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I. INTRODUCERE

Leucemia Mieloidd Acuta (AML) cuprinde un grup eterogen de afectiuni
hematologice maligne caracterizate prin proliferarea rapidd a precursorilor mieloizi
anormali, metastaze, rezistenta ridicatd la chimioterapie si radioterapie si rate scazute de
supravietuire pe termen lung (Fan et al., 2023). La aceste proprietati periculoase se adauga
faptul ca celulele AML pot evita stresul terapeutic prin rezidenta In nisa maduvei osoase,
ceea ce contribuie la rezistenta la mai multe medicamente si creste riscul de recidiva la
pacienti (Wittwer et al., 2017). Prin urmare, AML raméane o boala care pune viata in pericol
si care necesita strategii terapeutice noi si eficiente. Aceastd teza de doctorat este compusa
din doua parti principale. PARTEA 1 prezintd contextul stiintific si descoperirile recente
care au stat la baza si au justificat studiul experimental descris in PARTEA 11, care

reprezintd contributiile personale ale autorului tezei.

Ipoteza

Ipoteza acestei teze de doctorat este: Un construct recombinat, Affibody Anti-B7-
H3-Magainin-2, proiectat prin design rational, poate fi produs dintr-un sistem de expresie
procariotic si provoacd necroza, apoptoza si inhibarea proliferarii in celule reprezentative

pentru leucemia mieloida acuta.

Obiective

Acest studiu are urmatoarele obiective:

e Proiectarea proteinei citotoxice Aff-MAG2 care tinteste B7-H3

e Expresiain E. coli, purificarea proteinei recombinate proiectate si validarea secventei de
aminoacizi a conjugatului purificat

e Evaluarea stabilitatii constructului obtinut

e Determinarea ICso a Aff-MAG2 impotriva unor celule reprezentative pentru AML

e Evaluarea efectelor necrotice si apoptotice ale Aff-MAG?2 asupra celulelor model pentru

AML

e Efectele conjugatului citotoxic asupra proliferarii celulelor reprezentative pentru AML
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II. PARTEA 1. ASPECTE TEORETICE

1. CD276 (B7-H3)

B7-H3 ca Potential Biomarker in Leucemia Mieloida Acuta

Desi ARNm-ul B7-H3 este exprimat aproape omniprezent in celulele umane adulte
normale, datoritd unei reglari stricte post-transcriptionale si post-translationale, proteina este
aproape inexistenta in organismul adult sanatos (Guo et al., 2025). In schimb, asa cum s-a
mentionat anterior, B7-H3 este exprimat in cantitati mari in celulele canceroase de diferite
origini, inclusiv in celulele AML. Cu toate acestea, un aspect mult mai important este faptul
ca supraexpresia B7-H3 la pacientii cu AML coreleazd cu o scadere semnificativa a
supravietuirii globale in timp, asa cum se observa in datele din baza de date The Cancer
Genome Atlas (TCGA) analizate in acest studiu (Figura 1). Avand in vedere toate aceste
date despre importanta cruciald a supraexpresiei B7-H3 specifica celulelor AML, B7-H3 este
un potential biomarker puternic pentru diagnosticarea si raspunsul la tratament in AML.
Importanta B7-H3 in AML a fost recunoscuta si in studii anterioare (Fan et al., 2023; Tan &
Zhao, 2024). Din aceste motive, autorul considera ca B7-H3 reprezintd o tintd excelenta
pentru terapia personalizatd directionatd in AML, fard efecte secundare grave. Aceastd
afirmatie este sustinuta in continuare de o multitudine de studii preclinice privind AML, care
au utilizat diferite strategii pentru a viza B7-H3 cu rate ridicate de succes (Stefanczyk et al.,
2024; Tyagi et al., 2022; Zhang et al., 2020), precum si de studiile clinice promitatoare in
curs de desfasurare in acelasi context (Guo et al., 2025). Prin urmare, autorul a ales B7-H3

in AML ca tinta terapeutica pentru aceastd teza de doctorat.
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Figura 1. Probabilitatea de supravietuire globald Kaplan-Meier pentru pacientii cu AML, pe
parcursul a aproximativ 8 ani de la diagnostic. Comparatie intre supravietuirea pacientilor
cu expresie geneticd scdzutd a B7-H3 (CD276) si cea a pacientilor cu expresie genetica
ridicatd a B7-H3, analizatd la nivel de ARNm prin secventierea ARN-ului din probe clinice
din baza de date TCGA. Testul log-rank a fost utilizat pentru a determina semnificatia

statistica. p<0.05 este considerat statistic semnificativ.

2. VEHICULE MOLECULARE MICI DIRECTIONATE iMPOTRIVA
BIOMARKERILOR CANCERULUI

Affibodies Anti-B7-H3

Pentru aceasta teza de doctorat, a fost utilizatd secventa de aminoacizi a moleculei
affibody SYNT-179, extrem de promitatoare, care a fost maturizata, caracterizatd in detaliu
si validata de Oroujeni et al. in 2023. Folosind o metodologie cuprinzatoare, ei au demonstrat
specificitatea ridicatd a acestui affibody fata de B7-H3 in vitro (marcare radioactiva) si in
vivo (soareci cu xenotransplant de cancer ovarian vizualizati cu nanoSPECT/CT) si o
afinitate excelenta a Kp; =0.028 = 0.001 nM pentru epitopul cel mai rar al B7-H3 si Kp2 =

8.2 = 0.5 nM pentru epitopul cel mai abundent, masurat cu LigandTracer (Oroujeni et al.,



2023). Aceasta metodologie mai robustd si determinarile LigandTracer releva faptul ca
SYNT-179 este cu mult superior fatd de molecula sa parinte, AC12, care, conform acestor
masuratori mai precise, are un Kp, de numai 68.8 + 7.4 nM. Acelasi grup a demonstrat din
nou in 2025, pe modele de soareci cu xenotransplant de cancer ovarian uman, cd SYNT-179
este un candidat formidabil pentru diagnosticarea imagistica a cancerelor care exprima B7-
H3 (Tolmachev et al., 2025). Luate impreuna, aceste date fac din SYNT-179 cel mai bun
affibody anti-B7-H3 de pana acum si candidatul perfect pentru studiul present, al unui nou

potential tratament pentru AML B7-H3-pozitiva.

