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RESUMEN

El cancer es una de las principales enfermedades a nivel global. A pesar
de los grandes avances terapéuticos, muchos de los farmacos utilizados hoy
en dia presentan baja selectividad y elevada toxicidad. Ademas, el desarrollo
de resistencias tumorales al tratamiento que resultaba primariamente eficaz es
un problema clinico muy comun. Esto hace necesaria la busqueda de
alternativas farmacoldgicas con una mejor relacion beneficio/riesgo. En este
sentido, los productos naturales resultan ser una fuente muy relevante de
estructuras quimicas con interés biomédico. Particularmente, las
naftoquinonas y sus derivados se consideran estructuras quimicas

privilegiadas para el desarrollo de nuevos agentes antitumorales.

En esta Tesis, utilizando una estrategia basada en el cribado fenotipico
de quimiotecas enriquecidas en derivados de naftoquinonas, se seleccionaron
los productos denominados CM363 e ihf-c6. Estos mostraron una mayor
eficacia antitumoral en leucemias donde la ruta de sefializacion JAK2/STATS5
es biologicamente relevante, especialmente en modelos celulares de
Leucemia Mieoloide Cronica (CML) y Eritroleucemia Humana (HEL). En la
CML, su eficacia in vitro, se asocid con la inhibicion de la ruta de
sefializacion, constitutivamente activa, Brc-Abl/JAK2/STATS. La actividad
del CM363 se asocio, entre otros fendmenos moleculares, con: 1) parada del
ciclo celular en fase S, 2) muerte de la célula por apoptosis, 3) activacion de
INK, 4) liberacion del citocromo C, 5) activacion de las caspasas -3 -9, 6)
activacion de Chkl y Chk2, 7) inhibicion de la expresion y/o actividad de
Cdc25, 8) reduccion de la expresion de Mcl-1 y 9) incremento de los niveles
de la proteina YH2AX. Particularmente relevante, resultd el que ambos
compuestos se mostraran eficaces en células de leucemia resistentes al
imatinib, el antitumoral utilizado en clinica, potenciando, en el caso de

CM363, la actividad antitumoral del mismo. Finalmente, cabe destacar que



CM363 mostré una importante eficacia antitumoral in vivo, en un modelo de

ratones con xenoinjertos de CML humanas.

En conclusion, esta Tesis Doctoral aporta evidencias experimentales
que sugieren que el desarrollo de nuevos derivados naftoquinoénicos puede
tener un enorme interés para la terapia farmacoldgica de las leucemias

humanas.
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Abreviaturas

Al Bcl-2 family apoptosis regulator
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Bax Bcl-2-interactive cell death susceptibility regulator
Bcl-2 Apoptosis regulator
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Bcl-XL Bcl-2 family apoptosis regulator

CD45 Cluster of differentiation

CDK Cyclin Dependent Kinase

CIS Cytokine Inducible SH2 Containing Protein
CML Chronic Myelogenous Leukemia

DMSO Dimetilsulféxido

EGF Epidermal Growth Factor

EPO Erytropoyetin

ERK Extracellular Regulated Kinases

ESS Extended SH2-subdomain

FBS Fetal Bovine Serum

GAS Gamma interferon activation site

GH Growth Hormone

GHR Growth Hormone Receptor

HDAC Histone deacetylases

HSP90 Heat Shock Protein 90 kDa

HEL Human Erythroleukemia

M Imatinib
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MEK
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STAT
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Mitogen Activated Protein Kinases
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Myeloproliferative Disorders
Myeloproliferative Neoplasm

Tetrazolium salt 3-(4,5-methyltiazol- 2yl-)-2,5diphenyl-
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Introduccion

1. Cancer

1.1. Aspectos generales

El cancer es una de las principales causas de morbi-mortalidad a nivel
global, siendo la segunda causa de muerte en nuestro pais, segun datos de
2015 de la Organizacion Mundial de la Salud (1). A pesar de los grandes
avances terapéuticos conseguidos en los ultimos afios, hoy en dia se contintia
investigando con el objetivo de conseguir tratamientos mas potentes, mas
selectivos, y, por tanto, menos toxicos. Estos avances y este empefio en
encontrar mejores terapias se fundamentan en una mejor compresion y un
conocimiento mas profundo de la biologia molecular de los tumores. En este
sentido, hoy se sabe que muchos tipos de cancer se relacionan con la
expresion de determinados genes y con un funcionamiento aberrante de
ciertas rutas metabolicas (2). Estas alteraciones constituyen dianas

terapéuticas muy interesantes.

1.2. Seiias distintivas de los tumores

Todas las células de mamiferos poseen una maquinaria molecular
similar para regular procesos de proliferacion, diferenciacion y muerte
celular. Las células cancerosas presentan modificaciones en el
funcionamiento de esta maquinaria con respecto a las células normales.
Existen evidencias que indican que la formacion de los tumores es un proceso
de multiples pasos, consecuencia de alteraciones genéticas que confieren
alguna ventaja para favorecer su desarrollo y que conducen a la

transformacion progresiva desde células normales a células cancerosas (2, 3).

La gran variedad genotipica de las células tumorales es el resultado de

una serie de alteraciones propias de las mismas y que les confieren su
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identidad. La autonomia para las sefiales de crecimiento es un sello de
identidad de las células malignas. De esta forma, las células tumorales son
capaces de generar sus propias sefiales de crecimiento, al contrario de lo que
ocurre en células normales, que dependen de estimulacion exdgena para el
crecimiento, proveniente de su microambiente tisular, y del control hormonal

2,3).

Las células cancerosas son capaces de evadir sefiales supresoras de
crecimiento, alterando la homeostasis natural de las células y tejidos
normales. Asi, resisten a la muerte celular programada (apoptosis), barrera
natural para evitar el desarrollo del cancer. Alteran el equilibrio en la
expresion de proteinas antiapoptéticas (Bcl-2, Bel-xL, Bel-w, Mcl-1, Al) y
proapoptoéticas (Bax, Bak) propio de células sanas, aumentando la expresion
de unas e inhibiendo la de otras, respectivamente. Otra caracteristica clave de
las células tumorales es su capacidad de replicacion sin limite que las
diferencia de las células normales. La inmensa mayoria de células tumorales
expresan telomerasa, una enzima ADN polimerasa que aflade segmentos
repetidos a los extremos del ADN, evitando el acortamiento de los telémeros.
Este fenomeno de acortamiento de los extremos del material genético es
propio del mecanismo antiproliferativo de células sanas y estd asociado al
envejecimiento celular. Este fendémeno se encuentra inhibido en células
malignas como consecuencia de la actividad de la telomerasa, entre otros
mecanismos (4). Ademas, los tumores inducen la angiogénesis de una
manera casi permanente y no transitoriamente como ocurre en tejidos sanos
del individuo adulto, sobre-expresando proteinas inductoras de la misma
como el VEGF-A (vascular endothelial growth factor-A). De esta forma, a lo
largo del desarrollo de la mayoria de los tumores humanos, las masas
tumorales primarias son capaces de invadir tejidos cercanos y migrar a otros
mas distantes, normalmente por alteraciones en su forma y en sus
mecanismos de adhesion a otras células y a la matriz extracelular (2, 3, 5).

