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Avand in vedere ritmul accelerat al cercetarii radiofarmaceutice, ultima perioada a fost
marcatd de o dezvoltare exponentiala. Pornind de la cercetarea fundamentald construitd in
ultimele trei decenii prin studii remarcabile si descoperiri esentiale, domeniul se orienteaza
tot mai mult cétre utilizarea radiofarmaceuticelor deja validate si care prezintd un potential
inalt pentru un act clinic cat mai personalizat. Progresele tehnologice din medicina nucleara,
precum implementarea conceptului de gemeni digitali, a modelelor de inteligenta artificiala
pentru analiza imagistica, a metodelor in-silico pentru descoperirea de noi tinte si filtrare a
vectorilor cat si a optimizarii reactiilor de radiomarcare si sinteza, continua sd accelereze
tranzitia de la cercetarea fundamentald axata pe dezvoltarea si validarea noilor trasori catre
o abordare tot mai translationala.

Resursele sunt directionate din ce In ce mai mult cétre strategii de optimizare a unor
structuri deja existente, incluzand optimizarea proprietatilor farmacocinetice, prelungirea
timpului de circulatie plasmaticd, ajustarea biodistributiei, mbunatatirea factorului de
penetre a tesutului tintd, modularea comportamentului celular, cum ar fi internalizarea sau,
dimpotriva, absenta acesteia, retentia intracelulara sau efluxul rapid, metode de tintire
subcelulard si armonizarea combinatiilor vector—radionuclid. Un alt concept central in
medicina nuclearda moderna este teranostica, in care acelasi design de trasor, marcat alternativ
cu doi radionuclizi diferiti ai aceluiasi element, sau foarte apropiati din punct de vedere
chimic, poate fi utilizat initial in scop imagistic, urmat ulterior de etapa terapeutica. Astfel,
chiar daca sunt utlizatti doi izotopi distincti, acestia apartin aceluiasi element, ceea ce le
conferd un comportament chimic identic. In consecinta, biodistributia, logD-ul, interactiunea
cu tinta si cdile de eliminare sunt, in principiu, similare. Aceastd abordare este adesea
explicata prin expresia ,,Ce vezi este ceea ce tratezi”.

De-a lungul hartii izotopilor, anumite perechi teranostice s-au remarcat in ultimii ani ca
repere importante. lodul dispune de un spectru larg de izotopi cu relevantd medicala, precum
123 124] 125| 1301 s 1311, cuprul prezinta si el multi candidati utili, precum 61Cy, %2Cu, ®“Cu
si 8’Cu; iar plumbul se remarci prin perechea eleganti 2°%212Pb. Acestora li se adaugi si alte
cupluri promitatoare, incluzand Sc, Tb, Re/Tc, Bisi Y.

Lucrarea de fata abordeazd domeniul radiofarmaceutic intr-o perspectiva integrativa,
atingand unele dintre cele mai relevante directii ale dezvoltarii sale actuale. Sunt discutate
strategii de optimizare a trasorilor pentru prelungirea circulatiei plasmatice prin atasarea unui
domeniu de legare a albuminei, conjugarea proteindi—medicament prin utilizarea cunoscutei
toxine mertansind pe un scaffold proteic din familia DARPIN-lor, precum si strategii de
marcare cu **™Tc pentru proteina de tip DARPIN-ic EC1 impotriva receptorului EpCAM, si
cu &Zr pentru un Affibody anti-HER2. Tn plus, sunt au fost efectuate studii in-silico de
docking si dinamicd moleculard, utilizarea unui instrument modern bazat pe inteligenta
artificiala pentru predictia structurii proteice, precum si evaluarea inhibitorilor DNA-PK de
reparare @ ADN-ului pentru potentarea efectului citotoxic al [**Cu]CuCl. in doud modele de
cancer mamatr.

In contextul complex al biologiei celulare, integritatea genomului este esentiala, fiind
protejata de o retea vasta de mecanisme de reparare a ADN-ului, care actioneaza ca sisteme
de supraveghere impotriva instabilitatii genomice [1]. Aceasta sectiune va descrie
interactiunile complexe dintre repararea prin unirea capetelor neomoloage (Non-



Homologous End Joining, NHEJ), recombinarea omoloaga (Homologous Recombination,
HR) si céile dependente de protein-kinaza dependenta de ADN (DNA-dependent Protein
Kinase, DNA-PK), evidentiind rolurile acestora in mentinerea integritatii genetice.
Totodata, va fi explorata interactiunea acestor mecanisme cu calea de semnalizare
mammalian Target of Rapamycin (mMTOR), cu accent asupra mecanismelor lor de reglare.

Rupturile dublu-catenare ale ADN-ului (DNA double-strand breaks, DSB) reprezinta
una dintre cele mai severe forme de leziuni ADN, constand in clivajul simultan al ambelor
catene ale structurii elicoidale a ADN-ului. Aceste leziuni amenintd in mod semnificativ
integritatea genomica si, daca raiman nereparate, pot conduce in timp la mutatii, anomalii
cromozomiale si chiar moarte celulara. DSB-urile sunt considerate caracteristici definitorii
ale multor patologii, inclusiv ale cancerului, Insa pot constitui, in acelasi timp, oportunitati
pentru dezvoltarea unor modalitati terapeutice [2].

DSB-urile sunt leziuni moleculare in care ambele schelete zahar-fosfat ale ADN-ului
sunt intrerupte n regiuni apropiate, generand capete libere de ADN care compromit
integritatea cromozomiald [3]. Aceste leziuni pot fi induse atat de factori endogeni, cat si
exogeni. Factorii endogeni includ speciile reactive de oxigen (reactive oxygen species,
ROS) generate Tn timpul metabolismului celular, precum si stresul replicativ prelungit si
esecul furcilor de replicare atunci cand acestea Intilnesc leziuni oxidative ale bazelor sau
rupturi monocatenare nereparate. De asemenea, DSB-urile pot aparea in urma clivajului
programat mediat de nucleaze, in cadrul unor rearanjamente fiziologice ale ADN-ului.
Sursele exogene includ radiatiile ionizante, anumiti agenti chimioterapici — de exemplu
inhibitorii de topoizomeraza, care determina formarea unor complexe topoizomeraza-ADN
blocate — precum si mutageni de mediu utilizati in diferite domenii, precum agricultura
sau industria chimica [4].

Radioterapia utilizeaza radiatii ionizante deoarece depunerea energiei sub forma unor
trasee particulare produce leziuni ADN grupate, incluzand, dar fara a se limita la, DSB-uri
complexe. Daca aceste leziuni raman nereparate sau sunt reparate incorect, ele devin o
cauza principald a mortii clonogenice, prin fragmentare cromozomiala sau catastrofa
mitoticd. Prin comparatie, leziunile izolate ale bazelor si multe rupturi monocatenare ale
ADN-ului (single-strand breaks, SSB) sunt, de regula, reparate mai eficient [5,6]. Calitatea
radiatiei, explicatd mai precis prin tipul de particuld emisa, influenteaza tipul de leziune
produsa prin intermediul transferului liniar de energie (linear energy transfer, LET).
Radiatiile cu LET scazut — fotoni, precum razele y si X, si electroni de energie 1nalta,
precum particulele B~ — depun energia in mod mai dispersat, generand o densitate locala
redusi a dozei si producand ioniziri mai izolate. In schimb, radiatiile cu LET ridicat —
particule o, neutroni prin particule Incarcate secundare cu LET ridicat, precum si electroni
de energie joasd, precum electronii Auger si electronii de conversie atunci cand sunt emisi
n apropierea sau in interiorul ADN-ului — concentreaza energia pe scale micrometrice
pana la nanometrice, chiar femtometrice, n functie de energia si tipul particulei. Aceasta se
traduce printr-o densitate locala foarte mare de ionizare, crescand frecventa si
complexitatea DSB-urilor grupate, care sunt mai lent si mai putin probabil reparate.



Protonii prezintd, in general, un LET scazut pand la mediu, cu o crestere a LET catre finalul
parcursului, unde se formeaza varful Bragg, determinand o depunere energetica crescuta si,
implicit, o crestere a ionizarilor spre capatul traiectoriei lor [7-9].

In continuare, consideram necesari o scurta discutie privind fizica particulelor si
rationamentul utilizarii adecvate a diferitelor tipuri de emisii Tn medicina nucleara. Acest
domeniu medical utilizeaza dezintegrarile radioactive fie pentru imagistica unei tinte de
interes prin fotoni detectabili, in cadrul SPECT sau PET, fie in scop terapeutic, prin
depunerea energiei particulelor rezultate pentru distrugerea celulelor tintd, in cadrul terapiei
radioligandice tintite (targeted radioligand therapy, RLT) sau al modalitatilor conexe.
Alegerea tipului de emisie reprezintd, in esenta, o problema de optimizare fizica aflatd sub
constrangeri clinice si radiochimice: modul de dezintegrare si fractiile de ramificare
determinad particulele produse, valoarea Q stabileste energia disponibild pentru produsii de
dezintegrare, iar timpul de injumatatire determina fezabilitatea utilizarii medicale a
izotopului, ludnd in considerare productia, transportul, costul si administrarea intr-0
fereastra clinica relevanta.

Ulterior, intervine fizica interactiunii cu materia, care determina locul in care este
depusa doza. Datorita interactiunii lor slabe cu materia, fotonii sunt radiatii indirect
ionizante, iar energia lor este depusa prin formarea de electroni secundari, prin efect
fotoelectric, impristiere Compton sau producere de perechi. In contrast, particulele
incarcate, precum electronii, pozitronii, protonii sau particulele a, pierd energie Tn principal
prin interactiuni Coulombiene, descrise prin puterea de franare (stopping power), generand
parcursuri si structuri de traseu caracteristice care influenteaza LET, localizarea si
distributia dozei, precum si eficacitatea biologica.

