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Work Flow

TOXICITY

APPLICATION DENDRIMERS AS DRUG
ON XENOGRAFTS DELIVERY SYSTEM

CHARACTERIZATION AND SYNTHESIS
OF DENDRIMERS™
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1. Charakterizace a syntéza nanocastic

2. Testy toxicity in vivo (FET)

— Vybér vhodného DDM pro cilenou dopravu léCiv

3. In vitro testy toxicity na 3D kulturach vyhodnocenych pomoci
produkce ATP — srovnani s vysledky in vivo (3R)

4. Kultivace lidskych nadorovych bunék v rybim modelu a aplikace
DDM konjugovanych s molekulami s terapeutickym potencialem
(cytostatika, siRNA)
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Emryonalni vyvoj dania
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Schéma embryonalniho vyvoje dania. Obrazek reprezentuje
vyvojova stadia modelového organismu od 0,2 hpf do 72h.
Testy toxicity zac€inaji 2hpf (64-cell stage) a probihaji do 96hpf.
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Kimmel C., Ballard W., Kimmel S., Ullman B.,
Schilling, T. F. (1995): Stages of Embryonic
Development of the Zebrafish, Dev Dyn, 203, s.

255-310.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Schilling%20TF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8589427

Dendrimery

» Slibny DDS, ale co biokompatibilita?
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Usporadani FET testu v 96-jamkové desticce

A Negativni kontrola (E3 medium)
B-G Koncentrac¢ni fada testované latky
H Pozitivni kontrola (3,4-dichloranilin)




Fish Embryo Acute Toxicity Test
(FET)

Flgure 1 Indicators of lathality recordad In Fish Ebryo Test (FET), all Images wera taken In 72hpf In white light.
Intact and dechorionated embryos were recorded.

1] Negative control - normally developed embryo with somites formation, tail 4) Oedema of yolk sac

detechment. no signs of malformation, heart cedema or coagulation )
5] Coagulation

Z) Heart oed
eart oedema &) Retardation

3] Malformation



Vysledky testu toxicity
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Graf znazornujici mortalitou v % pfi expozici 96 hodin. Roztok testovanych latek byl pfipraven v médiu E3. Mortalita byla

av v s

dendrimer 43 (PMe,), i pfi koncentracich 0,001uM a 1uM. Koncentrace 10 - 100uM neni pouzitelna u Zzadného dendrimeru.



Nizka toxicita DDM 43 (PMe.)

LD50=6,26 uM (R2=0.99) 48hpe
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Graf znazornujici mortalitu v % (osa y) u embryi kultivovanych v riznych Procentualni zastoupenio end-pointt dendrirrjeru 43, Vyspké
koncentrace (1-100pM) zplUsobovaly koagulaci. VSechny end-pointy

koncentracich (osa x) dendrimeru 43 v €ase. )
(koagulace, otok srdce, malformace a retardace) byly posuzovany
jako letalni znak.



Vysoka toxicita DDM 40 (Nme),

LD50=0.91 uM (R2=0.97) 48hpe
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Graf znazornujici mortalitu v % (osa y) u embryi kultivovanych v
riznych koncentracich (osa x) dendrimeru 40 v ¢ase..
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Procentualni zastoupeni end-pointi dendrimeru 40 (NMe,).
Vysoké koncentrace (1-100uM) zpusobovaly koagulaci. V8echny
end-pointy (koagulace, otok srdce, malformace a retardace) byly
posuzovany jako letalni znak.



Strategie 3R

Replacement, Reduction, Refinement

3D bunéecné kultury — sféroidy




2D kultury vs 3D kultury

Morphology of monolayer Morphology of multi-cellular
cultured cells spheroid on NCP

https://images.app.goo.gl/GT8jquKJR8pEputo8



3D kultury - sferoidy

Sféroid linie MCF-7 inkubovan v médiu bez dendrimerl po dobu 120 hodin

Komercéni 3D Petri Dish®




Produkce ATP

« ATP jako marker
viability sféroidu

120N
 Luminescence

e CellTiter-Glo®

https://www.wikiwand.com/en/Adenosine_triphosphate



Vysledky testu toxicity

All DDMs in 96 hours

1,2
1,0 1
—&— DDM 64
O— DDM 66
S 0,8 A —w— DDM 40
"'S H— DDM 61
5 —i— DDM 43
S 06 - —O— DDM 49
O
o
-
< 04
0,2 -
0:0 T T T T T O
0 uM 0,05 uM 0,1 uM 0,5uM 1 uM 5uM 10 uM
Concentration

Graf znazornujici produkci ATP béhem kultivace ve vSech typech dendrimeri po dobu 96 hodin. Produkce ATP byla sledovana
kazdych 24 hodin pomoci luminometru GloMax po dobu 96 hodin. Fosfoniovy dendrimer 43 (PMe,) se ukazal jako vhodny kandidat pro

cilenou dopravu léCiv vzhledem k jeho nizkeé toxicité. Nejvyssi hodnoty toxicity vykazoval amoniovy dendrimer DDM 40 (NMe),.



Vysledky testu toxicity

Oh 24h 48h

Zmény v kompaktnosti sféroidti béhem testu toxicity. Sféroidy byly kultivovany v 10uM roztocich a
pozorovany invertovanym mikroskopem po dobu 120 hodin. (A) buné&cna kultura MCF-7 bez pfidaného
dendrimeru (negativni kontrola); (B) DDM PMe, (43); (C) DDM NMe, (40).



Nizka toxicita DDM 43 (PMe.)

EC50=4,43 uM
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Graf produkce ATP béhem kultivace v dendrimeru 43 (PMe,) v koncentracni Skale od 0,05 do 10uM pozorovanych po
dobu 96h. Navzdory vysoké koncentraci dendrimer 43 vykazuje velmi nizkou hladinu toxicity.



Viysoka toxicita DDM 40 (NMe),

EC50=2,29 uM
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Graf produkce ATP sféroidi kultivovanych v dendrimeru 40 (NMe,) v koncentra¢ni Skale od 0,05 do 10uM
pozorovanych po dobu 96h. Sledovany dendrimer byl i v nizkych koncentracich vysoce toxicky.



Srovnani vysledku in vitro a in vivo

In vivo toxicity In vitro toxicity
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In vivo toxicity 1

Korelace dle Pearsona.

Vysledky ukazuji silné pozitivni _ .
korelaci. Hodnoty P-Value jsou In vitro toxicity 0,9656 1
0.001755 pri p <0.05.



Zaver
 Amoniove dendrimery nejsou bez dalsich uprav

vhodné pro biologickeé aplikace vzhledem k
jejich vysoke toxicite

* Pro dalsi ucely ve vyvoji systemu cilené
dopravy leCiv se budeme soustredit na
fosfoniovy dendrimer s PMe, periferni skupinou

» Vysledky testu toxicity in vivo a in vitro modelu
jsou srovnatelné a vykazuji silne pozitivni
korelaci s hodnotou 0,9656.
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