Desde un punto de vista energético, las células cancerosas aumentan el

10
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proceso de glicolisis con respecto al proceso de lipolisis, a pesar de ser menos
eficiente en la generacion de ATP (adenosine triphosphate) que la
fosforilacion oxidativa mitocondrial. Este hecho se justifica porque desvian
intermediarios de esta ruta metabdlica de la glicolisis hacia rutas de
biosintesis de nucledsidos y aminoacidos, favoreciendo la biosintesis de

macromoléculas y organulos para la formacion de nuevas células (3).

A pesar de que el sistema inmune vigila constantemente células y
tejidos del organismo para reconocer y eliminar la mayoria de los tumores
incipientes, €stos son capaces de evitar su deteccion y progresar evadiendo su
destruccion. Muchos tumores podrian inutilizar componentes del sistema
inmune liberando factores inmunosupresores o reclutando células
inflamatorias supresoras como las células T, favoreciendo asi el desarrollo de
los mismos (3). Ademas, los tumores se caracterizan por una inflamacion del
tejido afectado, y un tejido cronicamente inflamado frecuentemente presenta
un incremento de la cantidad de coldgeno y fibronectina en su matriz
extracelular. La composicion de la matriz extracelular puede modificar el
estado de activacion de algunas de las células del sistema inmune. Asi, una
matriz extracelular rica en colageno promueve la proliferacion de macrofagos

y su polarizacion hacia el fenotipo pro-tumoral M2 (5).

Finalmente, las células cancerosas exhiben alteraciones genéticas que
son debidas a mutaciones y reestructuraciones cromosomicas. La adquisicion
de estas modificaciones promueve la transformacion de células sanas y

facilita la evolucion del tumor (5).

11
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2. Laruta de sefializacion intracelular JAK (Janus Kinase)/STAT

(Signal Transducer and Activator of Transcription)

2.1. Descripcion y relevancia fisiologica

Muchas respuestas celulares a citoquinas y factores de crecimiento estan
mediadas por la ruta JAK/STAT (6). Estas respuestas incluyen proliferacion,
diferenciacion, migracion, apoptosis y supervivencia, todos procesos
necesarios para el correcto desarrollo y homeostasis de un organismo, y que
presentan variaciones segun el tipo de sefial, el tipo de tejido y el contexto

celular (7).

La activacion candnica de la ruta comienza con la union de un ligando a
su receptor especifico, provocando cambios en el receptor que permiten la
asociacion de dos proteinas JAK y la autofosforilacion de las mismas,
activandolas. Una vez han sido activadas, éstas fosforilan el dominio
intracelular del receptor, creando sitios de union para las proteinas STAT, y
fosforilando, ademas, a las propias STAT. Las proteinas STAT fosforiladas
forman dimeros que atraviesan la membrana nuclear y se unen a secuencias

especificas en los genes diana, regulando su transcripcion (7) (Figura 1).

12
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Figura 1. Activacion candnica de la ruta JAK/STAT (tomado de (8)).

En mamiferos, existen cuatro proteinas JAK (JAK1, JAK2, JAKS3,
TYK?2) y siete proteinas STAT (STAT1, STAT2, STAT3, STAT4, STAT5a,
STATSb, STAT6), que pueden ser activadas por unas 50 citoquinas y
factores de crecimiento distintos. La especificidad de la ruta puede ser
explicada en funcion del contexto celular existente; de esta forma una
citoquina determinada responsable de la activacion de unos STAT
determinados actuaria sobre unos genes u otros dependiendo del tipo celular

del que se trate (9).

La sefial de identidad de la familia de tirosina quinasas JAK es la
organizacion en tandem de un dominio quinasa y otro pseudoquinasa, ademas

de otros cinco dominios, todos denominados dominios JH (JAK homology) y

13
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numerados consecutivamente (1 - 7). El dominio JHI1 es el dominio quinasa y
el JH2 es el dominio pseudoquinasa, que en los tltimos afios se ha visto que
posee un papel regulador de la actividad catalitica de JAK. Ademas,
recientemente se ha demostrado que el dominio pseudoquinasa JH2 de JAK2
es capaz de unir ATP y posee una pequeiia actividad catalitica, ademas de
regular negativamente la actividad del dominio quinasa. Esta actividad
reguladora tiene un papel muy importante ya que se sabe que mutaciones en
JH2 se asocian directamente con trastornos hematolégicos e inmunologicos,
aunque el mecanismo molecular de la actividad reguladora atun no haya sido
aclarado completamente (10). El extremo amino terminal de las proteinas

JAK participa en la union al receptor (8) (Figura 2).

Las proteinas STAT poseen un dominio SH2 (SRC homology)
conservado que participa en el anclaje de las STAT al receptor y en la
formacion de dimeros, una tirosina cuya fosforilacion permite la
oligomerizacion, y una regioén amino terminal que participa en la formacion
de dimeros. El dominio SH2 es un elemento comun entre las moléculas de
sefializacién que median las interacciones proteina-proteina por union directa
a enzimas fosfotirosinas. El extremo C-terminal de las proteinas STAT posee
elementos claves para su activacion y correcto funcionamiento, como por
ejemplo el dominio de transactivacidbn necesario para su actividad
transcripcional. En el extremo N-terminal las proteinas STAT poseen el
dominio de unién al ADN y una regién que media la oligomerizacion de los
dimeros que entran al nucleo (Figura 2). Existe, ademds, una serina

susceptible de fosforilacion (8, 11).
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Figura 2. Esquema de la estructura de las proteinas JAK y STAT (tomado de (8)).

La via JAK/STAT es una ruta metabdlica muy conservada desde el
punto de vista evolutivo y es un modelo idoneo para la comprension de la
comunicacion celular y el papel de la sefializacion membrana — nucleo en el

control de la expresion génica (9).

A pesar de que el modelo canonico de la ruta JAK/STAT es simple y
directo, existe regulacion por parte de otras rutas de sefializacion, incluyendo
a ERK (Extracellular Regulated Kinases) - MAPK (Mitogen Activated
Protein Kinases), P1-3K (Phosphatidyl Inositol-4,5-biphosphate 3-Kinase) y
otras (Figura 3). Ademas, las actividades no candnicas propias de la ruta
influyen en el estado transcripcional global mediante modificaciones en la

estructura de la cromatina (7).
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Figura 3. Regulacion de rutas de seiializacion relacionadas con la ruta JAK/STAT
(tomado de (7)).