In practica actuald, PET utilizeaza izotopi emititori B*, deoarece anihilarea pozitronului
genereaza doi fotoni de 511 keV emisi in directii opuse, permitand astfel detectia
electronica bazata pe coincidentd. SPECT utilizeaza emitatori y, cu mentiunea ca sunt
preferati radionuclizii cu energii gamma cat mai apropiate de intervalul optim pentru
sistemul de detectie, precum si cu emisii cat mai ,,curate” din punct de vedere fizic [10].
Abordarile terapeutice utilizeaza fie emitatori -, care au un parcurs tisular de ordinul
milimetrilor pana la centimetrilor si pot induce efectul de iradiere incrucisata (cross-fire)
[11], fie emitatori a, care asigurd un LET ridicat pe distante scurte si, implicit, o capacitate
distructiva mare datoritd ionizarilor intens concentrate [12], fie emitatori de electroni Auger
si electroni de conversie, care genereaza o avalansa de electroni Incarcati per dezintegrare,
asigurand un LET ridicat, dar necesitand potential o tintire subcelulard din cauza
parcursului ultra-scurt [13,14]. Exista, de asemenea, modalitati bazate pe protoni sau
neutroni, constand in principal in abordari de iradiere externd, care exploateaza depunerea
dozei controlata in profunzime, utilizand varful Bragg pentru hadronii incércati si/sau
particulele incarcate secundare cu LET ridicat [15].

Modurile de dezintegrare radioactiva relevante pentru medicina nucleara includ
dezintegrarea o, dezintegrarea 3, dezintegrarea f3*, captura electronica (electron capture,
EC), emisia y, conversia interna (internal conversion, IC) si cascadele Auger.



Dezintegrarea a emite o particula a, respectiv un nucleu de heliu, si este asociata cu
sarcind, energie si masa ridicate, producand ionizéri dense pe un parcurs scurt in tesuturi,
proprietati exploatate in mod optim 1n terapia o tintita pentru tumori de dimensiuni reduse,
precum metastazele sau celulele circulante [16]. Dezintegrarea - converteste un neutron
ntr-un proton in nucleele bogate in neutroni, emitand un electron, B, si un antineutrino,
generand un spectru energetic B continuu care determind parcursul electronului si profilul
de depunere a energiei. Trebuie mentionat ca spectrul energetic nu are forma de clopot, iar
majoritatea energiilor pe care particula - le poate avea 1n timpul procesului cuantic de
dezintegrare sunt deplasate catre valori mai mici, energia medie fiind aproximativ o treime
din energia maxima posibila.

Dezintegrarea pozitronica transforma un proton intr-un neutron, emitand un pozitron si
un neutrino, reprezentand calea dominanta de dezintegrare in nucleele bogate Tn protoni.
Pozitronul, fiind antiparticula electronului, se anihileaza rapid cu un electron din mediul
inconjurator, producand doi fotoni de 511 keV emisi aproape in directii opuse, care
constituie baza fizica a detectiei prin coincidentd in PET. Este important de mentionat ca
distanta parcursa de pozitron pana la evenimentul de anihilare este proportionala cu energia
acestuia. Acest aspect are o importanta majora pentru rezolutia scandrilor PET, unde sunt
preferati intotdeauna pozitronii cu energie mai redusa [17]. Captura electronica reprezinta o
rutd alternativa de conversie a protonilor in neutroni in nucleele bogate in protoni si
genereaza o vacanta intr-un strat electronic intern. Aceasta vacantd este rapid ocupata de
electroni de pe straturi externe, generand raze X caracteristice si/sau electroni de conversie,
etapd urmata de procesul de relaxare atomica ce declanseaza o cascada de electroni Auger
[18,19]. Emisia vy si conversia internd sunt procese de dezexcitare nucleara in care este
eliberat un foton y caracteristic. Conversia interna transfera energia tranzitiei catre un
electron atomic, determinand ejectarea acestuia si declansind frecvent cascade Auger
ulterioare [19].

Principalul element al caii NHEJ este, fara indoiala, holoenzima DNA-PK [20]. Din
punct de vedere structural, aceasta este o protein-kinaza serin/treoninica, alcatuita din
heterodimerul Ku70/Ku80 si subunitatea catalitici DNA-PKcs, coordondnd recunoasterea
si etapele initiale ale procesarii rupturilor dublu-catenare ale ADN-ului. DNA-PK este, de
asemenea, cel mai mare membru al familiei protein-kinazelor inrudite cu fosfatidilinozitol-
3-kinaza (phosphatidylinositol-3-kinase-related protein kinase, PIKK), avand o masa
moleculara de 460 kDa, si este codificata de gena PRKDC/XRCC7 [21]. Aceasta are, de
asemenea, rolul de a fosforila diferite substraturi care faciliteaza repararea ulterioara a
leziunilor ADN. In plus, rolul sdu este complex, fiind implicata in multiple procese
celulare, precum transcriptia, remodelarea cromatinei si apoptoza.

Procesul de recunoastere si reparare a DSB-urilor este rapid si robust. Prima etapa
consta in recunoasterea catenelor ADN rupte de cétre heterodimerul Ku70/Ku80 si
formarea complexului cu DNA-PKcs, care stabilizeaza catenele ADN, mentinandu-le Tn
proximitate una fatd de cealalta si permitand astfel desfasurarea procesului de reparare.
Ulterior, dupd legare, DNA-PKcs sufera autofosforilare si devine activatd, acest proces



fiind esential pentru initierea NHEJ. DNA-PKcs fosforileaza, de asemenea, tinte din aval
implicate in procesarea capetelor ADN si In reparare, facilitand recrutarea factorilor de
reparare. Etapa finala consta in ligarea catenelor ADN rupte de catre complexul ADN
ligaza IV-XRCC4, asigurand astfel integritatea genomica [22].

Este important de mentionat cd activarea DNA-PK este declansata in principal de
aparitia leziunilor ADN, in special a DSB-urilor. Heterodimerul Ku70/Ku80 are o afinitate
ridicata pentru catenele ADN, iar recrutarea acestuia la nivelul situsului lezional reprezinta
o etapa timpurie a raspunsului celular la rupturile ADN.

Capacitatile crescute de reparare a ADN-ului sunt frecvent asociate cu o functie
crescutda a DNA-PK [23]. Din punct de vedere mecanistic, acesta este motivul pentru care
DNA-PK poate contribui la rezistenta fata de modalitatile terapeutice care induc leziuni
ADN. Mai mult, hiperactivitatea DNA-PK a fost observata in diferite fenotipuri
canceroase, putand influenta adaptabilitatea si supravietuirea celulelor tumorale prin
rezistentd la tratament. In contrast, nivelurile scizute de DNA-PK pot compromite functia
de reparare a ADN-ului, celulele devenind susceptibile la instabilitate genetica si mutatii;
deficientele acestei proteine au fost asociate cu imunodeficienta [24]. Recent, inhibarea
DNA-PK a fost recunoscuta ca o potentiala tinta in tratamentul cancerului, in special in
combinatie cu agenti care induc leziuni ADN, precum chimioterapicele si
radiofarmaceuticele. Moleculele mici pot interfera cu activitatea DNA-PKcs, determinand
disfunctionalitatea Intregului complex kinazic. Acesti compusi sunt denumiti, in mod
general, inhibitori DNA-PK.

Aceasta strategie se bazeazd pe capacitatea de a sensibiliza celulele canceroase la agenti
intens lezionali pentru ADN, prin afectarea abilitatii lor intrinseci de a repara DSB-urile
induse, crescand astfel eficacitatea acestor tratamente. Tn plus, inhibitorii DNA-PK au
demonstrat potential ca agenti antitumorali de sine stdtdtori, prin tintirea selectiva a
celulelor canceroase cu mecanisme de reparare ADN compromise, menajand in acelasi
timp celulele normale care pastreaza mecanisme de reparare intacte [25,26].

Strategiile de radiosensibilizare 1si fundamenteaza rationamentul pe amplificarea
efectelor citotoxice ale radiatiilor ionizante asupra celulelor tumorale Thtr-o masura mai
mare decat asupra tesuturilor sandtoase Invecinate, crescand astfel raportul citotoxic
tumoral/normal, imbunatatind controlul local si rezultatul terapeutic. Deoarece raspunsul la
radioterapie este determinat in principal de factori intrinseci tumorii, precum capacitatea de
reparare a ADN-ului, si de factori extrinseci, precum statusul de oxigenare, vascularizatia si
imunosupresia, radiosensibilizatorii exploateaza aceste vulnerabilitati pentru a extinde
fereastra terapeutica [140].

Hipoxia reprezinta un determinant major al radioresistentei [141,142]. Conform
ipotezei fixarii oxigenului, oxigenul molecular stabilizeaza radicalii ADN indusi de radiatii,
transformandu-i in leziuni nereparabile. In mediile hipoxice, predomin insi restitutia
chimica, acesti radicali fiind restaurati chimic prin mecanismele de reparare, reducand
astfel eficacitatea biologica a radiatiei, asa cum este sustinut de raportul de amplificare prin



oxigen de aproximativ 2,5-3 [143—-145]. Literatura clinica arata ca metodele care modifica
statusul hipoxic imbunatatesc controlul locoregional si supravietuirea in radioterapia
carcinomului de cap si gat [146].

Hipoxia tumorald apare in principal ca urmare a unui dezechilibru intre aportul si
consumul de oxigen, determinat de cresterea tumorala rapida si dezorganizata. Pe masura
ce celulele canceroase prolifereaza rapid, acestea depasesc capacitatea vascularizatiei
existente, in timp ce angiogeneza indusa tumoral, mediata in mare parte de factorul
inductibil de hipoxie 1a (hypoxia-inducible factor-/a, HIF-1a) si de factorul de crestere
endotelial vascular (vascular endothelial growth factor, VEGF), produce vase de sange
anormale structural si functional, tortuoase, permeabile si slab perfuzate. Acest proces
conduce la o livrare heterogena si ineficientd a oxigenului, agravata de cresterea distantelor
de difuzie fata de vase si de fluxul sanguin intermitent. In plus, cererea metabolica ridicata
a celulelor tumorale accentueaza suplimentar depletia de oxigen, determinand aparitia atat
a regiunilor hipoxice cronice, cét si acute in cadrul micromediului tumoral.