3. PEPTIDE CITOTOXICE IMPOTRIVA CANCERULUI

Magainin-2 ca Agent Anti-Tumoral Specific

Magainin-2 (MAG2) este o peptida cationica simpla, cu 23 de aminoacizi, care nu
prezintd modificari post-translationale si adoptd structura 3D a unui alfa-helix (Zasloff,
1987). Aceasta structurd simpla 1i conferd avantaje importante, precum stabilitatea si
solubilitatea ridicatd, dar cel mai important este faptul ca permite exprimarea si producerea
sa 1n bacterii Tn mod rapid si ieftin. De fapt, Ramos et al. (2013) au reusit sa produca MAG2
in E. coli si au demonstrat ca este solubil si functional. Existd anumite tehnici care permit
exprimarea procariotd a acestei peptide membranolitice, care au fost utilizate si in prezentul

studiu, dar acestea sunt descrise mai tarziu, in sectiunea DISCUTII.

Pe langd efectele sale letale asupra unei game largi de bacterii si chiar ciuperci si
protozoare (Zasloff, 1987), MAG2 a demonstrat o activitate puternica Tmpotriva celulelor
canceroase provenite din multe tipuri diferite de tumori maligne (Cruciani et al., 1991;
Ohsaki et al., 1992). De exemplu, MAG2 a fost eficient in uciderea selectiva a celulelor
reprezentative ale cancerului de vezica urinarda uman in vitro, provocand necroza si scaderea
proliferarii celulare (Lehmann et al., 2006). Mai mult, experimentele in vivo pe soareci cu
tumori ascite xenotransplantate din diverse linii celulare canceroase umane, inclusiv unele
reprezentative pentru leucemie, au ardtat o inhibare semnificativa a celulelor maligne si o
duratd medie de supravietuire cu 50% mai lungd a soarecilor tratati (Baker et al., 1993).
Aceste puternice efecte antitumorale demonstrate anterior, atat in vitro, céat si in vivo,

impreund cu proprietatile fizico-chimice favorabile ale MAG?2, il fac alegerea perfectd ca



incarcatura terapeuticd a constructului dezvoltat in aceastd teza de doctorat. Luand in
considerare toate informatiile prezentate in aceastd primd parte a lucrdrii, constructul
recombinat citotoxic, care a fost utilizat in partea experimentald, a fost compus din Affibody
Anti-B7-H3 SYNT-179 fuzionat genetic cu Magainin-2, ceea ce a dus la constructul Aff-
MAG2.

Initial, studiile de simulare si microscopie electronica au condus la ideea ca MAG2
ucide celulele prin formarea de pori mari in membrana lor plasmatica in modelul toroidal
(Lehmann et al., 2006; Matsuzaki, 1998). Cu toate acestea, abia recent, Pandidan si Mechler
(2025) au demonstrat intr-un experiment fascinant de microscopie de fortd atomica (AFM)
ca destabilizarea membranei cauzatd de MAG2 este un proces gradual, in mai multe etape,
in care porii au o durata de viata scurtd, facand loc, cu concentratii mai mari de MAG2, unei
structuri ondulate mai destabilizate sistemic, pe care au numit-o ,,corduroy”. Prin urmare,
aceastd descoperire recenta a fost integratd in mecanismul de actiune ipotetic al Aff-MAG2

prezentat in Figura 2.
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Figura 2. Mecanismul de actiune propus pentru constructul citotoxic Aff-MAG2 dezvoltat
in cadrul acestei lucrari. 1 - Legarea Aff-MAG2 de B7-H3 exprimat pe suprafata celulelor
AML, 2 - Patrunderea membranei celulare de catre Magainin-2 dupa legarea B7-H3 de
Affibody si formarea ulterioard a porilor tranzitorii, 3 - Etapa ireversibild de destabilizare a
membranei celulare dupa echilibrarea Magainin-2 pe ambele foliole si formarea structurilor
,corduroy”, 4 - Necroza celulelor AML. Creat in https://BioRender.com de Andrei-Mihai

Vasilescu.



Aftibody este directionat catre si se leaga de B7-H3 situat pe suprafata celulelor AML
prin afinitatea sa puternica fatd de tintd si aduce in mod eficient peptida toxica MAG2 1n
proximitatea membranei celulare. Aici, toxina patrunde in folia exterioard a membranei
plasmatice si, printr-un efect cumulativ creat de multiple molecule MAG2, se formeaza
numerosi pori tranzitorii in membrand, urmati de inserarea moleculelor de peptida in folia
interioard, crescand destabilizarea si formand in cele din urma structuri ,,corduroy”, o stare
criticd, nesustenabild. Acest lucru duce la moartea celulelor AML prin necroza. In concluzie,
se presupune cd acest conjugat Affibody-medicament dezvoltat ucide celulele leucemiei

mieloide acute B7-H3" prin liza membranei plasmatice intr-un mod specific si tintit.