Las diferentes células y tejidos expresan distintas combinaciones de
receptores que responden a distintas citoquinas segiin su microambiente. Asi,
una célula individual incorpora sefiales provenientes de varios receptores de
citoquinas. Experimentos de microarray disefiados para estudiar cambios en
la expresion génica inducidos por la via JAK/STAT han revelado que el tipo
de célula y el perfil de ARN mensajero influyen en dicha expresion segun el

tipo de receptor de citoquina activado (12).
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Las proteinas STAT activan un determinado conjunto de genes,
dependiendo de su accesibilidad y de distintos cofactores que mejoran el
perfil de expresion de los mismos. Se ha visto que la mayoria de citoquinas
son capaces de activar varios STAT, remarcando la necesidad de determinar
cual es la respuesta transcripcional alternativa que se activa en ausencia de
un STAT determinado. Usando células deficientes en un receptor
determinado o deficientes en la STAT dominante en el tipo celular en
cuestion, se observa un intercambio del papel protagonista entre un STAT y
otro alternativo. Sin embargo, puede existir cierta preferencia por un STAT
frente a otro, asi como una tendencia a unir un solo tipo de STAT y en su

ausencia, no poder ser activado ningtn otro tipo (12).

Los avances en el estudio del genoma nos han brindado la oportunidad
de conocer nuevos aspectos sobre la biologia de las proteinas STAT, como la
naturaleza ubicua de su union a secuencias diana. Si bien todos los STAT son
capaces de reconocer la misma secuencia en el ADN (elemento GAS
(Gamma interferon activation site)), existe cierta selectividad variable entre
las diferentes proteinas y funciones no redundantes entre las mismas, aunque
una misma secuencia puede ser reconocida por distintas STAT (9). Una idea
asumida es que las proteinas STAT so6lo son activas en el nucleo. Sin
embargo, en estudios recientes se ha visto que STAT3 puede localizarse en la
mitocondria. Alli promueve la fosforilacion oxidativa y la permeabilidad de
la membrana, como consecuencia de la fosforilacion en serina y en
situaciones donde la respiracion celular se vea alterada, como en el estrés

celular y en cancer (9).

A diferencia de las rutas de sefalizacion activadas por los receptores de
citoquinas, que utilizan quinasas como JAK para fosforilar a las STAT, los
receptores de factores de crecimiento con actividad tirosina quinasa
intrinseca, como los receptores de EGF (Epidermal Growth Factor) y PDGF

(Platelet Derivated Groth Factor), pueden fosforilar a las proteinas STAT
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directamente, sin intermediarios. Ademads, existen quinasas solubles
independientes de receptores, como Src (non-receptor tyrosine kinase) y Abl
(Abelson murine leukemia viral oncogene homolog), que también las
fosforilan directamente. Asi, dependiendo del receptor concreto del que se
trate y del contexto celular, distintas tirosina quinasas participan en la

activacion de la ruta de sefializacion dependiente de STAT (11).

2.2. Regulacion negativa de la ruta

La sefalizacion activada por citoquinas suele ser temporal.
Normalmente la activacion de STAT ocurre de manera rapida tras la
estimulacion con citoquina y va disminuyendo en las siguientes horas. Cabe
destacar al respecto que se han descrito distintos niveles de regulacion
negativa (13). De esta forma, al menos tres tipos de inhibidores, las proteinas
tirosina fosfatasas como SHP-1 (Src-homology 2 domain (SH2)-containing
phosphatase) 'y CDA45, (cluster of differentiation) las proteinas PIAS
(Proteins Inhibitor of Activated STAT) y las SOCS (Suppressors of Cytokine
Signalling), contribuyen a la regulacion negativa de la sefializacion de
citoquinas, y concretamente de la ruta que nos ocupa. Entre estos inhibidores,
la familia SOCS incluye los reguladores negativos inducibles mas frecuentes
e importantes en la estimulacion por citoquinas (14). A continuaciéon se

hablara mas detenidamente de cada uno de estos reguladores negativos:

Fosfatasas. Tres familias de proteinas tirosina fosfatasas estan
implicadas en la regulacion negativa de la ruta de sefializacion JAK/STAT.
La primera familia en ser descrita fue la de las tirosina fosfatasas que
contienen el dominio SH2, que incluye a las proteinas SHP1 y SHP2. Su
accion asegura que la fosforilacion de la tirosina en el receptor de citoquina y
en la proteina JAK no se mantenga una vez eliminada la citoquina. También
se ha descrito que tras la estimulacion con la GH (Growth Hormone), SHP1

migra al ntcleo, donde se une a STATSb inhibiendo su actividad (15). El
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segundo tipo de tirosina fosfatasa identificado que afecta negativamente a la
ruta JAK/STAT es la tirosina fosfatasa transmembrana CD45. Ambos tipos
de fosfatasas (SHP-1/2 y CD45) no se asocian directamente al dominio
quinasa de JAK, lo que sugiere que serian otras fosfatasas las que
desactivarian a JAK. Incluidas en la tercera familia de fosfatasas
mencionadas anteriormente, estan las fosfatasas de tirosina PTP1B (protein-
tyrosine phosphatase 1B) y TC-PTP (T-Cell Protein Tyrosine Phosphatase),
que presentan grandes similitudes en sus dominios cataliticos pero muestran
cierta especificidad hacia las distintas JAK. PTP1B interacciona con JAK2 y
TYK2 mientras que TC-PTP interacciona con JAK1 y JAK3, provocando su

desfosforilacion y consecuente inactivacion (16).

PIAS. Se trata de una familia de proteinas formada por cuatro
miembros: PIAS1, PIAS3, PIASx y PIASy. PIAS3 interacciona con STAT3;
PIASx con STAT4; PIAS1 y PIASy, con STATI. Estas interacciones regulan
negativamente la actividad de STAT. Se ha sugerido que PIAS1 y PIAS3
actiian bloqueando la unién al ADN de STAT! y STAT3, respectivamente.
Por el contrario, PIASx y PIASy reprimen la actividad transcripcional de
STATI y STAT4 mediante el reclutamiento de moléculas co-supresoras

como las HDAC (histone deacetylases) (16).

SOCS: Esta familia de proteinas representa un punto de control negativo
fundamental de la ruta JAK/STAT. Hay ocho miembros en la familia de estas
proteinas, CIS (Cytokine Inducible SH2 Containing Protein) y SOCSI1-7,
caracterizadas todas por una alta conservacion en el extremos C-terminal del
motivo caja SOCS, responsable a su vez de la formacion del complejo E3
ubiquitina ligasa. Estas proteinas también contienen un dominio central SH2
y una extension o-helicoidal adyacente, denominada ESS (Extended SH2-
subdomain), que se une a tirosinas fosforiladas en las proteinas diana. Las

proteinas SOCS también albergan una regiéon N-terminal que varia en
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secuencia y longitud en toda la familia, y que en SOCS1 y SOCS3 incluye
una region KIR (Kinase Inhibitory Region) (Figura 4) (17).