Modalitatile de adresare a micromediului tumoral includ: (1) prodroguri activate de
hipoxie, precum evofosfamida (TH-302), care elibereaza preferential citotoxine in conditii
de oxigenare scazuta si au fost testate atat individual, cét si in combinatie cu radioterapia
[147,148]; (i1) modulare fiziologica prin oxigen hiperbaric, respiratie cu carbogen sau
nicotinamida, pentru imbunatatirea reoxigenarii [ 149]; (iii) abordari de normalizare
vasculara, utilizdnd agenti vasoactivi pentru a creste perfuzia si a reduce temporar hipoxia
[150-152].

Alternativ, nanoparticulele din materiale cu numar atomic ridicat, precum aurul, oxidul
de hafniu sau platina, pot creste depunerea locald a dozei si productia de ROS in timpul
iradierii, prin amplificarea absorbtiei fotoelectrice locale si generarea de electroni
secundari, conducand in final la cresterea productiei de DSB-uri [153]. Acestea pot fi, de
asemenea, functionalizate pentru tintire tumorald [154]. Functionalizarea nanoparticulelor
cu motive de tintire sau incarcaturi citotoxice poate Tmbunatati suplimentar specificitatea
tumorala si poate evita toxicitatea sistemica potentiala. Datele preclinice, precum si cele
clinice, s-au concentrat asupra radiosensibilizarii folosind nanoparticule de aur in linii
celulare de cancer mamar triplu-negativ [155] si NBTXR3, un oxid de hafniu, in
combinatie cu radioterapia pentru carcinomul de tesuturi moi [156-158].

Limitarile actuale pentru etapa translationala includ eficienta livrarii la nivel tumoral,
biodistributia si clearance-ul variabile, precum si siguranta pe termen lung, din cauza
potentialei acumuldri in organe critice non-tinta, precum ficatul sau splina [159-162].

Cercetarea in domeniul radiosensibilizarii a castigat recent o tractiune semnificativa,
fiind motivata de rezultate preclinice si clinice promitatoare, cu multiple clase
farmacologice de molecule utilizate pentru amplificarea eficacitatii radioterapiei.

Radiatiile ionizante induc ROS, care produc ulterior leziuni ale ADN-ului, proteinelor
si lipidelor. Celulele tumorale reduc frecvent acest efect prin suprareglarea mecanismelor
antioxidante, precum glutationul si superoxid dismutaza [27-29]. Radiosensibilizatorii din



clasa modulatorilor redox actioneaza prin suprasolicitarea apararii antioxidante.
Disulfiramul, un inhibitor al aldehid-dehidrogenazei, poate forma complexe cu cuprul care
catalizeaza suplimentar productia de ROS si actioneaza ca inductor al apoptozei. Studiile
preclinice confirma o radiosensibilitate crescuta a celulelor tratate [30—32]. Alte strategii
includ depletia farmacologica a glutationului prin butionin-sulfoximina sau inhibarea
aportului de NADPH, ambele demonstrand potential de sensibilizare a tumorilor la
radioterapie [33-35].

Raspunsul la radiatii este corelat cu metabolismul tumoral, intrucat glicoliza eficienta si
functia mitocondriala furnizeaza ATP-ul st NADPH-ul necesare repararit ADN-ului s1
apararii antioxidante [36,37]. Inhibarea farmacologica a glicolizei prin 2-deoxi-D-glucoza
sau inhibitori a1 LDH, precum si blocarea fosforilarii oxidative mitocondriale prin
metformin, priveaza celulele canceroase de energie si reduc potentialul redox. 2-Deoxi-D-
glucoza a fost evaluata ca radiosensibilizator glicolitic Tn studii clinice timpurii [38].
Metforminul, ca inhibitor al complexului I mitocondrial, a demonstrat potential in etapa
preclinica pentru radiosensibilizarea cancerului mamar, inclusiv a liniei MCF-7, prin efecte
mediate de ROS, fiind in prezent explorat ca molecula adjuvanta in radioterapie [39]. Acest
stres metabolic indus artificial agraveaza leziunile ADN produse de radiatiile ionizante,
prin limitarea activitatii proteinelor de reparare si cresterea acumularii ROS [40].

Avand in vedere tendinta radiatiilor ionizante de a produce predominant DSB-uri,
inhibarea directa a cailor de reparare implicate in remedierea acestui tip de leziuni
reprezintd o strategie logica de radiosensibilizare. Strategiile pot varia de la inhibarea
selectiva a caii NHEJ pana la inhibarea duala sau chiar multipla a mai multor cai de
reparare. De exemplu, inhibitorul selectiv DNA-PK AZD7648 sensibilizeaza tumorile la
radioterapie atat in vitro, cat si in vivo [41,42]. Tn cancerul mamar, NU7441 a intarziat
repararea DSB-urilor si a crescut radiosensibilitatea celulelor MCF-7 si MDA-MB-231
[43]. Date clinice timpurii aratd ca M3814 poate fi combinat cu radioterapia, cu sau fara
cisplatind, in studii de faza I pentru tumori toracice/carcinoame ale capului si gatului [44].
Compusul inhibitor dual DNA-PK/mTOR, CC-115, afecteaza atat calea de reparare a DSB-
urilor, cat si semnalizarea de supravietuire, finalizand deja testarea de tip first-in-human
[45]. Aceasta clasa de inhibitori ai repararii ADN-ului a demonstrat potential atunci cand
este utilizata ca radiosensibilizator, putand permite tratamente eficiente cu doze mai mici
de radiatii. Datele preclinice arata ca asocierea inhibitorilor DNA-PK poate reduce
considerabil doza de radiatii necesard pentru control tumoral. De exemplu, NU7441 a
sensibilizat celulele canceroase la radiatii ionizante cu un factor de 4-12 ori in vitro [43],
sugerand cd un regim cu doza mult mai micd de radiatii ar putea avea acelasi potential
terapeutic. Date clinice timpurii sustin aceeasi directie: inhibitorul DNA-PK peposertib a
demonstrat o radiosensibilizare importantd in studii de faza I, investigatorii sugerand ca
acesta ar putea permite regimuri cu doze reduse de radiatii, posibil chiar mai eficient in
scheme mai fractionate, mentinand niveluri similare de eficacitate [44]. O tendintd similara
este observata si pentru agenti mai noi, precum AZD7648 sau VX-984, care au demonstrat
capacitatea de a amplifica raspunsul tumoral la radiatii in modele preclinice [25]. Desi sunt
necesare studii suplimentare, gama larga de fenotipuri tumorale in care aceasta clasa de



compusi a aratat un beneficiu suplimentar este incontestabila si demonstreaza ca inhibarea
DNA-PK poate amplifica semnificativ efectele radiatiilor, ceea ce, clinic, ar putea permite
utilizarea unor doze mai mici de radiatii fara compromiterea eficacitatii terapeutice.

Desi HR este predominant activa in fazele S si G2 ale ciclului celular, aceasta este un
proces considerabil mai lent. In contrast, NHEJ este un mecanism rapid, care isi mentine
dominanta ca principala cale preferentiala de reparare a DSB-urilor induse de radiatii
ionizante pe parcursul tuturor fazelor ciclului celular [4]. S-a demonstrat ca NHEJ repara
aproximativ 75-80% dintre DSB-urile induse de radiatii ionizante chiar si in faza G2,
dominata de HR [46], in mare parte deoarece este activatd in primele minute dupa iradiere,
in timp ce HR necesita o rezectie extinsa a capetelor ADN, proces care se desfasoard pe
parcursul mai multor ore. Tumorile radio-rezistente tind astfel sa supraregleze mecanismele
rapide NHEJ, ceea ce face ca inhibarea acestei cdi sa raimana o strategie puternica de
radiosensibilizare, 1n special in celulele canceroase cu diviziune rapida, suprasolicitand
functional mecanismul mai lent de rezerva reprezentat de HR si determinand acumularea
de DSB-uri nerezolvate, care imping celula catre catastrofa mitotica.

DNA-PK este esentiala pentru NHEJ clasic, in timp ce mTOR furnizeaza suport
metabolic si translational pentru reparare, proliferare si supravietuire in conditii de stres
genotoxic indus. Exista o interactiune functionala intre aceste douad cai, oferind o justificare
pentru inhibarea combinatd, cu scopul de a intensifica radiosensibilizarea si de a contracara
radio-rezistenta [47,48]. A fost raportata o corelatie in biopsiile de carcinom cervical, in
care tumorile cu expresie redusa a proteinei Ku70 au demonstrat o radiosensibilitate mai
ridicatd, fiind asociate si cu o supravietuire semnificativ mai buna a pacientilor [49].

Provocarile importante pentru translatia clinica includ necesitatea selectiei pacientilor
pe baza biomarkerilor, de exemplu competenta NHEJ, expresia DNA-PK sau statusul
hipoxic, precum si protejarea tesuturilor sdndtoase concomitent cu maximizarea
radiosensibilizarii tumorale, domeniu in care viitoarele sisteme de livrare medicamentoasa
ar putea avea un rol esential [50]. De asemenea, integrarea acestor strategii cu imunoterapia
si alti agenti tintiti reprezintd o directie importantd. Implementarea tehnicilor de
radiosensibilizare in combinatie cu radiofarmaceutice terapeutice si teranostice poate creste
eficienta tratamentului prin valorificarea optima a efectelor radiatiei in contextul terapiei
radionuclidice tintite [30,33,34]. Un accent continuu ar trebui pus pe strategiile viitoare
ghidate de biomarkeri si pe combinatiile terapeutice puternice, pentru obtinerea unui
beneficiu clinic durabil [51].