PARTEA II. SECTIUNE EXPERIMENTALA

1. MATERIALE SI METODE

Un vector plasmidial de expresie pET-19b a fost comandat de la GenScript cu
secventa ADN a constructului 6xHis-SUMO-Aff-MAG?2 inseratd intre doud situsuri de
restrictie unice. Ca linie celulara reprezentativa pentru AML, s-au utilizat THP-1 (monocite
de leucemie monocitara acutd) din stocurile congelate ale institutului nostru si celule RAJI
(limfocite B de limfom Burkitt) (,,ATCC: The Global Bioresource Center”, 2025), drept
control negativ. Au fost utilizate teste functionale bazate pe celule ale compusului, care au
cuprins testul MTS pentru inhibarea viabilitatii celulare, citometria in flux pentru necroza si
apoptoza si Western blot pentru nivelurile de expresie ale markerilor de apoptoza si
proliferare.

Curbele de supravietuire globala Kaplan-Meier au fost reprezentate grafic in
platforma UCSC Xena, utilizand date clinice de expresie RNA-Seq B7-H3 din baza de date
GDC TCGA Acute Myeloid Leukemia. Limita de urmarire a fost de aproximativ 8 ani.
Pentru a determina semnificatia statistica a curbelor de supravietuire, s-a utilizat testul log-
rank (Goldman et al., 2020). Figura 2 a fost creatd in https://BioRender.com (“Scientific
Image and Illustration Software | BioRender”, 2025). Toate experimentele au fost efectuate
independent de cel putin doua ori si au fost utilizate cel putin doua replici biologice. in plus,
au fost utilizate trei replici tehnice acolo unde a fost necesar. Curbele inhibitoare doza-
raspuns au fost ajustate si reprezentate grafic, iar ICso al Aff-MAG2 a fost calculat in
GraphPad Prism v9.3.0 (Dotmatics). Pentru a determina semnificatia statistica, s-a utilizat
un test # unpaired one-tailed, efectuat in GraphPad Prism v9.3.0. Pentru toate testele statistice
utilizate, p>0.05 a fost considerat nesemnificativ, in timp ce p<0.05 a fost considerat

semnificativ din punct de vedere statistic.

10



2. REZULTATE

Design-ul unui Nou Affibody Recombinat care Tinteste B7-H3 Fuzionat cu

Magainin-2

In primul rand, secventa de aminoacizi a constructului de fuziune a fost proiectati in
conformitate cu liniile directoare stabilite pentru proiectarea rationald a proteinelor
recombinate (Chen et al., 2013; Li, 2011; Zorko & Jerala, 2010). Proiectarea si strategia
terapeutica a compusului s-au bazat, de asemenea, pe un studiu anterior la care a participat
autorul tezei (Varadi et al., 2023). Asa cum este descris in publicatia recenta a autorului tezei
(Vasilescu et al., 2025), affibody SYNT-179 a fost utilizat in construct, urmat de un triplu
linker GGGGS s1 secventa toxinei Magainin-2 (MAG2) la capatul C-terminal. Pentru
purificarea prin afinitate, s-a addugat un tag 6xHis la capatul N-terminal, urmat de un tag
Small Ubiquitin-related MOdifier (SUMO) (SMT3 din S. cerevisiae) pentru separarea tag-
urilor de AffDC final dupa purificare (Figura 3A). Secventa de aminoacizi a affibody
(SYNT-179), de la N-terminus la C-terminus, este:
AEAKFAKEKINALGEIIWLPNLTYDQIKAFIAKLNDDPSQSSELLSEAKKLSES
Q, in timp ce pentru MAG2 este: GIGKFLHSAKKFGKAFVGEIMNS. Linkerul GGGGS
a fost selectat datorita stabilitatii, flexibilitatii si rezistentei sale dovedite la proteoliza. Tripla
sa repetitie asigura o lungime suficienta pentru a preveni obstructia stericd si pentru a permite
separarea spatiala adecvata a domeniilor functionale (Chen et al., 2013). Tag-ul SUMO joaca
mai multe roluri esentiale in proiectare. In primul rind, permite clivajul firi a lisa
aminoacizi reziduali, deoarece proteaza SUMO Ulpl (S. cerevisiae) recunoaste in mod
specific structura tertiard a domeniului SUMO si cliveaza precis la capatul C-terminal,
pastrand capdtul N-terminal nativ al proteinei tintd (Li, 2011). Acest lucru este deosebit de
important pentru moleculele utilizate pentru tintirea biomarkerilor, cum ar fi affibody. In al
doilea rand, se presupune ca eticheta SUMO protejeazd impotriva degradarii proteazei si
atenueazd activitatea antibacterianda a Magainin-2, care altfel ar putea compromite
viabilitatea bacteriand in timpul expresiei. Acest efect de protectie ar putea fi datorat
interactiunilor electrostatice dintre tag-ul SUMO incarcat negativ si Magainin-2 incarcata
pozitiv la pH fiziologic (Bommarius et al., 2010). Acest aspect va fi discutat mai tarziu. In
cele din urma, affibody, linkerul, peptida toxica si tag-ul SUMO sunt toate foarte solubile in

apa, facilitind recuperarea usoard a constructului exprimat In supernatantul lizatului
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bacterian cu randamente ridicate (Chen et al., 2013; Li, 2011; Tolmachev et al., 2025;
Zasloff, 1987).

Structura Aff-MAG?2 a fost modelata in AlphaFold3 Server (Abramson et al., 2024),
iar structurile alfa-helix stabile ale affibody anti-B7-H3 si MAG?2 pot fi vazute in Figura
3B, prevazute cu un grad ridicat de incredere. De asemenea, in acest model teoretic prevazut,
pare sa existe o interactiune intre affibody si peptida toxicd. Implicatiile acestei posibile
interactiuni sunt discutate mai tarziu in aceasta lucrare. Alte proprietati fizico-chimice ale
constructului necesare pentru optimizarea procedurii de purificare si a experimentelor
ulterioare au fost calculate utilizdnd ProtParam de la Expasy (pl, greutate moleculara,
situsuri de clivaj proteazic) (Gasteiger et al., 2005) si SCRATCH Protein Predictor (SOLpro
- solubilitate la supraexpresie in E. coli) (Cheng et al., 2005).