SOCS3 Ak bindiniy’mhiblion

(CIS, SOCS1-3)
NTR SH2 a SB
KIR ESS I
Post translational  Kinase binding? Y bindi Ublaultinat
modification? Inhibition? PY binding iquitination
SOCS5
(S0C54-7) Localisation? Scaffolding?
NTR l NTR Conse.rved
region
Putative | Pl:)téagilye
ESS SBE
motif JAK binding  motif

Figura 4. Esquema de la estructura de las proteinas SOCS (tomado de (17)).

Las proteinas SOCS son capaces de inhibir la sefializacion por
citoquinas mediante la inhibicion de la actividad de JAK, compitiendo con
STAT por los sitios de union fosforilados de los receptores o dirigiendo las
proteinas de sefializacion dianas a la via del proteosoma tras su
ubiquitinacion a través de la caja SOCS (16). Las E3 ubiquitina ligasas
median la fijacion de la ubiquitina a un residuo de lisina en el sustrato de la
enzima. De esta forma, esta descrito que SOCS2 es parte de un complejo E3
ubiquitina ligasa con un papel clave en la regulacion negativa de la via de
sefalizacion GHR (Growth Hormone Receptor)-JAK2-STATSb, actuando en
un circuito clasico de retroalimentacion negativa. La transcripcion de SOCS2
es inducida por STATSb en respuesta a la estimulacion por parte de la GH.
SOCS?2 se une a las tirosinas fosforiladas en el dominio citosélico de GHR a
través de su dominio SH2, mientras recluta Elongin B y C, la proteina de
andamio Cullin5 y la proteina de anillo Rbx2, a través de su dominio de caja

SOCS para ensamblar un complejo de ubiquitina ligasa E3 que ubiquitina el
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GHR y promueve su internalizacion. Estos endosomas tempranos que
contienen el GHR se fusionan posteriormente a los lisosomas donde se
procede a su degradacion (15). Como la expresion de los genes que codifican
para las proteinas SOCS dependen de la sefializacion por citoquinas, las

proteinas SOCS participan en un circulo de retroalimentacion negativa (13).

La expresion anormal de SOCS regula el desarrollo de tumores en
varios tipos celulares. Se sabe que SOCS1 y SOCS3 juegan un papel clave en
el desarrollo de diversos tipos de cancer. SOCS1 muestra un efecto
antitumoral en la mayoria de los tumores a través de la inhibicion de la
proliferacion tumoral, la atenuacion de la invasion tumoral y la reduccion de
la sensibilidad de las células tumorales a las citoquinas u hormonas. SOCS3
puede actuar como un oncogén o como un supresor tumoral, dependiendo del
contexto celular. Ademas, SOCS3 es frecuentemente silenciado en cancer, lo

que conduce a una ventaja de crecimiento para las células cancerosas (14).

A pesar de todo lo que se sabe sobre estas proteinas, todavia quedan
muchas preguntas sobre la funcion precisa de las proteinas SOCS, y aun no
se tienen detalles completos sobre como actiian mecanicamente para inhibir
la sefalizacion. Como ocurre con muchas proteinas de sefializacion, la
funcion de cualquier proteina SOCS particular esta intrinsecamente ligada a
las proteinas con las que interactia y a los complejos que forma en el
contexto biologico concreto. Aparte de SOCS6 y SOCS7, no se conoce
ningun dato definitivo que sugiera redundancia funcional entre los miembros
de la familia SOCS. Aunque las proteinas SOCS a menudo se dirigen a vias
similares, su funcidon especifica in vivo parece ser Unica. Esto es
probablemente debido en parte a la magnitud o el momento de la induccién, o
a la expresion diferencial en tipos de células distintas. También puede haber
diferentes afinidades por las dianas o diferencias en la localizacion subcelular

que impiden la redundancia (17).
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2.3. Su importancia en cancer y otras patologias

La hiperactivacion de la ruta JAK/STAT se asocia a muchos trastornos
autoinmunes y con diversos tipos de cancer (18-23). Ademas, mutaciones que
alteran el funcionamiento de las STAT se relacionan con distintos agentes
patdgenos. Por todo ello, la regulacion de esta ruta de sefializacion debe de

ser precisa.

La hiperactivacion de la ruta JAK/STAT, concretamente cuando implica
a STAT3 y/o STATS, se considera actualmente como una caracteristica
propia de la mayoria de los tumores solidos y canceres sanguineos (19, 23,
24). Ademas, mutaciones somaticas en las proteinas JAK, muchas de las
cuales ocurren en el dominio pseudoquinasa, son propias de lesiones
oncogénicas. El punto de referencia fue el descubrimiento de ganancia de
funcion por parte de JAK, responsable del desarrollo de diferentes tipos de
leucemias y trastornos mieloproliferativos (7, 9). Por ejemplo, se ha descrito
una mutacion en el dominio pseudokinasa JH2 del gen JAK2 (JAK2 V617F)
que produce una activacion constitutiva de la via de sefializacion JAK/STAT
y que esta presente en diversos canceres hematoldgicos, como por ejemplo en
pacientes con AML (Acute Myeloid Leukemia) con antecedentes de MPD
(Myeloproliferative Disorders) o de MDS (Myelodysplastic Syndromes), y
HEL (Human Erythroleukemia) sin historial de MPD o MDS (25). Ademas,
otras mutaciones en las proteinas JAK se asocian a otros muchos trastornos,
como por ejemplo, deficiencias en el sistema immune y el sindrome de hyper

IgE (revisado en (7)).

Otro trastorno hematoldgico, en este caso de células madre, en el que
existe una activacion aberrante de la ruta JAK/STAT, producida por la onco-
quinasa de fusion Ber-Abl, es la leucemia mieloide croncica CML (Chronic
Myelogenous Leukemia). El sello distintivo de la CML es el cromosoma

Filadelfia, que surge de la translocacion reciproca entre los cromosomas 9 y
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22, resultando en una proteina de fusién Ber-Abl, una tirosina quinasa
constitutivamente activa. Ber-Abl es capaz de activar diversas vias de
transduccion de sefiales intracelulares, entre ellas STATS, promoviendo la
proliferacion y la inestabilidad genética, la supresion de la apoptosis y el

debilitamiento de la adhesion celular (26).

Diversos estudios han demostrado que Ber-Abl inhibe la apoptosis en
células CML a través de la expresion y/o activacion de miembros de la
familia de proteinas moduladoras de la apoptosis Bcl-2 (27-29).
Particularmente relevantes en la leucemia son la proteina proapoptdtica Bax,
la proteina antiapoptotica Bel-xL, (que previene la liberacion citoplasmatica
del citocromo C, el cual esta implicado en la activacion de la ruta intrinseca
de la apoptosis), y la proteina antiapoptotica Mcl-1 (capaz de unirse a
caspasas para inhibir la sefializacion apoptotica). Curiosamente, se ha
demostrado que la inhibicion de Ber-Abl/STATS induce la apoptosis en
células CML suprimiendo la regulacion transcripcional dependiente de
STATS, de miembros de la familia Bel-2 tales como Mcl-1(27) y Bel-xL
(29).