Tn plus, celulele tumorale au capacitatea de a dezvolta continuu mecanisme complexe
de rezistenta. Heterogenitatea intratumorala in ceea ce priveste dependenta de mecanismele
de reparare a ADN-ului se traduce clinic prin faptul ca doar anumite subpopulatii celulare
dintr-o tumora sau metastaza pot fi puternic dependente de NHEJ, permitand supravietuirea
altor clone cu o capacitate mai mare de HR sau de alaturare a capetelor mediata de
polimeraza 0, respectiv alt-NHEJ [52]. Mai mult, inhibarea DNA-PK poate determina
activarea compensatorie a altor cdi, prin cresterea unor procese alternative de reparare a
DSB-urilor. S-a demonstrat ca inhibarea DNA-PKcs reduce activitatea NHEJ cu



aproximativ 94%, concomitent cu suprareglarea HR si alt-NHEJ de peste 3 ori [53].
Celulele pot, de asemenea, sa restabileasca semnalizarea din amonte, astfel incat pierderea
capacitatii DNA-PK conduce la hiperactivarea kinazei ATM si la amplificarea raspunsului
DDR mediat de p53 [54,55]. Tumorile deficitare in pS3 ocolesc aceasta plasa de siguranta,
iar inhibarea DNA-PK nu reuseste in acest caz sa induca apoptoza in celulele p53-null, care
nu pot executa raspunsul la lezarea ADN-ului dependent de ATM/p53 [55]. Alte
mecanisme de rezerva includ suprareglarea efluxului medicamentos, in care supraexpresia
transportorului ABCG2 reduce nivelurile intracelulare ale inhibitorului DNA-PK CC-115,
generand astfel rezistenta la efectul acestuia, avand in vedere ca CC-115 este substrat atat
pentru ABCG2, cét si pentru ABCBI1 [56]. Aceste adaptari permit celulelor canceroase sa
reziste terapiilor centrate pe DNA-PK, subliniind importanta clinica a depasirii rezistentei
tumorale prin utilizarea sinergica a unor rute terapeutice combinate.

Este de mare importanta sa intelegem ca viitorul medicinei se apropie tot mai mult de o
abordare de tintire foarte specifica, odata cu dezvoltarea unor mecanisme de livrare mai
eficiente. Tn ultimii ani, dezvoltarea unor noi si imbunititite schele proteice de mici
dimensiuni, ca vectori proiectati artificial pentru livrare medicamentoasa sau radiomarcare,
s-a accelerat, generand o baza de date larga si diversd de biomolecule cu selectivitate
ridicatd, afinitate crescuta si stabilitate inalta, unele dintre acestea aflandu-se in prezent in
studii clinice pentru aplicatii de radioimagistica sau radioterapie.

Affibody-urile si proteinele de tip DARPin (Designed Ankyrin Repeat Proteins) sunt
schele proteice de mici dimensiuni, dezvoltate ca mimetice de anticorpi, avand capacitati
de tintire foarte specifice [57]. Affibody-urile sunt constructe peptidice de aproximativ 58
de aminoacizi, derivate din cele 3 helixuri ale domeniului Z al proteinei A din
Staphylococcus, avand o dimensiune redusa, de doar 6-7 kDa. DARPins sunt alcatuite din
proteine cu repetitii de ankirina, respectiv 4—6 repetitii helix-turn-helix de aproximativ 33
de aminoacizi fiecare, fiind usor mai mari, de aproximativ 14-18 kDa [57,58]. Ambele
tipuri de constructe prezinta afinitati de ordin pM—nM fata de tintele lor, stabilitate termica
ridicatd si imunogenicitate redusa [59], fiind structuri proiectate artificial. Rationamentul
utilizarii lor terapeutice sau diagnostice ca vectori consta in capacitatea de a livra selectiv
medicamente si radionuclizi catre tintele dorite, precum receptorii tumorali supraexprimati,
menajand virtual tesuturile sanatoase si concentrandu-se in micromediul tumoral.
Functionalizarea specificd a vectorului poate fi realizatd prin conjugare medicamentoasa la
unul dintre capetele proteinei sau prin radiomarcare, fie direct pe reziduuri specifice,
precum cisteina, fie utilizand chelatori precum DOTA, NOTA etc. De exemplu, DARPIn
ECI1, care tinteste receptorul EpCAM (Epithelial Cell Adhesion Molecule), a fost
functionalizat cu un domeniu de legare de albumina (albumin binding domain, ABD),
pentru prelungirea timpului de injumatétire, precum si cu toxina DM1, derivat al
mertansinei cu efect citotoxic ridicat, care se leaga de microtubuli [60,61]. Studii recente,
inclusiv modele in vitro si animale, arata o eficacitate crescuta si o toxicitate off-target
redusa prin utilizarea metodelor de livrare tintita, precum conjugatele anti-HER?2 affibody-
DM1 [62] sau anti-HER2 DARPin-LoPE [63]. Tn plus, affibody-urile radiomarcate, precum
ABY-025 anti-HER2 marcat cu '''In/**Ga [64,65], si DARPins, precum EC1 anti-EpCAM



marcat cu '*°’] [58], au demonstrat capacitéti imagistice cu contrast ridicat si retentie
tumorala selectiva. Cu toate acestea, metabolismul rapid, imunogenicitatea reziduala si
stabilitatea conjugarii raiman provocari care vor trebui abordate Tn urmatorii ani.

Datorita existentei unor biblioteci extinse de tinte, aceste schele proteice artificiale pot
fi adaptate pentru a obtine afinitati si selectivititi ridicate [57,66] fata de tinta dorita. In
plus, acestea sunt extrem de termorezistente, ceea ce deschide rute de marcare anterior
inaccesibile pentru schelele proteice clasice, precum anticorpii monoclonali, care se
degradeaza la temperaturi mai ridicate [57,66]. Din punct de vedere farmacologic,
affibody-urile de 6—7 kDa si DARPins de 14—18 kDa se afla sub pragul de filtrare renala,
fiind eliminate rapid prin urina [57]. Affibody-urile prezintd un timp de injumatatire foarte
scurt, de ordinul minutelor pana la orelor, in timp ce DARPins, fiind putin mai mari, au
timpi de injumatatire de cateva ore. Cu toate acestea, s-au depus eforturi considerabile
pentru extinderea timpului lor biologic de Injumatatire, prin utilizarea ABD, PEG sau
XTEN [60,61].

Desi aceste schele provin din proteine non-umane, ele au fost proiectate pentru a
minimiza epitopii imunogenici. Clinic, atat affibody-urile, cat si DARPins demonstreaza
imunogenicitate redusa [63]. Ambele clase sunt usor de produs prin culturi bacteriene
recombinante, Tn special E. coli. Pentru chimia de conjugare, grupari reactive, precum
cisteinele, sunt introduse incd din etapele de proiectare in structura moleculara, permitand
formarea unor legaturi stabile. Pentru chimia de radiomarcare, cei mai utilizati chelatori in
aceste sisteme sunt DOTA, NODAGA, NOTA, DTPA, DFO etc.

Affibody-urile si DARPins pot recunoaste specific tinte oncologice supraexprimate,
precum HER2, EpCAM, EGFR etc., cu precizie ridicata, livrand astfel incarcatura
farmacologica sau radionuclidica catre celulele maligne. Comparativ cu anticorpii
monoclonali voluminosi, de aproximativ 150 kDa, care au permeabilitate redusa n tumora
si rate foarte lente de acumulare, schelele mici permit abordari terapeutice rapide si
concentrate, precum $i imagistica in aceeasi zi [58,67].

Cand sunt utilizate in scop imagistic, aceste schele trebuie de obicei adaptate cu
chelatori legati covalent fie la capatul N-terminal, fie la capatul C-terminal [68].
Radionuclizii utilizati frecvent includ izotopi pentru SPECT/PET, precum '"'In, %¥Ga, **™Tc,
8971 [50], precum si nuclizi terapeutici, precum *°Y, '’Lu, '¥Re, ?''At [68]. Pentru
strategiile de tip conjugat schela-medicament, sunt utilizate legaturi covalente stabile
pentru a conecta vectorul de molecula activa, legaturi care pot fi clivate odata ajunse in
interiorul celulei, pentru eliberarea incarcaturii citotoxice.

Ca vectori selectivi, aceste schele pot deplasa concentratia compusului citotoxic dintr-
un cadru sistemic clasic catre o concentratie artificial crescutd in tumord, extinzand
fereastra terapeuticd, asa cum conjugatul bazat pe trastuzumab, T-DM1, a demonstrat o
reducere marcantd a toxicitatii sistemice comparativ cu chimioterapia clasica [60]. Similar,
affibody-ul ZHER2-ABD-mcDM1 a demonstrat o concentratie de mcDM1 livrata in
tumora de 1,45 ori mai mare [60].



Dacd tinta este un receptor care se internalizeaza rapid, poate fi utilizat un radionuclid
cu retentie intracelulara ridicata, precum metalele, sau o0 moleculd citotoxica, pentru a
limita redistributia off-target. In caz contrar, chiar si o tinti care nu se internalizeazi poate
fi utilizata pentru terapie radionuclidica tintita sau pentru aplicatii imagistice, atat timp cat
afinitatea vectorului este ridicata si cinetica de disociere este favorabila.

Pentru terapia radionuclidica tintita, particulele a si, mai ales, B~ pot afecta celulele
adiacente, chiar daca acestea nu exprima tinta. Acest fenomen este denumit efect de
iradiere incrucisata (crossfire effect) [69] si poate creste eficacitatea tratamentului n tumori
heterogene, cu pretul afectarii potentiale a tesutului sandtos inconjurator. Acest aspect
subliniaza importanta alegerii radionuclidului ideal atit pentru vector, cat si pentru tipul de
tumora tratatd; de exemplu, emitatorul alfa >'' At poate produce leziuni foarte intense, dar
ntr-o arie mult mai restransa, comparativ cu '7’Lu, care emite particule B~ cu LET scazut
pe o arie mai larga si stimuleaza efectul bystander pana la zeci de celule distanta [70]. De
asemenea, este important ca doza sa fie calibrata cu atentie pentru a evita suprasaturarea
tumorala, dincolo de care cresterea dozei nu mai aduce un beneficiu real, in timp ce
toxicitatea off-target continua sa creasca [58].

