatu zeta, pomiar

srednicy hydrodynamicznej; transmisyjna mikroskopia elektronowa TEM; hemoliza



erytrocytow izolowanych z krwi obwodowej zdrowych dawcow; polaryzacja fluorescencii;
test MTT oraz AlamarBlue; dichroizm kolowy (CD); elektroforeza zelowa; symulacja

komputerowa; mikroskopia konfokalna; cytometria przeptywowa.

1.4. Oméwienie wynikow

W pierwszym etapie badan przeprowadzono charakterystyke wiasciwosci biofizycznych
i cytotoksycznych dendrymeréw karbokrzemowych zawierajacych ruten, réznigcych sie
grupami terminalnymi (pirydynowymi, imino-pirydynowymi oraz aminowymi).

Wszystkie badane dendrymery posiadaja tadunek dodatni, a ich wlasciwosci
hemolityczne sa zalezne od generacji i st¢zenia dendrymeru. Podczas gdy najmniej
cytotoksyczne w stosunku do komorek nienowotworowej linii B14 (fibroblasty chomicze)
byty dendrymery generacji ,,0”, te same nanoczastki znaczaco obnizaly liczbe zywych
komorek linii nowotworowej HL-60 (komorki ostrej bialaczki promielocytowej). Wzrost
generacji dendrymerow Spowodowal zwigkszenie ich cytotoksycznosci w stosunku do obu
linii komodrkowych.

Na podstawie uzyskanych wynikow, do dalszych analiz oceny zdolno$ci tworzenia
kompleksow przez dendrymery z przeciwnowotworowym siRNA wybrano nanoczgstki 1 i 2
generacji z grupami pirydynowymi i imino-pirydynowymi.

Wiasciwosci  cytotoksyczne  dendrymerow oraz  ich  kompleksow  oceniono
w stosunku do komoérek nowotworowych HL-60. W celu potwierdzenia braku toksycznosci
zwigzkow w  stosunku do komoérek prawidtowych przeprowadzono analizy na
jednojadrzastych komorkach izolowanych z krwi obwodowej zdrowych dawcow
(jednojadrzaste komorki krwi obwodowej z ang. Peripheral Blood Mononuclear Cells-
PBMC). Dodatkowo okre$lono stopien internalizacji kompleksow tworzonych przez
dendrymery z siRNA znakowanym fluoresceing do komoérek HL-60 za pomoca cytometrii
przeptywowej oraz mikroskopii konfokalnej.

Dendrymery CRD tworza kompleksy z SIRNA, w ktorych kwasy nukleinowe nie
ulegaja degradacji przez nukleazy. Co wigcej, dendrymery wykazujg zdolnos¢ do
przenoszenia SIRNA do komoérek nowotworowych. Ze wzgledu na wysoka cytotoksycznosé
dendrymerow
w stosunku do komoérek  nowotworowych, nie  zaobserwowano  aktywnosci
przeciwnowotworowej kompleksu SiRNA z dendrymerami wprowadzonego do komorek
biataczki HL-60. Jednakze przeprowadzone badania pozwolily na wyselekcjonowanie dwoch
dendrymeréw z imino-pirydynowymi grupami terminalnymi, ktore wykazywaty silng
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cytotoksycznos¢ w stosunku do komorek nowotworowych HL-60, bez negatywnego wplywu
na prawidlowe komorki PBMC. Dlatego w kolejnych etapach badan skupiono si¢ na
wyjasnieniu mechanizmu dziatania wybranych zwigzkow w stosunku do komoérek HL-60.

Ze wzgledu na fakt, ze zmiany w poziomie reaktywnych form tlenu (ROS) w
komorkach oraz zmiany potencjatu mitochondrialnego moga wskazywa¢ na rodzaj §mierci
komorkowej, wykonano analizy z wykorzystaniem H,DCFDA i JC-1, pozwalajace okresli¢
poziom ROS oraz zmiany potencjatu mitochondrialnego w komérkach biataczki. Dodatkowo
wykonano test kometowy majacy na celu okreslenie ilo$ci uszkodzen DNA. Przeprowadzono
rowniez szczegotowa analize ultrastruktury komorek HL-60 poddanych dziataniu wybranych
dendrymerow. W celu identyfikacji komorek apoptotycznych i nekrotycznych wykonano test
z bromkiem etydyny i oranzem akrydyny z wykorzystaniem mikroskopii konfokalnej oraz test
aktywnosci kaspaz 3 i 7. Uzyskane wyniki wskazuja, ze najwyzszy poziom ROS
obserwowano po 3 godzinach traktowania dendrymerem generacji 1, a oba badane
dendrymery byty zdolne do zmiany potencjatu mitochondrialnego. Dodatkowo dendrymer 1
generacji generowal wigcej uszkodzen DNA w analizowanych komorkach, niz dendrymer
generacji 2. Szczegdtowa analiza morfologii i ultrastruktury komoérek potwierdzita obecnos¢
komoérek wykazujacych zarowno zmiany o charakterze apoptotycznym jak i nekrotycznym.
Podobnie wyniki testu, w ktorym oceniano aktywno$¢ kaspaz 3 1 7 po inkubacji
z testowanymi dendrymerami, wskazuja na pojawienie si¢ zarowno puli komorek
apoptotycznych jak i nekrotycznych.