(A)
H S Linker
N-term w aB7-H3 I—l MAG2 | C-term
(B)

Very high (pIDDT > 20)

Confident 190 » pIDOT » 70}

Low (70 5 pIDDT »50)

Vary low (pITIDT < &)

Figura 3. Proiectarea proteinei de fuziune recombinate. (A) Schema conjugatului proteic
recombinat 6xHis-SUMO-Aff-MAG2. H — tag 6xHis, S — tag SUMO, aB7-H3 — affibody
anti-B7-H3, MAG2 - Magainin-2. (B) Model structural AlphaFold 3 al compusului
recombinant final. IntAmplitor, capatul N-terminal si capatul C-terminal sunt regiunile
galbene de la capatul a doua alfa-helixuri. Proteina este cel mai probabil ordonata in 3 alfa-

helixuri care se succed, cuprinzand affibody, urmaté de regiunea de legatura dezordonata si
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cu alfa-helixul Magainin-2 la capét. pIDDT - testul de diferentd de distantd locald prezisa,
utilizat de AlphaFold pentru a masura gradul de incredere al predictiei modelului. Aceasta
figurd este adaptatd din (Vasilescu et al., 2025), utilizatd in baza licentei CC BY 4.0

(https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/).

Aff-MAG?2 a fost Exprimat si Purificat din E. coli cu randamente mari

Datorita design-ului rational eficient al constructului, proteina recombinata a fost
exprimatd cu succes in E. coli utilizand o rata de expresie mai lentd la 18 °C, pentru o pliere
optima a proteinei, in vectorul pET-19b descris si cu majoritatea produsului in forma solubila
(Figura 4A, coloana 5). Ulterior, utilizand cromatografia de afinitate cu metale imobilizate
(IMAC), s-au obtinut fractiuni relativ pure ale proteinei (Figura 4B, coloanele 6-15) si, dupa
cum se poate observa in Figura 4B, coloana 4 (fluxul coloanei), legarea la coloana Ni-
Sepharose a fost foarte eficientd. Dupa dializa, fractiunile proteice combinate au fost supuse
ultimei etape de purificare. Proteaza SUMO a fost utilizatd pentru a scinda tag-urile, iar apoi
compusul final Aff-MAG?2 fara tag-uri a fost separat in supernatantul utilizand rasind Ni-
Agarose. Dupd cum se poate observa in Figura 4C, existd dovezi clare cd atat scindarea tag-
urilor, cat si legarea rasinii au fost foarte eficiente. Mai mult, aceasta ultima etapa de separare
a purificat si mai mult proteina, dupa cum se poate observa in coloana 3, unde rdman doar
benzile finale ale constructului, in comparatie cu coloana 1, unde impuritatile sunt evidente,
si cu coloana 2, unde multe dintre aceste proteine impurificatoare sunt legate de rasina. Cu
toate acestea, in procesul de purificare s-a produs o anumitd degradare. Astfel, proteina
citotoxica finald cu o puritate >95% este reprezentatd de cele doud benzi clare din
supernatant (Figura 4C, coloana 3). Aproape toate proteinele impurificatoare au fost legate
de rasina sau precipitate (coloana 2). Randamentul final de Aff-MAG2 cu puritate >95%
obtinut a fost de ~12 mg/L de cultura bacteriand, un randament foarte promitator, avand in
vedere faptul ca proteina fara tag-uri rezultata are o greutate moleculara de 2.4 ori mai mica
decat constructul complet exprimat (Vasilescu et al., 2025). Pentru clarificare, randamentul
raportat a fost calculat determinand mai intai concentratia proteinei Aff-MAG?2 purificate in
eluat, utilizand testul Pierce 660. Aceastd concentratie a fost inmultita cu volumul total de
eluare pentru a obtine cantitatea totald de proteind in miligrame. Randamentul final a fost
apoi calculat prin impartirea acestei cantitati la volumul initial al culturii de E. coli (in litri).

Astfel, s-a obtinut Aff-MAG2 pur pentru experimentele celulare din aval. Secventa sa de
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aminoacizi a fost apoi validatd prin nanoLC-MS/MS, iar degradarea observata a fost

investigata In continuare.
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Figura 4. Expresia si purificarea AffDC recombinat. (A) Expresia si solubilitatea 6xHis-
SUMO-Aff-MAG?2. 1 - cultura bacteriana neindusa, 2 - cultura indusa, 3 - marker de greutate
moleculard, 4 - fractie insolubild din bacterii induse lizate, 5 - fractie solubild din bacterii
induse lizate. Sageata neagra indica proteina de fuziune recombinata. (B) Purificarea 6xHis-
SUMO-Aff-MAG?2. 1 - culturd indusd, 2 - fractie insolubilad din lizat, 3 - supernatant din
lizat, 4 - fluxul coloanei de purificare, 5 - marker de greutate moleculara, 6-15 - fractii eluate
in intervalul 35-67, asa cum se vede pe cromatograma. Sdgeata neagrad indicd constructul
recombinat. (C) Clivajul si separarea tag-ului proteinei recombinate. 1 - reactie de control

negativ - construct recombinat purificat fard Ulpl, 2 - proteina legata de rdsina, 3 -
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supernatant cu proteinad nelegata, 4 - marker de greutate moleculara. Sageata neagra indica
Aff-MAG?2 fara tag-uri. Aceasta figura este preluata din (Vasilescu et al., 2025), utilizata in
baza licentei CC BY 4.0 (https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/).