Imagistica moleculara reprezintd o componenta fundamentala a cercetarii biomedicale
contemporane, deoarece permite vizualizarea non-invaziva, cu rezolutie ridicata, a
proceselor biologice si a metabolismului in vivo. Dintre radionuclizii utilizati in tomografia
cu emisie de pozitroni (PET), ®Zr a atras un interes considerabil datorita proprietatilor sale
favorabile [71]. #Zr se dezintegreaza prin emisie B* in proportie de 22,7%, precum si prin
captura electronica in proportie de 77%, catre #mY, care ulterior emite un cuant y de
energie Tnaltd, de 909 keV. Emisia de pozitroni poate fi utilizatd pentru a furniza un semnal
PET robust, cu rezolutie spatiala buna [72—74]. Timpul fizic de injumatatire de 78,4 ore
permite multiple puncte de scanare Intarziate, pana la 10 zile, dupa o singura doza injectata.
Aceste avantaje particulare fac din **Zr o alegere ideald pentru biomolecule cu cinetica
lenta, precum anticorpii monoclonali, sau pentru biomolecule mai rapide modificate pentru
un timp de circulatie prelungit, precum fragmentele de anticorpi, DARPIns sau affibody-
urile. Spre deosebire de izotopii PET cu timp de Tnjumatatire mai scurt, precum "*F (T1/2 =
109,7 min) [75], ¢'Cu (T1/2 = 3,33 h) [76] sau *Ga (T1/2 = 67,6 min) [77], care sunt mai
potriviti pentru vectori cu cinetica rapida, *Zr faciliteaza observarea detaliatd a
biodistributiei anticorpilor, a retentiei tumorale si poate servi drept indicator al eficacitatii
terapeutice pentru acelasi vector trasor sau pentru imunoterapie utilizdnd acelasi anticorp
monoclonal [72,73]. Alegerea chelatorilor bifunctionali, care asigura complexarea stabila a
radiometalului fara a compromite activitatea biologica a moleculei vector, este esentiala
pentru succesul ¥*Zr-immuno-PET. DFO si derivatii sai, precum p-izotiocianatobenzil-
deferoxamina (p-NCS-Bz-DFO), au fost utilizati pe scara larga pentru marcarea cu zirconiu
datorita afinitatii ridicate pentru [*Zr]Zr*" si stabilitatii bune in vivo [78,79]. Cu toate
acestea, in ciuda profilului termodinamic favorabil, complexul [*Zr]Zr-DFO prezinta inca
transchelatate in vivo si acumulare osoasa ulterioara a [3°Zr]|Zr** liber, ridicand intrebari
privind Increderea In evaluarea biodistributiei pe termen lung si riscul de acumulare off-
target [80].



Pentru a depasi aceasta provocare, sunt necesare dezvoltarea si optimizarea unor
strategii de chelare mai performante, cu scopul de a creste stabilitatea radiocomplexului cu
87r si de a minimiza captarea non-tinta. Clinic, *Zr-immuno-PET s-a dovedit semnificativ
in medicina nucleard, in special pentru imagistica tumorilor care supraexprima HER2,
EGFR [81] si VEGF [82,83]. Un pas esential in utilizarea anticorpilor monoclonali ca
radiofarmaceutice a fost radiomarcarea trastuzumabului, un anticorp monoclonal care
tinteste cancerul mamar HER2-pozitiv, in care supraexpresia HER2 stimuleaza
semnalizarea oncogenica prin activarea unei tirozin-kinaze [84-86]. Supraexpresia HER2
este observata in aproximativ 20% dintre cazurile de cancer mamar si reprezintd un
prognostic critic al raspunsului terapeutic [87]; astfel, dezvoltarea trasorilor pe baza de *Zr
care tintesc HER2 reprezinta o piatra de temelie in terapia oncologica de precizie.

Affibody-urile reprezinta o clasa de schele proteice proiectate care ofera o serie de
avantaje fatd de anticorpii monoclonali conventionali in imagistica moleculara. Structural,
affibody-urile sunt alcatuite dintr-un construct cu trei helixuri, mult mai mic decét
anticorpii monoclonali clasici, avand aproximativ 6,5-7,5 kDa, comparativ cu dimensiunea
de aproximativ 150 kDa a anticorpilor monoclonali intregi. Aceasta diferenta importanta de
dimensiune confera o farmacocineticd mai rapida, demonstrata prin clearance sanguin rapid
si penetrare tumorald imbunatatita, permitand un contrast imagistic mai ridicat si o fereastra
imagistica mai scurta dupa injectare. In plus, moleculele de affibody prezinta o stabilitate
fizico-chimica remarcabila intr-un interval larg de temperaturi, pana la 90°C, si valori de
pH intre 2,5 si 11, depdsind semnificativ profilul de stabilitate al anticorpilor monoclonali,
care sunt sensibili la conditii de mediu in afara valorilor fiziologice normale [88—90].

Affibody-urile pot fi produse eficient prin exprimare n sisteme celulare procariotice,
precum E. coli, simplificand provocarile de fabricatie si reducand costurile comparativ cu
anticorpii monoclonali derivati din culturi celulare mamaliene. Imunogenicitatea este mai
redusa pentru affibody-uri decat pentru anticorpii monoclonali, datorita naturii lor
proiectate, non-imunoglobulinice. In plus, prezenta unor situsuri accesibile de conjugare
face ca affibody-urile sa fie adecvate pentru radiomarcarea situs-specifica, facilitand
dezvoltarea radiofarmaceuticelor. Aceste proprietati fac din affibody-uri candidati foarte
atractivi pentru aplicatii de imagistica moleculara, in special imagistica PET, in care
biodistributia rapida si penetrarea tumorald ridicatd sunt esentiale pentru un contrast
imagistic optim [89,90].

Abordarile terapeutice tintite au devenit o directie promitatoare 1n managementul
cancerului ovarian, oferind potentialul unei eficacitati terapeutice crescute si al unei
toxicitati sistemice reduse. Cancerul ovarian este o boala heterogend, caracterizata prin
alterari diverse si cai de semnalizare complexe, necesitand dezvoltarea unor strategii
terapeutice personalizate [91]. Aparitia terapiilor tintite, proiectate specific pentru a
exploata caracteristici moleculare aberante, precum micromediul tumoral sau receptorii
supraexprimati, precum si cdi dereglate in cancerul ovarian, are un potential important
pentru imbunatatirea rezultatelor pacientilor si depasirea limitarilor terapiilor
conventionale. Prin tintirea selectiva a unor determinanti moleculari cheie si a



vulnerabilitatilor tumorale, aceste abordari de medicina de precizie ofera potentialul de a
inhiba cresterea tumorald, de a reduce rezistenta la tratament si de a imbunatati
supravietuirea globald a pacientelor cu cancer ovarian.

DARPIn-ul Ecl, apartinand unei clase de proteine de legare proiectate si extrem de
adaptate, prezinta un design molecular unic, care permite tintirea specifica a receptorului
EpCAM in cancerul ovarian [92]. Tehnologia DARPin utilizeaza o schela proteica
modulard, alcatuita din domenii de legare mici si foarte stabile, care pot fi proiectate pentru
a recunoaste molecule tinta specifice cu afinitate si specificitate ridicate. In cazul DARPin
Ecl, domeniul sau de legare a fost adaptat pentru a recunoaste si a se lega selectiv de
domeniul extracelular al EpCAM, o proteina de suprafatd celulard supraexprimata in
diverse tipuri de cancere epiteliale, inclusiv cancerul ovarian, rezultand o tintire eficientd a
celulelor tumorale. Aceste caracteristici fac din Ecl un vector sau trasor adecvat pentru
livrarea selectiva a efectului citotoxic furnizat de un compus toxic, precum
DM1/mertansina, care se leaga selectiv de microtubulii din celulele canceroase, conducand
la inhibarea diviziunii celulare prin perturbarea asamblarii microtubulilor [93].

Un domeniu de legare a albuminei (aloumin binding domain, ABD) este o componenta
proteica proiectata pentru a prezenta afinitate selectiva fatd de albumina sericd umana
(human serum albumin, HSA) [94], principala proteina plasmatica. Rolul principal al ABD
este de a exploata caracteristicile intrinseci ale albuminei, precum abundenta si timpul lung
de circulatie, pentru a conferi persistenta extinsa in circulatia sistemica agentilor terapeutici
sau probelor imagistice, prin formarea unui complex reversibil, non-covalent, cu albumina.
Includerea unui ABD 1in designul molecular ofera mai multe avantaje, inclusiv evitarea
clearance-ului renal rapid, protectia impotriva degradarii enzimatice si distributia facilitata
Tn organism prin intermediul sangelui.

