Streszczenie

Hodowle komorkowe sg bardzo waznym narzedziem pozwalajacym na testowanie
roznych substancji, materiatow lub lekéw, a takze na poznawanie biologii komorki
i mechanizmow komorkowych. Najbardziej popularnym modelem hodowli komorkowych sg
hodowle w monowarstwie. czyli hodowle dwuwymiarowe (2D), ktére jednak nie
odzwierciedlajg  w sposéb wystarczajgcy  fizjologicznych  warunkéw  funkcjonowania
komorek. Komorki w hodowlach 2D sa pozbawione interakcji komorka-komorka oraz
komorka-macierz zewnatrzkoméorkowa (ECM). O wiele lepszym modelem sa hodowle
trojwymiarowe (3D), dlatego tez jednym z celéw pracy bylo opracowanie metody hodowli 3D
oraz metod badawczych do oceny wplywu materialow na komorki hodowane w 3D. Ponadto,
badano wplyw dwdch rodzajow dendrymerow karbokrzemowych (CBD-1 oraz CBD-2) oraz
ich komplekséw z pro-apoptotvcznymi siRNA (Mcl-1 oraz Bel-2) na komdérki MCF-7
hodowane zaréwno w 2D jak i w 3D.

Jako metodg pozyskiwania sferoidéw wybrano hodowle na hvdrozelach. Pierwszy etap
badan obejmowal optymalizacj¢ procesu hodowli. Po wykonaniu szeregu badan wstepnych.
ostatecznie wysiewano po 100 000 komorek/zel, a hodowle, przed podaniem badanych
zwigzkdw, prowadzono przez 7 dni.

W celu sprawdzenia, czy tworzg si¢ kompleksy pomigdzy badanymi dendrymerami
i siRNA wyvkonano pomiary potencjalu zeta, dichroizmu kolowego, fluorescencyjne
z bromkiem etydyny oraz przeprowadzono elektroforeze kompleksow w zelu agarozowym
(CBD-2/siRNA). Kazdy z przeprowadzonych testow potwierdzil tworzenie si¢ kompleksow
dendrymer/siRNA. Ponadto, badanie elektroforetyczne potwierdzily ochronny wptyw
dendrymerow przed degradacja siRNA przez RNaze.

Kolejnym etapem badan byla ocena wplywu dendrymerow lub dendrypleksow na
komadrki MCF-7 hodowane w 2D. Przeprowadzono testy XTT oraz live-dead (analiza
cytometryezna). ktore wykazaly, ze stosowane dendrymery wplywaja na zywotnosé komorek.
przy czym im wyzsze stezenie dendrymeru tym nizsza zywotno$¢. Przylaczenie siRNA
zwigkszalo efekt cytotoksyezny. Bardziej toksyczny okazat sige dendrymer CBD-1.

Okreslono rowniez transport dendrypleksow do komoérek. Do tego celu wykorzystano
mikroskop konfokalny (analiza jakosciowa) oraz mikroskop automatyczny INCell Analyzer
2000 wraz z analiza HCA (analiza ilosciowa). Analizy mikroskopowe wykazaly, ze zardwno

CBD-1 jak i CBD-2 transportuja siRNA do komorek.



Nastepnie  wykonano analizy cytometryvezne (test live-dead) okreslajace  wplyw
dendrvmerow i dendrypleksow na komorki hodowane w 3D. Pomiary wykonywano po 24 lub
48 godzinach inkubacji z wybranymi prébkami oraz po podaniu trzech dawek badanych
zwigzkow. W przypadku hodowli 3D bardziej toksyczny okazal si¢ dendrymer CBD-2.
Najlepsze wyniki z punktu widzenia zastosowania dendrymerow jako nosnikow siRNA
wterapii  genowej otrzvmano po  podaniu  trzech dawek CBD-1 w  kompleksach
z siRNA.

Analiza jakosciowa za pomocg mikroskopu konfokalnego oraz ilosciowa za pomoca
cytometru przeptywowego potwierdzily transport dendrypleksow do komdrek hodowanych
w 3D. ale byt on mniej efektywny, niz w przypadku komoérek hodowanych

W monowarstwie.
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