Evaluarea Stabilitatii Aff-MAG?2 si a potentialelor situsuri de Degradare

Dupa purificarea proteinei recombinate, s-a observat o anumitd degradare, evidenta
in Figura 4C. Cauza acestui fenomen si locatia clivajului Aff-MAG?2 nu erau clare. Pentru
a determina daca constructul s-a degradat in timp, s-a utilizat un test de stabilitate in conditii
fiziologice simulate. S-a efectuat o analiza densitometrica a benzii pe imaginea SDS-PAGE
prezentatd in Figura 5, iar conversia cuantificatd a benzii superioare In banda inferioara
demonstreaza cd Aff-MAG2 are un timp de Tnjumatatire de ~24 de ore In mediu de cultura
celulara suplimentat cu ser la 37 °C (coloana 3, conversie de 50%). Acest rezultat sustine
stabilitatea sa in conditii fiziologice simulate si indica faptul ca degradarea observata anterior

a fost probabil un eveniment unic, care a avut loc in timpul procedurii de purificare.

Prin urmare, ipoteza care a aparut a fost cd, deoarece affibody si linkerul sunt
cunoscute ca fiind foarte stabile, proteina a fost cel mai probabil scindata in regiunea MAG2
in timpul purificarii. Avand in vedere distanta de migrare in gel intre cele doua benzi rezultate
(~2 kDa), s-ar parea ca MAG2 a fost scindatd chiar la capatul sdu N-terminal. NanoLC-

MS/MS a fost utilizat pentru a confirma aceasta ipoteza.

1 2 3

(kDa)

15
10 <« Aff-MAG2
“— Degraded
Aff-MAG2

Figura 5. SDS-PAGE pentru stabilitatea Aff-MAG2 in timp la 37 °C. Aff-MAG?2 purificat
redizolvat in mediul de cultura celulara descris anterior cu FBS adaugat a fost incubat timp
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de 24 de ore la 37 °C. 1 — stoc purificat Aff-MAG?2, 2 — marker de greutate moleculara, 3 —
Aft-MAG?2 in mediu suplimentat cu ser dupa incubare. Sagetile indicd Aff-MAG?2 intreg si,
respectiv, Aff-MAG2 degradat. Aceasta figura este preluatd din (Vasilescu et al., 2025),
utilizatad n baza licentei CC BY 4.0 (https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/).

Efect Inhibitor Prezentat de Aff-MAG?2 in celule de Leucemie Mieloida Acuta

Dupa ce compusul recombinant a fost purificat, validat si i s-a caracterizat
stabilitatea, urmatorul pas a fost sa se testeze daca acesta poate inhiba viabilitatea celulelor
AML intr-un mod specific si directionat, avand in vedere partea sa affibody cu afinitate
ridicata pentru B7-H3. Linia celularda THP-1 a fost aleasd ca model clasic pentru AML. In
acest scop, atat celulele THP-1, cat si cele RAJI au fost tratate cu o dilutie in serie de Aff-
MAG?2, compusa din urmatoarele concentratii finale: 1.56 uM, 3.12 uM, 6.25 uM, 12.5 uM,
25 uM, 50 uM si 100 uM, respectiv. Toate tratamentele au fost efectuate timp de 6 ore, in
triplicat tehnic, urmate de testul MTS. Celulele RAJI au reprezentat controlul negativ pentru
specificitatea produsului citotoxic. Controalele negative tehnice pentru test au constat din
celule din ambele linii incubate numai cu mediul de crestere complet, fard antibiotice
adaugate (celule netratate). Deoarece mecanismul de actiune ipotetic al conjugatului testat
este permeabilizarea membranei celulare, conducand in cele din urma la formarea de pori,
controlul pozitiv tehnic utilizat pentru test a fost un tratament de 15 minute cu Triton X-100

0.02%.

Asa cum se aratd in Figura 6A, Aff-MAG?2 a inhibat viabilitatea celulelor THP-1
intr-o maniera dependenti de doza. In schimb, viabilitatea celulelor RAJI a rimas neafectati
la toate concentratiile testate. De exemplu, diferenta dintre procentul mediu de viabilitate
intre tratamentele cu 25 uM si 50 uM 1in celulele RAJI nu a fost semnificativa din punct de
vedere statistic (»>0.05; Figura 6B). In contrast, Triton X-100 nespecific a provocat o
inhibare puternica a celulelor RAJI ca agent general de permeabilizare, chiar si in comparatie
cu tratamentul cu 100 uM Aff-MAG2 (p<0.001, Figura 6B), intarind ipoteza ca efectul
compusului dezvoltat este specific celulelor B7-H3". Diferenta de inhibare intre celulele
RAIJI si THP-1 a fost semnificativa din punct de vedere statistic la 25 uM (p<0.01) si foarte
semnificativd la 50 uM si 100 uM (p<0.001), asa cum se arata in Figura 6B. Concentratia
inhibitorie maxima calculata (ICso) a Aff-MAG?2 impotriva celulelor THP-1 (B7-H3") este
de 26.35 uM, in timp ce pentru celulele RAJI (B7-H3"), ICso este >100 uM, o diferenta de 3
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ori sau mai mare. In concluzie, aceste date sugereaza cu tarie ca Aff-MAG?2 are un efect