Na podstawie przeprowadzonych badan wykazano, ze aktywno$¢ dendrymeru
generacji 1 jest wigksza niz generacji 2. Jednakze, zar6wno =za pomoca testow
spektrofluorometrycznych, jak i mikroskopowych nie udato si¢ jednoznacznie potwierdzic,
ze pod wptywem badanych zwigzkow komorki obumieraja na drodze apoptozy. W zaleznosci
od kondycji komorek, dostgpnosci glukozy, a w szczeg6lnosci ATP moga one obumierac¢
zarOwno na drodze apoptotozy, jak i1 nekroptozy, bedacej rodzajem kontrolowanej $mierci
komorkowej (Michlewska 1 wsp. 2019). Biorgc pod uwage mechanizm dziatania badanych
dendrymeré6w CRD, oba mozna uzna¢ za potencjalne czynniki przeciwnowotworowe.

Na podstawie uzyskanych wynikow mozna stwierdzi¢, ze badane zwiazki nie
wykazujac aktywnosci w stosunku do komorek prawidlowych, kierujg komorki nowotworowe
na droge programowanej $mierci jakg jest zardOwno apoptoza jak i nekroptoza. W zwigzku
z tym, ze nekroptoza jest zjawiskiem zachodzacym w zywych organizmach bez cech nacieku
zapalnego towarzyszacego typowej martwicy, eliminacja tkanki nowotworowej poprzez

ten proces wydaje si¢ by¢ zjawiskiem korzystnym.



1.5. Whioski

1. Karbokrzemowe dendrymery zawierajagce ruten (CRD) sa bardziej toksyczne
w stosunku do komérek nowotworowych niz do komorek prawidtowych.

2. Karbokrzemowe dendrymery zawierajace ruten (CRD) wykazuja zdolno$¢ kierowania
komorek nowotworowych na drogg apoptozy i nekroptozy.

3. Karbokrzemowe dendrymery zawierajgce ruten (CRD) wykazuja zdolno$¢ tworzenia
kompleksow z przeciwnowotworowymi siRNA.

4. Karbokrzemowe dendrymery zawierajace ruten (CRD) skutecznie przenoszg

siRNA do komoérek nowotworowych i chronig je przed degradacja przez nukleazy.

W zwiagzku z powyzszym, w kolejnych etapach badan planuje si¢ przeanalizowaé
dzialanie wybranych dendrymeréw jako nos$nikéw lekow przeciwnowotworowych oraz

rozpoczg¢ badania in vivo.

2. Streszczenie w jezyku polskim

Jednym z najgrozniejszych rodzajow nowotwordw jest bialaczka. Mimo, ze
transplantacja wcigz pozostaje skutecznym rodzajem terapii leczenia raka krwi, to niesie ona
za sobg ogromne ryzyko zgonu. Zatem znalezienie alternatywnego i bezpiecznego sposobu
walki z tym typem nowotworu w dalszym ciggu jest istotnym problemem do rozwigzania.
Uwaga naukowcow skupia si¢ wiec na mozliwosciach zastosowania kationowych
dendrymeréw, mogacych stanowi¢ nosniki dla kwasow nukleinowych oraz lekow.
Dodatkowa korzyscig zastosowania dendrymerow jest mozliwos¢ modyfikacji grup
powierzchniowych tych nanoczastek poprzez przytaczanie do nich metali o wiasciwosciach
przeciwnowotworowych, takich jak ruten.

W obecnej pracy przeprowadzono charakterystyke biofizyczng dendrymeréw
karbokrzemowych zawierajacych ruten, przeanalizowano ich aktywnos¢
przeciwnowotworowg, a takze oceniono mozliwo$¢ wykorzystania dendrymeréw jako
no$nikow przeciwnowotworowego siRNA do komorek nowotworowych.

Charakterystyka wtasciwosci biofizycznych i cytotoksycznych dendrymeréow z rutenem
(CRD) pozwolita na wyselekcjonowanie nanoczastek 1 i 2 generacji z grupami pirydynowymi

I imino-pirydynowymi do dalszych etapow badan.
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Wykazano, ze dendrymery CRD tworza kompleksy z siRNA, w ktérych kwasy nie
ulegaja degradacji przez nukleazy. Co wigcej, testowane nanoczastki maja potencjat do
przenoszenia siRNA do komorek nowotworowych. Zdolno$¢ internalizacji kompleksow
tworzonych przez dendrymery z siRNA znakowanym fluoresceing do komorek HL-60
oceniano za pomocg cytometrii przeplywowej oraz mikroskopii konfokalnej. Ze wzgledu na
wysoka toksyczno§¢ dendrymeréw w stosunku do komodrek nowotworowych, nie
zaobserwowano aktywnosci przeciwnowotworowej kompleksu siRNA z dendrymerem
wprowadzonego do komorek biataczki HL-60.