Por otro lado, se ha observado que la alteracion de los niveles de
expresion de proteinas reguladoras del ciclo celular es comtin en distintos
tumores, y que esta alteracion puede estar mediada por las proteinas STAT.
La expresion de ciclina D1, que se asocia con CDK4 (Cyclin-Dependent
Kinase 4) y CDK6 (Cyclin-Dependent Kinase 6) y que controla el paso de la
fase G1 del ciclo a la fase S, se encuentra incrementada en células que
expresan STAT3 constitutivamente activo. Ademas, diferentes estudios
donde se analizan las consecuencias de la activacion constitutiva de STAT3
(STAT3-C), han demostrado la correlacion que existe entre los niveles
elevados de proteinas antiapoptoticas de la familia Bel-2 (Bel-xL, Mcl-1) y el

cancer (11).
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En general, la hipdtesis por la que se relaciona la activacion constitutiva
de las proteinas STAT y la evolucioén de diversos tipos de tumores se apoya
en cuatro hallazgos claves: 1) las proteinas STAT son selectivamente
activadas por rutas de sefializacion que implican a enzimas tirosina quinasas;
2) las STAT mutadas bloquean la transcripcion y la transformacion inducida
por tirosina quinasas; 3) las STAT constitutivamente activas inducen ciertos
aspectos propios de la transformacion celular; y 4) la activacion anormal de
las proteinas STAT en la oncogénesis conlleva la expresion de genes

involucrados en el control de la proliferacion y supervivencia celulares (11).

A nivel de los reguladores negativos de la ruta JAK/STAT, existen
algunas modificaciones en los mismos que se traducen en una desregulacion
y, consecuentemente, en el desarrollo de diferentes patologias. De esta forma,
la desregulacion epigenética (por ejemplo, por metilacion) de los genes de la
familia SOCS ocurre con frecuencia en el cancer y causa el silenciamiento
del gen en un nimero relativamente grande de células tumorales. El estado de
metilacion de los genes SOCS varia en diferentes tipos de tumores (14). Por
ejemplo, se ha observado que el silenciamiento del gen SOCS1 se asocia con
el desarrollo del carcinoma hepatocelular. Ademas, también se ha descrito
que la inhibicién de la expresion de SOCS3 por metilacion también esta
asociada al carcinoma hepatocelular. La no expresion de SOCS3 le confiere a
la célula ventajas en el crecimiento y en la migracion, favoreciendo la ruta de
sefializacion JAK/STAT, entre otras. La metilacién en SOCS-3 también se ha
observado frecuentemente en células escamosas de carcinoma de cabeza y

cuello (16).

24. La ruta de sefalizacion JAK/STAT como diana

antitumoral

Se ha demostrado que las proteinas JAK juegan un papel critico en

practicamente todas las sefiales dependientes de STAT. Por lo tanto, para
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bloquear la sefializacion inducida por citoquinas, las proteinas JAK
constituyen una diana atractiva para el desarrollo de inhibidores en
situaciones en las que se produce una sefalizacion inadecuada o excesiva

(30).

Tal como se ha comentado anteriormente, la via de sefializacion
JAK/STAT se caracteriza por interacciones macromoleculares (proteina -
proteina y proteina - ADN), algunas constitutivas y otras inducibles. La
mayoria de estas interacciones incluyen la unién de citoquinas al receptor, la
agregacion del receptor y su cambio conformacional, la unién de los JAK a la
cara citoplasmatica del receptor, el reclutamiento de STAT al receptor
activado, la dimerizacion de STAT, la unién de STAT al ADN, interacciones
entre dimeros y la asociacion de STAT con otros factores de transcripcion y
coactivadores transcripcionales. Varias de estas interacciones representan
puntos de especificidad en la cascada de sefalizacion, convirtiéndolos en

sitios potencialmente atractivos para intervenir farmacolégicamente (30).

La mayoria de los inhibidores de JAK que estan actualmente en
desarrollo clinico son moléculas de pequefio peso molecular que compiten
por el sitio de union al ATP de la quinasa. Estos inhibidores se clasifican
segun su especificidad hacia JAK2 con respecto a otros miembros de la
familia JAK. De esta forma, aquellos que inhiben preferentemente JAK2 se
clasifican como especificos (clase I) y aquellos que inhiben a otros miembros

de la familia se clasifican como no especificos (clase II) (31).

El primer inhibidor de JAK fiable descrito fue la piridona 6, (32) un
compuesto que demostr6 poseer actividad inhibidora en el rango nanomolar
en ensayos bioquimicos contra todos los miembros de la familia JAK.
Aunque la piridona 6 se ha utilizado ampliamente para explorar el efecto de
la inhibicién de JAK in vitro, su pobre perfil farmacocinético impide su uso

in vivo en animales. La estructura cristalina revel6 que la piridona 6 se une al
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bolsillo de ATP del dominio quinasa JHI de la conformaciéon activa
(fosforilada) de JAK2. La mayoria de los inhibidores de JAK desarrollados

posteriormente también se unen al dominio JH1 en esta conformacion (33).

Varios inhibidores de JAK2 han sido probados en ensayos clinicos en
pacientes con MF (myelofibrosis) de riesgo intermedio o alto. El ruxolitinib
inhibe con gran potencia la fosforilacion de JAKI1, JAK2, JAK2V617F,
STATS y ERKI1/2 in vitro, y fue aprobado por la Administracion de
Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos para tratar la mielofibrosis
de riesgo intermedio y alto en Noviembre de 2011 (34). Otro producto
denominado SAR302503 (anteriormente TG101348) (35) inhibe JAK2 y
JAK2VG617F preferentemente (con una IC50 <50 nM), sobre otros miembros
de la familia de proteina quinasas JAK, y a sdlo otras dos quinasas (FLT3 y
RET) entre las 223 quinasas analizadas. Por otro lado, el pacritinib es un
inhibidor selectivo de JAK2 que ha sido probado en un estudio de fase II en
el que participaron 34 pacientes con mielofibrosis (36). Otros inhibidores
especificos de JAK2 en fase de ensayos clinicos son el INCB018424 y el
XL019. Sin embargo, los beneficios clinicos de XL019 solo se observaron en

pacientes con mutaciones en JAK2 (31).

En general, un inconveniente de los inhibidores de proteina quinasas
utilizados actualmente es la falta de selectividad, lo que implica que las dosis
tolerables se encuentran dentro de un rango pequefio debido a la inhibicion
colateral de otros miembros de la familia de proteinas JAK y de otras
quinasas. El desarrollo de inhibidores especificos para cada una de las cuatro
quinasas JAK, podria resolver parcialmente este inconveniente, pero éste es
un objetivo dificil de lograr debido a que el sitio activo de las distintas

proteinas JAK es muy similar (37).