inhibitor puternic si foarte specific impotriva celulelor AML care exprima B7-H3.
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Figura 6. Testul MTS al celulelor AML tratate cu Aff-MAG2. Celulele THP-1 (B7-H3") si
RAJI (B7-H3) au fost tratate cu diferite concentratii de Aff-MAG?2 timp de 6 ore. (A) Curbe
de raspuns la doza inhibitoare. Punctele de pe ambele curbe reprezintd, in ordine de la stanga
la dreapta, procentul mediu de viabilitate celulara, normalizat la celulele netratate, la
urmatoarele concentratii ale compusului AffDC: 0 uM, 1.56 uM, 3.12 uM, 6.25 uM, 12.5
uM, 25 uM, 50 uM si 100 uM, respectiv. (B) Analiza comparativa pereche a datelor testului
MTS intre procentul mediu de viabilitate al celulelor RAJI si THP-1, respectiv, normalizat
la celulele netratate, pentru tratamentul cu 25 pM, 50 uM si 100 uM de Aft-MAG?2,

respectiv. Triton X-100 0.02% - control pozitiv pentru permeabilizarea membranei. Barele
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de eroare reprezinta £SD, n=3 (replici tehnice) dintr-un experiment reprezentativ. Test ¢
unpaired one-tailed, ns p>0.05, ** p<0.01, *** p<0.001. Aceastd figura este adaptata din
(Vasilescu et al., 2025), |utilizatd 1n baza licentei CC BY 4.0

(https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/).

Aff-MAG2 Cauzeaza Necroza si Apoptoza intense in celule AML

Pe baza rezultatelor incurajatoare ale testului MTS, autorul s-a aventurat sa
investigheze efectele specifice ale compusului citotoxic asupra functiei celulare prin
citometrie in flux. In primul rand, liniile celulare au fost evaluate pentru expresia de suprafata
a markerului B7-H3. Figura 7, panourile A, B si C, prezinta strategia de selectare utilizata
pentru analiza expresiei B7-H3 in THP-1, ca exemplu reprezentativ. Figura 7D prezinta
validarea prin citometrie in flux a modelelor celulare utilizate in acest studiu. Dupa cum se
aratd, celulele RAJI nu au prezentat expresie de suprafatd a B7-H3, confirmand utilitatea lor
drept control negativ. Pe de alta parte, THP-1 a prezentat o expresie de suprafata ridicata a

B7-H3, fiind astfel un model optim pentru validarea AffDC dezvoltat.

Pentru studiile functionale, celulele THP-1 s1 RAJI au fost tratate cu 30 pM de
compus timp de 6 ore. Figura 8 prezintd rezultatele unui experiment reprezentativ de
apoptoza prin citometrie in flux. Celulele RAJI au servit ca martor negativ pentru
specificitate, in timp ce celulele netratate din ambele linii au constituit martorii negativi
tehnici. Controlul pozitiv tehnic pentru necroza a fost tratamentul timp de 15 minute cu
Triton X-100 0.02%, 1n timp ce pentru apoptozad a fost un tratament de 18 ore cu 30 uM
Cisplatina. in Figura 8, panourile A, B si C reprezinta strategia de delimitare a populatiilor

de interes.

Consolidand rezultatele M TS, celulele THP-1 au fost puternic afectate de tratamentul
cu Aff-MAG?2, prezentdnd o scadere a viabilitatii de aproximativ 60%, pana la 36.18%
(cadranul din stanga jos, Anexind V-, PI"), cu 31.37% necrotice (cadranul din dreapta sus,
Anexina V', PI" ) si 32.13% celule apoptotice (cadranul inferior drept, Anexina V*, PI"),
comparativ cu celulele netratate (Figura 8E). In schimb, viabilitatea celulelor RAJI a ramas
neafectatd de tratament (Figura 8D). Astfel, citometria in flux demonstreaza efectele
necrotice si apoptotice foarte specifice pe care Aff-MAG?2 le are asupra celulelor AML. Mai
mult, proportia ridicata de celule necrotice dintre celulele THP-1 tratate sugereaza un efect
membranolitic puternic, probabil atribuibil fragmentului Magainin-2 al constructului

recombinat.
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Figura 7. Exemple reprezentative ale strategiei de gating pentru celulele THP-1 si analiza
citometriei 1n flux a expresiei de suprafatd B7-H3 in celulele RAJI si THP-1. (A) Gating
FSC-A vs. SSC-A pentru celule intacte. (B) Gating FSC-A vs. FSC-H singlets. (C)
Histograma de selectare pozitiva/negativa B7-H3 bazata pe fluorescenta PE-Cy7, continand
anticorp anti-B7-H3 si celule marcate cu control izotipic, respectiv. (D) Expresia la suprafata
celulara a ligandului B7-H3. Anticorpul corespunzator utilizat pentru marcare este prezentat
in partea stanga. Aceasta figura este adaptatd din (Vasilescu et al., 2025), utilizata in baza

licentei CC BY 4.0 (https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/).
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Figura 8. Evaluarea prin citometrie in flux a necrozei si apoptozei in celulele AML tratate
cu Aft-MAG2. Panourile (A), (B) si (C) cuprind strategia de selectare utilizata,
exemplificata in cazul celulelor THP-1 tratate cu AffDC. in panourile (D) si (E), tratament
cu Aff-MAG?2 - cu 30 uM proteina citotoxica timp de 6 ore. (A) Celule nefiltrate. (B) Poarta
singlet. (C) Viabilitatea celulara, necroza si apoptoza pe celule singlet. (D) Necroza si
apoptoza celulelor RAJI tratate vs. netratate. (E) Necroza si apoptoza celulelor THP-1 tratate
vs. netratate. Datele prezentate provin dintr-un experiment reprezentativ. Aceasta figura este
adaptatda din (Vasilescu et al, 2025), utilizatd in baza licentei CC BY 4.0

(https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/).