Designul molecular ales in aceasta lucrare include doua variante diferite, in care ABD
este legat de capatul C-terminal sau N-terminal al DARPin Ecl, respectiv Ec1-ABD-DM1
si ABD-Ec1-DM1. Eticheta (HE)3 a fost inclusa la capatul N-terminal pentru ambii
compusi, pentru radiomarcarea cu [*™Tc]Tc(CO)s si caracterizarea cantitativa a
proprietitilor acestora. In comparatia directa in testul de specificitate a legarii, a fost
observatd o tendintd in care Ec1-ABD-DMI1 a prezentat o activitate asociata celular mai
mare decat ABD-Ec1-DMI, tendintd similara pentru ambele linii celulare, OVCARS3 si
SKOV3. Influenta HSA asupra legérii de EpCAM a fost evaluata prin compararea legérii in
prezenta sau absenta HSA. Pentru celulele OVCAR3, a fost observatd o activitate asociata
celular mai mare pentru ABD-Ec1-DMI (p < 0,01) in prezenta HSA, in timp ce pentru
Ec1-ABD-DM1 nu a fost observata nicio diferenta. In schimb, in celulele SKOV3, a fost
observata o activitate asociatad celular mai mare pentru Ec1-ABD-DML1 (p < 0,001) in
absenta HSA comparativ cu prezenta HSA, in timp ce pentru ABD-Ec1-DM1 nu a fost
observata nicio diferenta. Acest lucru sugereaza cd formarea complexului ABD-HSA
reduce legarea de EpCAM; totusi, trebuie mentionat ca aceastd scadere a legarii este relativ
minora, de 1,3 ori in celulele OVCAR3 si de 1,4 ori in celulele SKOV3. Afinitatea de
legare fata de EpCAM madsuratd in prezenta HSA a fost in interval subnanomolar pentru



[*°mTc]Tc(CO)s-Ec1-ABD-DMI si 1n interval nanomolar scazut pentru [*™Tc]Tc(CO)s-
ABD-Ec1-DMI1. Valorile de afinitate pentru [*™Tc]Tc(CO)s-Ec1-ABD-DM1 (0,14 + 0,01
nM) sunt in buna concordanta cu valorile de afinitate obtinute anterior pentru DARPin Ecl
in celulele OVCAR3, respectiv 35 pM pentru ['*I]I-PIB-Ec1 [58], in timp ce afinitatea
[*mTc]Tc(CO)s-ABD-Ec1-DM1 (1,24 £ 0,11 nM) este cu un ordin de marime mai mica,
sugerand o capacitate de legare redusa a acestui construct fatd de EpCAM. Observate pe o
perioada mai lunga de incubare, curbele de captare sunt foarte consistente, indicand o
internalizare lenta si continud, care urmeaza fractia totala asociata celular, fara atingerea
unel faze de saturatie chiar si dupd 24 de ore de incubare. Fractia internalizata a fost usor
mai ridicatad pentru celulele SKOV3 (35 + 1%) comparativ cu OVCAR3 (25 + 2%), dar a
fost similara intre diferitele designuri moleculare: 25 + 2% pentru Ec1-ABD-DMI si 25 +
0% pentru ABD-Ec1-DML1 in celulele OVCARS, respectiv 35 + 1% pentru Ec1-ABD-DM1
s1 35 £ 0% pentru ABD-Ec1-DM1 1in celulele SKOV3. Acest tipar de captare sugereaza
potentialul pentru o actiune citotoxica de lunga durata, fara saturarea receptorilor EpCAM,
precum si o captare lentd si continua si eliberare a medicamentului DM1 din complexul
ABD-HSA, ceea ce poate exercita un stres citotoxic constant asupra celulelor canceroase
pe o perioadd mai lunga.

Constructele bazate pe Ec1-ABD-DMI1 reprezinta, impreuna cu alte complexe care
contin DM1 si se bazeaza pe alte schele proteice proiectate, precum affibody-ABD-DM1
[60,95] st ADAPT6-ABD-DMI [95,96], o clasa de bioconjugate proiectate pentru livrarea
medicamentoasa tintita de precizie in terapia cancerului. Integrarea unui ABD asigura
circulatia sistemica prelungitd si acumularea tumorald crescutd a incarcaturii citotoxice
livrate de DM1. Aceste constructe prezintd caracteristici moleculare si atribute functionale
distincte, care contribuie la potentialul terapeutic specific fiecaruia.

Similar constructelor DARPin, complexele ADAPT6-ABD-DMI utilizeaza proteine
ADAPT mici (Albumin-binding Domain-derived Affinity Proteins), de 46-59 aminoacizi
sau 5—7 kDa, proiectate pe baza unui domeniu cu structura de fascicul de trei helixuri
derivat dintr-un domeniu de legare a albuminei din proteina G streptococica [91]. Acest
construct oferd avantajul recunoasterii tintei bazate pe ADAPT, putidnd extinde gama
indicatiilor oncologice tintite. Fiind molecule chiar mai mici decat DARPins, constructele
care utilizeazd ADAPTG6 ca element de tintire prezinta clearance mai rapid si ar putea fi mai
potrivite pentru aplicatii imagistice decat pentru interventii terapeutice de lunga durati. In
mod similar, constructele affibody-ABD-DMI1 utilizeaza molecule affibody, proteine
proiectate mici, de 58 de aminoacizi sau 67 kDa [97], cu structura de fascicul de trei
helixuri, pentru recunoastere si legare precisa a tintei. Complexele bazate pe affibody
pentru tintirea specificd a micromediului tumoral sau a receptorilor supraexprimati au
demonstrat timpi mai lungi de circulatie si retentie In tumori, fiind astfel foarte bine
adaptate atat pentru scopuri imagistice, cat si terapeutice.

Desi constructele bazate pe DARPin Ec1-ABD-DM1, affibody-ABD-DM1 si
ADAPT6-ABD-DM1 impartasesc obiectivul comun al livrarii medicamentoase tintite
folosind DM ca agent citotoxic, designurile lor moleculare foarte diferite si proprietatile



distincte de recunoastere a tintei evidentiaza versatilitatea si modularitatea acestor
bioconjugate. Alegerea intre aceste constructe depinde de factori precum profilul de
expresie al receptorului tintd, farmacocinetica dorita si obiectivele terapeutice [98,99],
subliniind importanta unei abordari adaptate si personalizate in optimizarea strategiilor de
tratament oncologic.

Rezultatele preliminare obtinute in acest proiect arata ca ambele constructe proteice pot
fi radiomarcate cu tricarbonil de tehnetiu-99m si demonstreaza legare specifica de EpCAM
pe celule canceroase vii. Rezultatele sugereaza, de asemenea, cd pozitia domeniului ABD
in conjugatele medicamentoase DM1 bazate pe Ecl este importantd pentru tintirea
EpCAM. Atunci cand ABD a fost localizat la capatul N-terminal al Ecl, a fost observata o
afinitate de legare redusa a constructului ABD-Ec1-DM1 fata de EpCAM, comparativ cu
constructul in care ABD este pozitionat C-terminal, EcC1-ABD-DMI1. Acest lucru indica
faptul ca designul molecular care contine ABD la capatul C-terminal ar putea fi preferabil
pentru tintirea EpCAM fata de pozitionarea la capatul N-terminal in constructele bazate pe
DARPin Ecl. Sunt de interes studii suplimentare care sa investigheze influenta ABD
asupra extinderii timpului de injumatatire al conjugatelor si asupra tintirii tumorale in vivo.
Aceste rezultate evidentiaza, de asemenea, avantajul important al utilizarii conjugatelor
vector-medicament si tehnicile practice necesare pentru obtinerea si testarea acestor
compusi.

Aceste constatari sustin rationamentul utilizarii unui affibody anti-HER2 marcat cu ¥Zr
ca alternativa la trasorii imagistici deja consacrati pe baza de anticorpi monoclonali,
precum trastuzumab sau pertuzumab, a caror utilitate ramane limitata de timpul biologic de
injumatatire scurt, fereastra imagisticd intarziatd si doza radioactiva crescutd la nivelul
tesuturilor sandtoase [72,100—102]. Moleculele de affibody ofera avantaje cheie care
abordeaza aceste limitdri, precum clearance-ul rapid, acumularea rapida si penetrarea
tumorala eficienta, datorita dimensiunii lor reduse.

Am demonstrat ca solutia de [*Zr]Zr-oxalat obtinuta dupd procesarea materialului
iradiat depaseste standardele Farmacopeei Europene, cu o puritate radionuclidica de 99,9%
si o puritate radiochimica de peste 95%, avand 1n vedere cd abaterile de la aceste standarde
ridicate pot genera produse finale nesigure pentru pacienti.

Un aspect semnificativ observat este stabilitatea buna a affibody-ului anti-HER2 marcat
cu ¥Zr la punctul de timp de 24 de ore, cu o puritate radiochimica de peste 75%, atét in ser
de sobolan, cat si in ser uman. Diferentele dintre puritatile radiochimice obtinute pentru
compusul nostru si alte entitati moleculare studiate [103,104] sugereaza o integritate
structurala mai buna a radioconjugatului in conditii biologice, posibil datorita unui complex
de chelare mai stabil sau protectiei sterice oferite de schela affibody.

In plus, influenta conditiilor de marcare, in special pH-ul, reprezinti o observatie
importanta, [*Zr]Zr-p-NCS-Bz-DFO-anti-HER?2 affibody atingand un randament de peste
75%, cu o puritate radiochimica de peste 87%, folosind conditii blande de marcare,
respectiv pH 7,2 £ 0,2 si temperatura camerei.



Am confirmat profilul de stabilitate al radio-schelei noastre, observand o degradare mai
mare pentru affibody-ul anti-HER2 marcat cu *Zr in ser uman dupa 24 de ore de incubare.
Acest test este important in evaluarea viitorului translational al oricarui compus dezvoltat,
iar necesitatea unei optimizari suplimentare ramane esentiala. Studiile viitoare ar trebui sa
investigheze utilizarea unor chelatori mai performanti, precum DFO*, DFO-cyclo* sau alte
schele macrociclice care au fost validate si au demonstrat stabilitate mai buna in medii
biologice [105-107]. Tn plus, strategiile situs-specifice ar putea depisi degradarea
enzimatica a chelatorului [108].

Specificitatea pastrata a vectorului a fost confirmata prin analiza comparativa directa
intre BT-474 si MCF-7, in care linia celularda HER2-pozitiva a demonstrat captare si
retentie mai bune comparativ cu varianta negativa [109,110]. Fractia redusa de retentie
observata in linia MCF-7, care nu exprima HER2, este cel mai probabil datorata legarii
nespecifice de diferite structuri moleculare prezente pe suprafata celulara, aspect sustinut
de scaderea abruptd in faza de retentie. Comparativ cu BT-474, este vizibild o diferenta
importanta atat in captare, cét si in retentie, BT-474 demonstrand o retentie puternica
bazata pe legarea selectiva si intensa a affibody-ului de tinta HER2.