Los inhibidores de proteina quinasas se pueden clasificar también segiin

su sitio de accion en la estructura de la proteina. Asi, por ejemplo, el
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ruxolitinib (y otros inhibidores de JAK bajo evaluacién clinica) se encuentra
dentro de la denominada familia de inhibidores de JAK de tipo I, siendo su
diana el bien conservado bolsillo de union al ATP de JAK1 y JAK2, tanto en
la conformacion activa como inactiva. Por el contrario, los inhibidores de
tipo II (como por ejemplo, el imatinib (IM)), comentado mas adelante),
estabilizan especificamente a las proteina quinasas en conformacion inactiva,
aprovechando un sitio alostérico adicional, menos conservado y directamente
adyacente a la bolsa de unioén al ATP. Este mecanismo podria otorgar una
alternativa para ajustar la selectividad. Recientemente, se ha encontrado una
nueva clase de inhibidores que se une al dominio pseudoquinasa de TYK2 y
lo bloquea en una conformaciéon que estabiliza la interaccion auto-inhibitoria
con el dominio quinasa adyacente, impidiendo su activaciéon mediada por
receptor. Paraddjicamente, el aumento de la especificidad en estos
inhibidores podria resultar en una disminucion en el beneficio clinico general
debido a la pérdida de la inhibicion colateral de los procesos inflamatorios

relacionados con el cancer (37).

Los STAT, y muy en particular STAT3/5, son considerados dianas
terapéuticas de gran interés para el desarrollo de farmacos antitumorales mas
eficaces y con mejor indice terapéutico. Como ya se ha dicho, las proteinas
STAT contienen un dominio SH2 y un dominio de unién al ADN, y estos
dominios son responsables de las funciones bioquimicas conocidas mas
importantes de las mismas. Dado su papel critico en la funcion de STAT,
ambos dominios son objetivos atractivos para el descubrimiento de farmacos
(30). Como consecuencia, se estan empleando muchos esfuerzos para
identificar y validar mecanismos y estrategias que permitan interferir de
forma directa o indirecta con la actividades intracelulares aberrantes de estas
proteinas. Esto ha generado, hasta ahora, un nimero moderado de patentes,
incluida la de nuestro grupo, basadas, entre otros, en los siguientes tipos de
moléculas inhibidoras de la actividades de STAT: A) moléculas péptidicas o

peptidomiméticas analogas a los dominios SH2 de STAT3 que interfieren
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con su dimerizaciéon y que resultan eficaces para inhibir la proliferacion de
células tumorales en el rango micromolar (38-40). Son una opcién atractiva,
ya que podrian interrumpir la activacion de STAT a través de dos
mecanismos: la prevencion del reclutamiento de STAT en el complejo
receptor y la prevencion de la dimerizacion (41). B) Moléculas de bajo peso
molecular disefiadas siguiendo estrategias de docking molecular in silico y/o
diseno racional basado en estructuras privilegiadas. Entre estas, incluida la
patentada por nuestro grupo (42), podemos encontrar diferentes moléculas
inhibidoras de STAT3/5 con actividad antitumoral in vivo en el rango sub-
micromolar (42-45). C) Oligonucleotidos sintéticos especificos que inhiben
la interaccion de STAT al ADN bloqueando su actividad transcripcional y
eficacia antitumoral en el rango micromolar (46, 47). Si esta molécula
sefiuelo estd presente en concentraciones suficientes dentro de una célula,
podria unirse a las STAT activadas antes de que éstas se unan a los elementos
promotores de los genes diana. Esto evitaria la activacion de genes cuya
expresion dependa de STAT y proporcionaria potenciales efectos
terapéuticos en situaciones en las que exista una activacion aberrante de estos

factores de transcripcion (41).

La activacion constitutiva de STAT3 y la evidencia de su implicacion
en la carcinogénesis, ha convertido a STAT3 en una opciéon como diana
terapéutica en tumores sélidos. En los tltimos afos se han empleado varias
estrategias para la inhibicion de STAT3, incluyendo la inhibicion de su
dimerizacion mediada por el dominio SH2, de su funcion de union al ADN y
de la interaccion proteina - proteina a través de su dominio N-terminal (31).
La obtencion de moléculas de bajo peso molecular que sean capaces de
atravesar la membrana plasmatica, podria representar una opcion mas viable
para inhibir la dimerizacion de STAT3. Gracias al modelado computacional
del dominio SH2 de STAT3 (modelizacion in silico) se han podido
identificar algunos nuevos candidatos. Uno de ellos, el farmaco STA-21,

inhibe la actividad de union de STAT3 al ADN y suprime el crecimiento
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celular en las lineas celulares de carcinoma de mama humano y de

rabdomiosarcoma (31).

El dominio N-terminal de STAT3 contiene 130 aminoacidos y ocho
hélices, que median las interacciones proteina - proteina entre los dimeros
STAT3 y la maquinaria transcripcional ensamblada. Existen evidencias que
demuestran que un grupo de péptidos cortos derivados del dominio N-
terminal interactan especificamente con STAT3, pero no con otros
miembros STAT. Estos péptidos inhiben la actividad transcripcional de

STATS3 sin afectar a su estado de fosforilacion (31).

Cabe destacar llegados a este punto que a pesar de los resultados
preclinicos descritos anteriormente, ningin farmaco inhibidor de STAT3

parece estar listo para el desarrollo clinico (31).

Por otro lado, STATS juega un papel clave en el desarrollo de diversos
trastornos hematopoyéticos y neoplasias malignas (48). La mutacion en el
dominio de la pseudoquinasa JH2 del gen JAK2 (JAK2 V617F) en MPD
crénicos, comentada anteriormente, promueve la activacion constitutiva de
STATS en este tipo de patologias (49). Como ya se ha comentado, la
oncoproteina Ber-Abl, propia de CML, promueve el desarrollo de la leucemia
activando multiples vias de sefalizacion, incluida JAK2/STATS, que regulan
la proliferacion celular, la transformacion y la supervivencia. El tratamiento
de las enfermedades inducidas por Ber-Abl mejord significativamente tras el
desarrollo de inhibidores de bajo peso molecular que bloquean la actividad de
la quinasa Abl. El IM (50) fue el primer compuesto descrito para inhibir Ber-
Abl, seguido de otros TKI (Tyrosine Kinase Inhibitors), como dasatinib y
nilotinib. El IM es la terapia de primera linea estandar para los pacientes con
CML. Sin embargo, no todos los pacientes responden de la misma manera al

tratamiento y aproximadamente del 15% al 25%  que inicialmente
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respondieron bien, adquirieron resistencia frente al IM durante el tratamiento.

51).