Celulele AML Suferi o Reducere a Proliferirii in urma tratamentului cu Aff-MAG2

In final, autorul a testat daci citotoxina tintita dezvoltatd a avut vreun efect asupra
proliferarii celulare. Intr-un experiment similar cu cele descrise anterior in aceasta lucrare,
celulele THP-1 si RAJI (control negativ experimental) au fost tratate cu 15 uM de conjugat
purificat timp de 6 ore, urmat de recoltarea celulelor pentru analiza Western blot. Ca si
anterior, controalele negative tehnice au fost liniile celulare respective incubate numai cu
mediu complet fard antibiotice. Dupd cum arata Figura 9, Aff-MAG2 a redus in mod
semnificativ si specific proliferarea celulelor THP-1 tratate, deoarece numai in acest grup nu
a fost detectat markerul de proliferare Ki-67 (Bading et al., 1989) (coloana 3), in comparatie
cu celulele netratate si grupul de control, RAJI. Opusul este valabil pentru Caspaza 3 Clivata,
care este un biomarker recunoscut care initiaza atat cdile de apoptoza extrinseca, cat si
intrinsecd (Nicholson et al., 1995). Acest marker nu a fost detectat in nicio conditie
experimentald, cu exceptia celulelor THP-1 tratate (coloana 3), ceea ce subliniaza faptul ca
majoritatea acestor celule au suferit apoptoza. Pe de altd parte, RAJI nu au fost afectate de
tratament. Aceste rezultate sustin datele MTS si citometriei in flux, subliniind potenta si

specificitatea compusului dezvoltat.

De asemenea, modelele de expresie B7-H3 au fost validate din nou prin Western blot
(Figura 9), deoarece numai in celulele THP-1 tratate (coloana 3) si netratate (coloana 1) a
existat o banda pentru aceasta proteind, in comparatie cu RAJI, care nu a afisat niciun semnal
(coloanele 5 si 7). Desi se poate observa din controlul de incarcare a-Tubulind ca toate
probele au fost incdrcate in cantitati egale, controlul de incarcare nu a putut fi detectat in
celulele THP-1 tratate (coloana 3). Acest lucru se datoreaza probabil faptului ca aceste celule

au suferit leziuni extinse ale membranei si, prin urmare, au pierdut cea mai mare parte a
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continutului citosolic din mediul celular, care nu poate fi recuperat in mod fezabil. Acelasi
lucru este valabil si pentru alte controale de incarcare standard, cum ar fi GAPDH, care a
fost, de asemenea, pierdut din proba si nu a putut fi detectat. Cu toate acestea, coloana 3
contine aceeasi cantitate de proteina totala, dupa cum se dovedeste prin prezenta Caspazei 3
Clivate, dar si B7-H3, care este o proteind de membrand si ar putea fi recuperatd prin
centrifugare. In ansamblu, aceste date demonstreazi ci Aff-MAG2 reduce proliferarea si
creste apoptoza numai a celulelor AML THP-1 (B7-H3"), adidugindu-se la efectele
cumulative observate ale acestei constructii proteice duale puternice, specifice si noi

(Vasilescu et al., 2025).

THP-1 RAJI
Aff-MAG2 - + = +

Ki-67 w W o5
Cleaved [ e 5
Caspase 3
B7-H3 | ™ ®= ~110
a-Tubulin | == - e |~55

1 2 3 4 5 6 7

Figura 9. Western blot care arata nivelurile de proliferare si apoptoza in celulele AML tratate
cu Aff-MAG?2. Toate probele erau lizate celulare totale, Incarcate in cantitati egale. Aff-
MAG?2 - tratament cu 15 pM AffDC timp de 6 ore, - celule netratate, + celule tratate.
Numerele din partea dreaptd a imaginii aratd masa aproximativa in kDa la care au migrat
proteinele corespunzdtoare. Coloanele 2 si 6 - goale, coloana 4 - marker de greutate
moleculard. a-Tubulina, controlul de incarcare, nu a fost detectata in coloana 3 (celule THP-
1 tratate). Ki-67 - marker stabilit pentru proliferarea celulara, Caspaza 3 Clivata - biomarker
pentru toate caile de apoptoza. Date dintr-un experiment reprezentativ. Aceasta figura este
adaptatda din (Vasilescu et al., 2025), utilizata sub licenta CC BY 4.0

(https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/).
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3. DISCUTII

Aceastd lucrare a avut ca scop proiectarea, dezvoltarea si evaluarea in vitro a unei
proteine recombinate inovatoare Affibody-Citotoxind cu proprietdti citotoxice specifice
impotriva celulelor AML care supraexprimd B7-H3. Astfel, constructul dezvoltat in acest
studiu este conceput pentru a raspunde nevoii urgente de terapie personalizatd pentru
pacientii cu AML (a se vedea si PARTEA I, sectiunea 1.). Aceasta AffDC este compusa
dintr-un Affibody cu afinitate ridicata impotriva B7-H3, care a fost demonstrat anterior
(Oroujeni et al., 2023) (a se vedea si PARTEA 1, sectiunea 2.), cuplat cu Magainin-2, o
peptidd citotoxicd membranoliticd puternica cu letalitate dovedita impotriva celulelor
tumorale (Lehmann et al., 2006) (a se vedea si PARTEA I, sectiunea 3.). Proteina de
fuziune a fost proiectatd pentru o expresie solubila la nivel ridicat in E. coli si ulterior
purificatd prin IMAC. Datoritd acestei strategii detaliate, s-a obtinut Aff-MAG2 pur in
cantitati mari, iar secventa sa de aminoacizi a fost confirmata ulterior prin nanoLC-MS/MS.
In plus, AffDC s-a dovedit stabil in conditii fiziologice simulate.