In concluzie, aceste rezultate demonstreaza ca [**Zr]Zr-p-NCS-Bz-DFO-anti-HER?2
affibody reprezinta un radiotrasor promitator pentru imagistica PET a neoplasmelor HER2-
pozitive. Cu toate acestea, sunt necesare studii suplimentare in vivo pentru evaluarea
completd a farmacocineticii, dozimetriei si profilului de siguranta, precum si pentru
optimizarea ulterioara a comportamentului biologic. Biodistributia favorabila a affibody-
ului sustine suplimentar potentialul sau pentru translatie clinicd, prin imbunatatirea
contrastului imagistic si reducerea iradierii off-target comparativ cu alternativele bazate pe
anticorpi monoclonali intregi.

Integritatea analizei de docking depinde intr-o mare masura de acuratetea energiei de
legare prezise, incluzand interactiunile intermoleculare, solvatarea si modificarile
conformationale. Atunci cand pLDDT este utilizat ca indicator al fiabilitatii predictiei
AlphaFold2 dincolo de algoritmii de cautare, aceasta acuratete devine critica. Din cauza
dificultatii algoritmice a calculului exact al energiei libere pentru studiile de docking de
rutind, functiile de scor sunt proiectate sd utilizeze modele matematice simplificate, care
pot fi clasificate Tn patru tipuri: bazate pe campuri de fortd, bazate pe cunoastere, bazate pe
invatare automata si empirice. Functiile bazate pe fizica Tnsumeaza atat interactiunile
covalente, cét si pe cele necovalente, precum interactiunile van der Waals, atractiile
electrostatice, legaturile de hidrogen si solvatarea. Functiile bazate pe cunoastere deriva
potentiale statistice din baze de date proteine—ligand cunoscute, utilizand adesea relatia
Boltzmann inversa, in care contactele atomice frecvent observate sunt marcate ca
favorabile. Modelele de invétare automatd au evoluat pentru a depasi formulele liniare fixe
si pentru a invata relatii neliniare din seturi mari de date. Functiile empirice ajusteaza
termeni ponderati de interactiune la date experimentale de legare [111-113].

O limitare importanta a metodelor standard de docking este comportamentul non-static
al biomoleculelor reale. Ligandul adopta constant multiple conformatii, iar proteinele isi



modifica de obicei forma tridimensionala la legare. Acest fenomen poate fi descris prin
conceptele de induced fit si selectie conformationala: induced fit presupune ajustarea
proteinei dupa apropierea ligandului, in timp ce selectia conformationald presupune ca
proteina exista deja ca un ansamblu de stari posibile, iar ligandul se leagd de una dintre
acestea, modificand astfel distributia populationald. Acest aspect este esential deoarece
datele obtinute prin docking rigid reprezinta o aproximare grosiera a comportamentului
real. Pentru a gestiona flexibilitatea intrinseca, au fost dezvoltate mai multe strategii,
precum dockingul flexibil, flexibilitatea lanturilor laterale, relaxarea moleculara si
dockingul de ansamblu. Dockingul de ansamblu este deosebit de important deoarece
inlocuieste metodologia bazata pe o singura structurd a receptorului cu o abordare
populationala, care imitd mai fidel intelegerea actuala a biologiei structurale [111,114].

O alta limitare critica este modul in care prezenta apei, entropia si dinamica sunt
integrate 1n spatiul de simulare. Dockingul are o capacitate rezonabil de buna de generare a
pozitiilor de legare, dar incd nu permite predictii precise ale afinitatii de legare, 1n principal
din cauza simplificdrii excesive a importantei solventului, a retelelor de legaturi de
hidrogen si a dinamicii reale a sistemului. Majoritatea metodelor de docking neglijeaza
prezenta apei sau o includ doar subtil, desi moleculele de apa pot actiona ca mediatori ai
contactelor cheie si pot remodela reteaua de interactiuni. Entropia este, de asemenea, dificil
de simulat, deoarece dinamica legarii se modifica permanent, in special libertatea
conformationala atat a ligandului, cat si a proteinei. Din acest motiv, functiile de scor din
docking trebuie intelese separat de energiile libere fizice exacte de legare, fiind mai
degraba aproximari utile pentru clasificare si generare de ipoteze, nu descrieri
termodinamice complete, iar validarea experimentala ramane necesara [111,114,115].

RMSD-ul domeniului trunchiat a fost in medie de 4 A in toate simulirile de dinamica
moleculard, sugerand instabilitatea structurald a domeniului kinazic, chiar si atunci cand au
fost aplicate restrangeri de 30 N/m. Aceste rezultate sugereaza ca domeniul FAT ar putea
avea un rol important in mentinerea stabilitatii buzunarului de legare. Desi realizarea unei
simulari de dinamica moleculara a Intregii proteine este nefezabila pe majoritatea
sistemelor computationale, studiile viitoare ar trebui sd includa si domeniul FAT si sa
clarifice dacd acesta actioneaza ca o scheld structurald pentru domeniile catalitice kinazice
functionale.

Structura noastra PDB a inclus AZD7684 ca ligand deja co-cristalizat, pe care |-am
utilizat drept control pozitiv. RMSD-ul ligandului control pozitiv dupa suprapunerea pe
receptor a sugerat ca ligandul a suferit deplasari tranzitorii fata de modelul nativ de legare,
inainte de o tranzitie finald cdtre o conformatie mai stabila energetic.

AZD7684 redocat si VX984 docat au prezentat disociere spontana din cauza unor
valori nefavorabile ale energiei libere de legare, confirmate de calculele MM-PBSA.
Aceastd disociere spontana ar putea fi determinatd de instabilitatea generald a domeniului
trunchiat si de interactiuni intermoleculare nefavorabile. PIK-75 a prezentat un profil
conformational similar cu cel al controlului nativ. Totusi, a demonstrat o conformatie mai
instabila si a migrat din buzunarul de legare la punctul de timp de 150 ns. M3814 a



prezentat stabilitate 1n etapele initiale, dar a migrat constant in afara buzunarului de legare,
atingand un platou RMSD de peste 5 A dupi 100 ns. In consecinti, aceste simuliri nu
sustin o clasificare robusta a afinitatii sau presupuneri termodinamice cantitative precise.

Toate calculele MM-PBSA au generat energii libere de legare medii pozitive,
demonstrand ca, desi unii liganzi au ramas structural stabili relativ la sistemul foarte
flexibil, toate sistemele au fost, in final, instabile termodinamic, nereusind sa recreeze fidel
conditiile fiziologice de legare.

Simularile care au inclus restrangeri de 30 N/m asupra tuturor atomilor proteici au
aratat rezultate aproape identice, demonstrand suplimentar ca restrangerile singure nu au
putut compensa domeniile structurale lipsa.

In final, valorile RMSD ale ligandului suprapus si valorile instabile ale energiei libere
de legare MM-PBSA indica faptul ca sistemul trunchiat este instabil termodinamic si
nefiabil pentru simularea precisa a energiei libere de legare a ligandului, a buzunarului de
legare si a conformatiilor din jurul acestuia. Studiile viitoare ar trebui sa includa alte
domenii ale enzimei DNA-PKcs, pentru a obtine un buzunar de legare mai stabil din punct
de vedere termodinamic si fizic.

Per ansamblu, aceste date sustin rationamentul utilizarii fluxurilor computationale de
lucru, inclusiv modelarea receptorilor asistatd de inteligenta artificiala, dockingul la scara
larga si screeningul focalizat al derivatilor, pentru prioritizarea etapelor de design
radiofarmaceutic inainte de sinteza experimentala. Astfel, studiile viitoare de docking
raman foarte relevante pentru designul trasorilor, nu ca dovada independenta a eficacitatii,
ci mai degrabad ca etapa rationala de filtrare in evaluarea tiparelor de modificare care
pastreaza angajarea tintei, permitand in acelasi timp modificarile dorite, precum
radiomarcarea sau designul molecular, de exemplu domenii ABD sau structuri de spacer.
Acest aspect este critic pentru inhibitorii DNA-PK, deoarece DNA-PKcs joaca un rol
central in mecanismul NHEJ si este recrutata timpuriu la situsurile DSB, ceea ce o face un
partener farmacologic logic pentru terapia radionuclidica tintita si chiar un vector rezonabil
pentru aplicatii de radioterapie tumorala. Recenzii recente au etichetat clar inhibitorii
repararii ADN-ului, inclusiv inhibitorii DNA-PK, drept parteneri promitatori pentru terapia
radionuclidica tintitd, in timp ce studiile experimentale continud sd demonstreze ca
inhibarea DNA-PK poate amplifica puternic raspunsul la radiatii [42,116,117].

Pe de alta parte, potentialul translational al inhibitorilor DNA-PK va depinde in mare
masurad de o caracterizare experimentala mai profunda. Derivatii compatibili cu dockingul
trebuie validati experimental in continuare din perspectiva fezabilitatii sintezei, chimiei de
radiomarcare, afinitatii fata de tintd, comportamentului intracelular, localizarii nucleare,
rezidentei In proximitatea ADN-ului, stabilitdtii metabolice si indicelui terapeutic. Aceeasi
precautie se aplica si modelelor receptorilor utilizate pentru predictie. AlphaFold2 a
facilitat accesul la ipoteze structurale, insa performanta sa rdmane limitata in sistemele
dinamice, in starile conformationale induse de ligand, in regiunile flexibile si in contexte n
care geometria situsului de legare este sensibila la cofactori sau la stari proteice alternative.



Studii recente au aratat cd modelele bazate pe AlphaFold pot sustine screeningul virtual,
subliniind necesitatea unei pregatiri mai bune a receptorului si a unor metodologii de
simulare mai realiste. Acestea fiind spuse, urmatoarea etapa rationald se va baza probabil
nu doar pe dezvoltarea unor liganzi mai buni, ci si pe instrumente predictive optimizate,
receptorului si metode de simulare moleculard predictivd mai standardizate, capabile sa
reduca distanta dintre datele informative de legare si comportamentul radiofarmaceutic real
n sisteme biologice [118-120].