Las vias de sefalizacion activadas por Ber-Abl incluyen la via PI3K-
mTOR (mammalian target of rapamycin), la via RAS/RAF/MEK/ERK vy la
via JAK/STAT. Las proteinas JAK2 y STATS estan constitutivamente
activadas en células de pacientes con CML. Aunque la sefializacion JAK-
STAT normalmente es activada por citoquinas, la activacion de JAK2 y
STATS en células Ber-Abl positivas depende de la actividad de la proteina
quinasa Abl. Se sabe de esta dependencia porque el tratamiento con IM
elimina completamente la fosforilacion de JAK2 y STATS y el tratamiento
de estas células con inhibidores de JAK2 o la delecion de STATS induce
apoptosis, incluso en las células resistentes a IM, poniendo de manifiesto el
papel central de JAK2/STATS en la maquinaria de sefializacion para la

supervivencia de CML (48).

Por todo lo comentado anteriormente y debido a la implicacion de la ruta
JAK/STAT en procesos tan importantes relacionados con el desarrollo de
trastornos autoinmunes y cancer, no sorprende el atractivo que supone sobre

todo JAK (y otras tirosina quinasas) como diana terapéutica (9).

2.5. Resistencia a farmacos antitumorales: necesidad de

blasqueda de sinergias

De manera similar a lo que ocurre con la mayoria de los inhibidores de
quinasas, la eficacia a largo plazo de los inhibidores de JAK es un desafio
debido a la aparicion de la resistencia adquirida a los farmacos. Un ejemplo
de mecanismo para la adquisicion de resistencia es el de los transportadores
de eflujo de farmacos que se unen al ATP, que reducen eficazmente la
acumulacion del inhibidor de JAK CYT387 en el cerebro, sugiriendo un

papel para estos transportadores en el control de la distribucion de farmacos a
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través de la barrera hematoencefalica. Como los transportadores de eflujo se
expresan en una amplia gama de tejidos tales como el intestino y el higado,
también pueden mediar la resistencia a los inhibidores de JAK en estos
organos (33). Por otro lado, la resistencia a los inhibidores de JAK también
podria ser producida por un aumento en la expresion de las quinasas JAK o la
inactivacion genética (epigenética) de SOCS y otros reguladores negativos de
esta ruta de sefalizacion. Sin embargo, los mecanismos concretos de
adquisicion de resistencia siguen siendo desconocidos, aunque ambos

mecanismos se observan en algunos canceres solidos (33).

En pacientes con MPN (Myeloproliferative Neoplasm), se ha visto que
la resistencia a la terapia con inhibidores de JAK2 no estd mediada por
mutaciones secundarias en la quinasa JAK2V617F. Mas bien, es la
consecuencia de la reactivacion de la via JAK/STAT a través de la
heterodimerizacion de JAK2 y JAKI1 o TYK?2 activado, lo que promueve la

resistencia a la apoptosis inducida por inhibidores de JAK2 (36).

Como ya se ha comentado anteriormente, los trastornos de MPN son
consecuencia de la activacion constitutiva de JAK2 corriente arriba de las
cascadas de sefalizacion interconectadas (STAT3/5, PI3K /Akt (protein
kinase B)/mTOR, MAPK), que actian sinérgicamente sobre la proliferacion
celular. Asi, la intervencion simultanea en ambos brazos de las cascadas de
sefializacion JAK/STAT y PI3K parece ser una opciéon razonable para la
intervencion terapéutica. El ruxolitinib, con eficacia demostrada en pacientes
con MF, tal como se ha comentado anteriormente, presenta tasas de fracaso
en algunos pacientes. Este fracaso del tratamiento se manifiesta como
refractariedad primaria (respuesta clinica minima o nula) o resistencia
secundaria (pérdida de una respuesta clinica previamente confirmada) (37).
Se ha demostrado que la combinacion de ruxolitinib con un inhibidor de
PI3K inhibe sinérgicamente la proliferacion de modelos de células MPN in

vitro, reduciendo ademas el peso del bazo en los modelos preclinicos de
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MPN. Ademas, el bloqueo simultaneo de la sefializacion oncogénica a
multiples niveles mediante enfoques terapéuticos combinados (tales como
ruxolinitib con inhibidores de PI3K o inhibidores de HSP90 (Heat Shock
Protein 90 kDa)) podria evitar la aparicion de resistencia distribuyendo la
presion selectiva entre objetivos distintos. Asi, es muy probable que los
inhibidores de JAK combinados con otras terapias dirigidas sean mas
eficientes en la modificacion sinérgica de la historia natural de la
enfermedad, superando la persistencia del inhibidor y previniendo la
aparicion de subclones resistentes (37). Por tanto, la busqueda de sinergia con
otros farmacos se presenta como una opcion valida para intentar superar la

resistencia a los inhibidores de JAK.

Se sabe que JAK y otras tirosina quinasas requieren proteinas
chaperonas para mantenerse en una conformacion funcionalmente activa, y
la interferencia con este proceso da como resultado una actividad quinasa
reducida (33). En este sentido, la combinaciéon de panobinoSTAT, que se
sabe que inhibe la funciéon chaperona de HSP90 y promueve la degradacion
proteasomal de JAK2V617F, con el inhibidor de JAK2 TG101209, induce
de manera sinérgica la apoptosis de células HEL (JAK2V617F+) y Ba/F3-
JAK2V617F, y ejerce una mayor citotoxicidad en células de MPN CD34+

frente a células progenitoras hematopoyéticas CD34+ normales (52).

Queda por determinar si el sinergismo observado in vitro entre los
inhibidores de JAK2 y otros agentes terapéuticos se traducira en estrategias
terapéuticas eficaces en pacientes que exhiben resistencia al tratamiento con
inhibidores de JAK2 y si el paradigma del tratamiento de la inhibicion de
JAK2 puede extenderse con éxito a otras neoplasias hematologicas o no

hematologicas, con una regulacion alterada de la via JAK/STAT (36).

El uso del IM (STI571) para inhibir la tirosina quinasa Ber-Abl en CML

fue la primera confirmacion de que los inhibidores de quinasas son eficientes
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en el tratamiento del cancer (53). Sin embargo, el éxito inicial del IM, asi
como el de otros inhibidores de tirosina quinasa en el tratamiento del cancer,
se ve limitado por el desarrollo de resistencia a los mismos por parte de las
células tumorales (54-56). El IM interacttia cerca del sitio de union al ATP de
la quinasa Abl. Después del éxito en los ensayos in vitro, se observéd que seis
de nueve pacientes con CML que presentaban resistencia a IM, poseian una
sustitucion de un solo nucledtido en el gen Abl, dando como resultado una
sustitucion de treonina a isoleucina en el aminoacido 315 (Th315-1le315;
T315I). Si bien las mutaciones en Ber-Abl pueden ser el origen del desarrollo
de resistencias al IM (o en otras proteina quinasas para otros farmacos),
también pueden darse otros mecanismos o circunstancias que tengan como
consecuencia la adquisicion de resistencia: duplicacion de Ber-Abl,
entrada/salida del farmaco, la concentracion del farmaco en cuestion, la
activacion de rutas de sefializacion alternativas o la modificacion epigenética

(57).