Prezentul studiu raporteaza ca ICso a compusului de 26.35 uM impotriva celulelor
THP-1 este de aproximativ 3 ori mai mic decat 75.2 uM observat impotriva celulelor de
cancer al vezicii urinare pentru Magainin-2 simplu (Lehmann et al., 2006) si de peste 2 ori
mai mic decat >60 uM raportat de un alt grup in 1991 (Cruciani et al.) pe mai multe linii
celulare tumorale din linia hematopoieticd, folosind din nou peptida simpld. Dupa
cunostintele autorului, singurul studiu care a raportat valori ICso mai mici decat cel actual
(~8 uM), realizat pe linii celulare de cancer pulmonar de Ohsaki et al. (1992), a utilizat
analogi sintetici ai MAG?2 intr-un tratament care a durat 4 zile, comparativ cu tratamentul de
6 ore din acest studiu. Astfel, este posibil ca efectul toxic crescut asupra celulelor tratate sa
fi fost cauzat de timpul de incubare mai lung. Mai important, acesti analogi au prezentat un
ICso pe fibroblaste umane normale in intervalul aproximativ 21-29 uM. Acest lucru releva
efecte colaterale mult mai agresive asupra celulelor normale, cu o diferentd mai mica fata de
pragul de activitate asupra celulelor maligne, decat in cazul ICso Aff-MAG2 impotriva RAJI
(>100 uM). Prin urmare, in comparatie cu datele raportate anterior privind toxicitatea in
afara tintei a analogilor MAG?2 asupra fibroblastelor, acest studiu prezintd o fereastrd de
selectivitate favorabild pentru celulele AML care sunt B7-H3-pozitive, asa cum
demonstreaza rezistenta la Aff-MAG?2 a celulelor RAJI. Aceasta rezistenta se manifesta in
ciuda faptului ca celulele RAJI sunt tumorale. Astfel, molecula citotoxica tintita dezvoltata

are o specificitate mult mai mare pentru celulele AML B7-H3" si are efecte in afara tintei
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considerabil mai reduse decat toxina singura sau derivatii acesteia. De asemenea, dupa
cunostintele autorului, acest studiu este unul dintre foarte putinele care evalueaza toxina
Magainin-2 asupra celulelor AML, aducand noutate si in abordarea bolii (Vasilescu et al.,
2025).

Cu promisiunea unor studii clinice promitdtoare impotriva cancerelor B7-H3-
pozitive, cum ar fi cel privind anticorpul monoclonal radioactiv (mAb) '*!'I-omburtamab pe
pacienti cu neuroblastom (Kramer et al., 2022) sau celulele T cu receptor antigenic chimeric
(CAR) cu fragmente variabile cu lant unic (scFvs) directionate impotriva B7-H3 intr-o
multitudine de afectiuni maligne solide si lichide care depdsesc semnificativ performanta
mAbs (Guo et al., 2025), este din ce in ce mai convingator faptul ca acest antigen este o tinta
de mare importantd pentru medicina personalizatd. Din acest motiv, In aceastd lucrare,
autorul a dezvoltat un nou vehicul citotoxic directionat catre B7-H3, care poate fi produs in
E. coli cu randament ridicat si eficienta din punct de vedere al costurilor, utilizdnd inginerie
genetica simpld, fard a fi necesare modificari chimice complicate. Este foarte mic, foarte
solubil si nu necesitd un sistem de livrare catre celulele canceroase. Mai mult, Aff-MAG2
vizeaza selectiv celulele AML care exprimd B7-H3, cu efecte letale puternice si daune
minime sau inexistente in afara zonei tinta, ceea ce il face un candidat foarte promitator

pentru terapia personalizata a AML in viitor.
Limitari

Principalele limitdri ale acestui studiu includ degradarea partiald a proteinei
recombinate in timpul purificarii si provocarea identificarii unui control de incércare adecvat
pentru Western blot, care sa fie retinut in mod constant de celulele tratate care exprima B7-
H3. In plus, nu au existat teste in vivo ale stabilitatii si efectelor Aff-MAG2, pentru a evalua

corect potentialul sdu intr-un mediu mai apropiat de cel clinic.
Perspective

Pentru a adresa aceste limitari, studiile viitoare se vor concentra pe stabilizarea Aft-
MAG?2 pentru a preveni degradarea si pe utilizarea unor linii celulare B7-H3-negative mai
rezistente pentru testarea comparativa. De asemenea, vor fi utilizate alte tehnici biochimice
si in cellulo, inclusiv microscopia, pentru a caracteriza proprietdtile farmacocinetice si
mecanismul de actiune al compusului. In viitor, va fi utilizat un studiu preclinic in vivo pentru
a testa eficienta acestui compus antitumoral nou in modele de xenotransplanturi derivate de

la pacienti cu AML.
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I1II. CONCLUZII

In ansamblu, rezultatele obtinute utilizand celule THP-1 B7-H3-pozitive si RAJI B7-
H3-negative reprezentative pentru AML demonstreaza ca molecula citotoxica Aff-MAG2
dezvoltatd prezintd o puternica activitate necroticd, apoptotica si antiproliferativa, foarte
specifica celulelor AML B7-H3-pozitive, fara aproape niciun efect colateral. Mai mult,
aceasta activitate observata este semnificativ mai puternica decat efectele raportate anterior
ale Magainin-2 singure. In concluzie, autorul a proiectat, produs si evaluat un nou Affibody
citotoxic Anti-B7-H3 care, din datele in vitro, demonstreaza un potential ridicat pentru studii
preclinice si in vivo suplimentare si, in cele din urma, pentru transpunerea in terapia

personalizata a AML.
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