Jednakze przeprowadzone badania pozwolily na wyselekcjonowanie dwoch
dendrymeréw z imino-pirydynowymi grupami terminalnymi, ktore wykazywaty silng
toksyczno$¢ w stosunku do komorek nowotworowych HL-60, bez wplywu na komorki
prawidtowe.

Dlatego w kolejnych etapach badan skupiono si¢ na wyjasnieniu mechanizmu dziatania
wybranych zwigzkéw w stosunku do komoérek HL-60.

Przeprowadzono analizy pozwalajace okresli¢c poziom RFT oraz zmiany potencjalu
mitochondrialnego. Dodatkowo wykonano test kometowy majacy na celu okreslenie ilosci
uszkodzen DNA. Przeprowadzono réwniez szczegoétowa analiz¢ ultrastruktury komorek
HL-60 poddanych dziataniu wybranych dendrymeréw. Dodatkowo, w celu identyfikacji
komorek apoptotycznych 1 nekrotycznych, wykonano test z bromkiem etydyny i oranzem
akrydyny, z wykorzystaniem mikroskopii konfokalnej. Dodatkowo przeanalizowano
aktywnos¢ kaspaz 3i 7.

Z analizy przeprowadzonych badan wynika, ze aktywno$¢ dendrymeru generacji 1 jest
wigksza niz generacji 2. Jednakze nie potwierdzono jednoznacznie mechanizmu $mierci
komoérkowej powodowanej przez testowane zwiazki.

Na podstawie uzyskanych wynikow mozna stwierdzi¢, ze badane dendrymery
nie wykazujac aktywnosci w stosunku do komodrek prawidtowych, w zaleznos$ci od kondycji
komorek nowotworowych, dostepnosci glukozy, a w szczegolnosci ATP, kierujg je na droge
programowanej §mierci jakg moze by¢ zarowno apoptoza, jak i nekroptoza.

Podsumowujac wyniki przeprowadzonych badan mozna wnioskowa¢, ze karbokrzemowe
metallodendrymery zawierajgce ruten mogg by¢ kierowane do dalszych etapow badan in vivo,
w celu sprawdzenia mozliwos$ci ich wykorzystania do przenoszenia kwaséw nukleinowych

w terapii biataczki mieloblastycznej.
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3. Streszczenie w jezyku angielskim

One of the most dangerous types of cancer is leukaemia. Although transplantation still
remains an effective therapy for the treatment of blood cancer, it is extremely risky and can
cause death. Therefore, finding an alternative and safe way to fight this type of cancer still is
a significant problem to solve. Thus, the attention of scientists is focused on the possibilities
of using cationic dendrimers as carriers of nucleic acids and drugs. An additional benefit of
using dendrimers is the possibility to modify their surface groups by attaching to them metals
with anti-cancer properties, such as ruthenium.

In the present work, the biophysical features of carbosilane ruthenium dendrimers were
characterised, their anti-tumour activity was analysed, and the possibility of using dendrimers
as carriers of anti-cancer siRNA to cancer cells was evaluated.

Biophysical and cytotoxic characteristics of dendrimers with ruthenium (CRD) allowed
to select the 1% and 2™ generation of these nanoparticles with pyridine and imino-pyridine
groups for further research.

It was shown that CRD dendrimers formed complexes with siRNAs and protected them
from degradation by nucleases. Moreover, the tested nanoparticles have the potential to
transfer siRNA to tumour cells. The ability of the complexes formed by dendrimers with
fluorescein-labelled siRNA to internalize HL-60 cells was assessed by flow cytometry and
confocal microscopy. Due to the high toxicity of dendrimers towards cancer cells, the anti-
tumour activity of a sSiRNA-dendrimer complex introduced into HL-60 leukemia cells was not
observed.

However, the performed research allowed to select two dendrimers with imino-pyridine
terminal groups that were strongly toxic for tumour (HL-60) cells without affecting normal
cells (PBMC).

Therefore, subsequent steps of research focused on explaining the mechanism of action
of the selected compounds in relation to HL-60 cells. The level of ROS and changes
of mitochondrial potential were analysed. Additionally, to determine the amount of DNA
damage, the comet assay was carried out. A detailed analysis of ultrastructure of HL-60 cells
treated with the selected dendrimers was performed. To identify apoptotic and necrotic cells,
ethidium bromide and acridine orange tests by confocal microscopy were performed.
Moreover, activities of caspases 3 and 7 were evaluated.

The analysis of presented studies shows that the activity of the 1% generation of

dendrimer is greater than that of the 2" generation. On the basis of the obtained results, it can
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be concluded that the tested dendrimers do not affect normal cells, but they can cause
programmed death of HL-60 such as apoptosis and necroptosis, however this effect depends
on the condition of cancer cells, availability of glucose, and especially of ATP.

To sum up the results of the conducted research, it can be concluded that carbosilane
ruthenium dendrimers can be suggested for further in vivo studies to analyse the possibilities
of using them for the transfer of nucleic acids in the treatment of myeloblastic leukaemia.
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