Analizand datele de viabilitate la 24 de ore, tiparul de raspuns aratd o dependenta clara
de linia celularda. MDA-MB-231 prezintd un raspuns mai clar dependent de concentratie la
inhibarea DNA-PK, in special pentru grupurile de combinatie, unde tratamentele care induc
leziuni ADN prezinti rezultate mai bune decat monoterapia. In contrast, MCF-7 prezinti
un profil mai plat si heterogen, cu suprapuneri mai largi intre barele de eroare si o inhibare
dependentd de doza mai putin consistentd. Acest fenomen este explicabil biologic prin
dependenta MDA-MB-231 de NHEJ, unde blocarea DNA-PK ar trebui sa compromita
principala cale functionald de reparare a DSB-urilor. Studii publicate suplimentare sustin,
de asemenea, faptul ca MDA-MB-231 prezinta o utilizare redusd a HR si o sensibilitate
crescuta la inhibarea DNA-PK in contextul defectelor de reparare [121]. DNA-PK este
esentiala pentru repararea DSB-urilor mediata de NHEJ, iar inhibarea sa este de asteptat sa
creasca vulnerabilitatea fata de agentii care induc DSB-uri.

Strategiile combinate bazate pe [**Cu]CuCl. arata o radiosensibilizare mai puternica in
MDA-MB-231 decéat in MCF-7. Viabilitatea MDA-MB-231 pentru monoterapia cu
[¢*Cu]CuCl: se afla in intervalul de aproximativ 70—75%, In timp ce mai multe combinatii
inhibitor + [**Cu]CuCl: reduc suplimentar viabilitatea, demonstrand cd inhibarea DNA-PK
afecteaza repararea leziunilor ADN induse de radiatie. Acest rezultat este concordant cu
rationamentul terapeutic al [**Cu]CuCl: [13,14], care combind emisii B~ cu LET scdzut cu
emisii de electroni Auger cu LET ridicat si s-a demonstrat ca induce modificari ale
viabilitatii celulare, leziuni ADN, stres oxidativ si cai de raspuns la stres in celulele
canceroase. In contrast, inhibitorii combinati cu [**Cu]CuClz nu reduc constant viabilitatea
sub nivelul monoterapiei cu [**Cu]CuCl. in MCF-7. In mai multe conditii, viabilitatea chiar
se Tmbunatateste comparativ cu monoterapia cu [**Cu]CuCl..

Combinatiile cu doxorubicina au demonstrat cea mai puternica potentare, in special
pentru MDA-MB-231, unde datele de viabilitate arata o reducere sub nivelul controlului
tratat doar cu doxorubicind pentru majoritatea conditiilor cu inhibitori. Acest lucru indica
un efect sinergic sau cel putin aditiv intre inhibitorii DNA-PK si efectul genotoxic indus de
doxorubicina. Tendinta este prezenta si pentru linia celulara MCF-7, Tn special in cazul
M3814 si pentru unele grupuri CC-115, desi rezolutia efectului este mai redusd comparativ
cu MDA-MB-231. Aceste rezultate se potrivesc bine cu rolul cunoscut al inhibitorilor
DNA-PK ca amplificatori ai leziunilor ADN induse de radiatii si farmacologic. Studiile
preclinice care analizeaza inhibarea selectiva a DNA-PK au demonstrat, de asemenea,



potentarea efectelor radiatiilor ionizante si ale doxorubicinei [42]. Totusi, pe baza exclusiva
a datelor de viabilitate, efectul sinergic ar trebui confirmat prin analize suplimentare.

M3814 pare sa induca unul dintre cele mai puternice efecte inhibitorii, in special la
concentratiile mai ridicate. Totusi, exista o distributie de tip platou, Inca neelucidata, pentru
concentratiile intermediare si mai mici. In viitor, este necesard o analiza mai detaliati a
concentratiilor dintre C1 si C2, pentru a obtine o imagine mai clard a curbei doza—efect.
CC-115 poate prezenta un efect mai larg datorita blocarii cumulative atat a DNA-PK, cét si
amTOR, ceea ce inseamna ca citotoxicitatea sa poate reflecta afectarea simultana a
repararii DSB-urilor si a semnalizarii de supravietuire si crestere. Acest lucru ar putea
explica performanta sa bund in combinatiile cu doxorubicina, dar mai redusd in combinatie
cu [**Cu]CuCl.. PIK-75 este un inhibitor DNA-PK/PI3K mai putin selectiv, iar efectul sau
este astfel mai dificil de interpretat, deoarece o parte a acestuia poate proveni din inhibarea
caii PI3K, nu doar din blocarea DNA-PK. Per ansamblu, aceste date sustin rationamentul
conform cdruia inhibitorii DNA-PK sensibilizeaza preferential modelul tumoral MDA -MB-
231 dependent de NHEJ la leziunile ADN induse de doxorubicind si radiatii, in timp ce
MCF-7 prezinta un profil mai rezistent, probabil datoritd pastrarii capacitatii HR si unei
posibile activitati compensatorii DDR.

Analiza in functie de timp a aratat ca efectul citotoxic indus de inhibarea DNA-PK si
[**Cu]CuCl. are un varf intarziat si creste marcat la 72 de ore, in special in linia celulara
MDA-MB-231 dependenta de NHEJ. Desi ambele linii celulare au mentinut o viabilitate
relativ ridicata in primele 24-48 de ore, MDA-MB-231 a prezentat o pierdere marcata a
viabilititii dupd 72 de ore de incubare, sustinand ipoteza noastra. In contrast, MCF-7,
competentd pentru HR, a prezentat doar o sensibilitate intarziata partiald, sugerand
existenta unei capacitati compensatorii de reparare a ADN-ului sau a unui prag mai ridicat
pentru letalitatea indusa de radiatii.

Reducerea puternica a viabilitatii observata la 72 de ore este concordanta cu
comportamentul biologic Intarziat al leziunilor ADN nerezolvate, desi este necesara
diferentierea intre aceasta particularitate biologica si cinetica rapida a repararii DSB-urilor.
Deoarece mecanismele intrinseci de reparare a DSB-urilor au loc in 1-2 ore pentru calea
NHE]J sau in peste 8 ore pentru mecanismul HR [122], leziunile persistente care raman
nerezolvate peste 24 de ore sunt interpretate de obicei ca leziuni reziduale sau ca un set
complex de leziuni dificil de reparat. S-a evidentiat ca retentia focarelor YH2AX peste 24
de ore dupa lezarea ADN-ului se coreleaza strans cu pierderea supravietuirii clonogenice,
iar celulele care retin focare RADS51 la 1224 de ore dupa iradiere au o probabilitate
crescutd de a muri [123,124]. Multiple studii arata ca fragmentarea apoptoticd a ADN-ului
devine observabila Incepand cu 48 de ore, cu efecte biologice apoptotice clare la 72 si chiar
96 de ore [125,126]. Tn plus, s-a demonstrat ci blocarea DNA-PK prelungeste activ aceasti
fereastra, impingand revenirea la valorile bazale pentru focarele yYH2AX/53BP1/pATM
induse de radiatii la aproximativ 6 ore. Atunci cdnd inhibarea DNA-PK este utilizatd in
combinatie cu leziuni ADN induse de radiatii, focarele persista cel putin 72 de ore,
Tmpreuna cu micronuclei si un blocaj G2/M prelungit [42]. Scaderea semnificativa a



viabilitatii la 72 de ore In MDA-MB-231 consolideaza concluzia ca inhibarea DNA-PK
compromite repararea leziunilor ADN induse de [**Cu]CuCl., conducand in final la moarte
celulara apoptotica sau mitotica intarziata.

Rezultatele analizei YH2AX pe MDA-MB-231 ar fi putut fi determinate de o
interactiune intre inhibitorii DNA-PK si fosforilarea focarelor yYH2AX. Metoda se bazeaza
pe detectarea rapida a fosforilarii moleculelor histonei H2AX din jurul leziunilor la serina
139, de catre kinaze de tip PI3K-like, ca raspuns la DSB-uri induse. Interferenta
inhibitorilor DNA-PK cu activitatea acestor kinaze specifice ar putea fi mai pronuntata in
cazul celulelor dependente de NHEJ, precum MDA-MB-231, si nu in cazul celor mai putin
dependente de NHEJ, precum MCF-7.

Studii anterioare au aratat ca prezenta inhibitorilor DNA-PK a determinat o scadere a
focarelor YH2AX dupa iradierea y a celulelor RIC1 [127,128]. Am observat o interactiune
similara pentru MDA-MB-231 atunci cand au fost incubate cu CC-115, cu si fara
doxorubicina. Prezenta inhibitorului a determinat o usoara scadere a YH2AX dupa
expunerea la inductorul de leziuni ADN. Experimentele viitoare se vor concentra pe
depasirea barierei pe care inhibitorii DNA-PK par sa o impuna functionalitatii testului
YH2AX si pe identificarea unor metode alternative de analiza a leziunilor ADN, precum
testul cometa [129,130].

Aceste constatari arata o diferentd clara intre efectele inhibarii DNA-PK asupra a doud
modele de carcinom mamar, derivata din dependenta individuald de NHEJ, si propun o cale
rationald pentru obtinerea unui efect radioterapeutic amplificat prin exploatarea
vulnerabilitatilor intrinseci ale tipului tumoral.

Avand in vedere rezultatele actuale, studiile viitoare vor continua s evalueze
concentratiile C1 si C2 ale PIK-75 si CC-115 in ceea ce priveste potentialul lor
radiosensibilizator, stabilind baza pentru caracterizarea in vivo si urmarind obtinerea unei
perspective mai clare asupra rolului lor in sensibilitatea celulara la stresul genotoxic, in
special asupra potentialului sinergic atunci cand sunt combinati cu agenti care induc leziuni
ADN si cu optiuni terapeutice deja consacrate, mai ales abordari radioterapeutice, unde
efectul lor pare sa aduca cel mai mare beneficiu.
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