En lo que se refiere a la CML, cabe destacar que el papel de STATS no
se limita s6lo a su influencia en la patogenia de este cancer hematologico,
sino que también actia como un importante modulador en la respuesta a la
terapia con inhibidores de proteina quinasa de las células que expresan Ber-
Abl. Asi, mientras que niveles reducidos de proteina STATS se asocian con
una mayor sensibilidad de las células BCR-ABL+ al IM in vitro, la sobre-
expresion de STATS conduce a una reduccion de la citotoxicidad inducida
por el farmaco. La expresion de mRNA de STATS asi como los niveles de la
proteina, son mas elevados en fases avanzadas de CML y en muestras de
pacientes que han desarrollado resistencia a TKI. La aparicion de esta
resistencia al IM es dependiente de la actividad transcripcional de STATS y
puede estar mediada por la expresion aumentada de los genes antiapoptdticos
cuya expresion depende de STATS, como por ejemplo BcIXL y Bcl-2,
evitando asi la apoptosis y la citotoxicidad. Ademas, existe una correlacion

entre niveles elevados de STATS fosforilado y la resistencia al IM (51).
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Para revertir esta resistencia al IM y a otros TKI nuevamente parece
apropiada la estrategia de busqueda de sinergia con otros fairmacos con una
diana diferente (58). De esta forma, la importancia de STATS en la patogenia
de CML, convierte a esta proteina en una diana muy atractiva. En este
sentido, el farmaco neuroléptico denominado pimozida (antagonista de los
receptores centrales dopaminérgicos), es un compuesto que ademdas parece
inhibir especificamente la fosforilacion de STATS en células de CML. Este
efecto se ve realzado cuando actia en sinergia con los TKIs IM y nilotinib.
Ademas, parece que la pimozida no funciona como un inhibidor de proteina
quinasa, ya que ni disminuye la autofosforilacion de Bcr-Abl ni Ia
fosforilacion en tirosina de otras proteinas mediadas por esta quinasa. La
eficacia de la pimozida y sus efectos beneficiosos en CML en combinacion
con otros inhibidores de tirosina quinasa como el IM sugieren que la
estrategia de inhibir directamente a proteinas STAT y otros factores de
transcripcion oncogénicos, asi como la busqueda de sinergias para el

tratamiento de ciertos tipos de cancer puede ser altamente beneficiosa (58).

3. Desarrollo de nuevos farmacos

3.1. Los productos naturales como fuente de nuevos farmacos y

estrategias de cribado de librerias de productos

Para la bsqueda de nuevas moléculas con posible actividad biologica
teoricamente se dispone de todo el espacio quimico, que se estima esta
formado por més de 10°° moléculas organicas de peso molecular inferior a
500 Da y con propiedades adecuadas para convertirse en fairmacos (59). Sin
embargo, solo una baja proporciéon de estos compuestos seran buenos
candidatos para fines biomédicos. Para acceder a moléculas que ocupen
regiones biologicamente relevantes de ese espacio quimico, los productos
naturales constituyen moléculas de referencia, ya que el espacio quimico

definido por ellos se superpone al biologico, debido principalmente a que
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estos se consideran estructuras quimicas que ya han sido biologicamente

validadas (60).

Aproximadamente el 60% de los agentes anticancerigenos y el 75% de
los antibidticos del mercado farmacéutico son derivados de productos
naturales (61). Los motivos estructurales y esqueletos base presentes en los
productos naturales bioactivos pueden servir como guias o “chemical
navigators” en la sintesis de nuevas moléculas que ocupen regiones

inexploradas del espacio quimico biolégicamente relevante (62).

Basado en esta idea se han desarrollado algunas estrategias sintéticas.
Entre estas estrategias podemos citar la Sintesis Orientada Biologicamente
(BIOS) (63), en la que utilizan la informacién estructural presente en los
productos naturales y en los dominios de proteinas, para disefiar quimiotecas
con un alto contenido de moléculas bioactivas. La Sintesis Orientada a la
Diversidad (SOD) (64, 65) tiene como objetivo la preparacion de una amplia
distribucion de compuestos con diversas estructuras en el espacio quimico,
incluyendo las zonas poco pobladas o vacias de ese espacio, y que permitan
mejores correlaciones empiricas con las propiedades deseadas. Se pretende
obtener diversidad en los sustituyentes, diversidad de esqueletos y diversidad
estereoquimica de manera analoga a la naturaleza. Basados en los conceptos
de estructura privilegiadas y de sintesis orientada a la diversidad (SOD) ha
surgido la aproximacion Sintesis Orientada a la Diversidad basada en
estructura privilegiada (p-SOD) (66). Esta estrategia plantea la construccion
de esqueletos rigidos poliheterociclicos embebidos con estructuras
privilegiadas, en lugar de compuestos lineales flexibles, aumentandose la
probabilidad de identificacion de nuevos agentes terapéuticos o pequefias
moléculas moduladoras que muestren mayor selectividad hacia diversas

dianas biologicas.
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Algo a tener en cuenta basandose en las estructuras y las funciones de
los productos naturales es que la complejidad estructural se correlaciona con
la capacidad de alterar a las proteinas y con la especificidad de accion. Por
consiguiente, para lograr complejidad en los esqueletos mediante BIOS, SOD
y p-SOD, es importante identificar e implementar reacciones generadoras de
complejidad, y que de forma rapida unan esqueletos moleculares sencillos
para formar productos complejos. En este sentido, las reacciones domind y
multicomponentes constituyen una herramienta para la sintesis de moléculas
complejas similares a los productos naturales con diversidad estructural (67,

68).

Una reaccion domin6 se define como un proceso en el que se forman
dos o mas enlaces en una sola secuencia (involucrando varias
transformaciones), sin aislar intermedios, cambiar condiciones de reaccion o
afiadir reactivos adicionales (69). Las reacciones multicomponentes (RMCs)
son procesos “one-pof” que emplean mas de dos reactivos, y donde la
mayoria de los dtomos de los reactivos son incorporados al producto final
(70, 71). Como no se requiere el aislamiento de intermedios de reaccion, y se
consigue complejidad y diversidad estructural a partir de sustratos sencillos
con ahorro econémico y con un impacto minimo sobre el medio ambiente, las
RMCs son una poderosa herramienta para el descubrimiento de nuevos
candidatos a farmacos (72). Generalmente, las RMCs son procesos domino,
pero también existen reacciones multicomponente que deben ser llevadas a
cabo de manera secuencial, o donde el orden de adicion de los reactivos juega
un papel esencial, para la obtencion 6ptima del producto final. Esta técnica es

conocida como MCAP (Multicomponent Assembly Process) (73).

Si se dispone de una buena cantidad de un producto natural se puede
generar directamente una quimioteca de andlogos a partir del mismo
mediante transformaciones directas sobre los distintos grupos funcionales, lo

que ayudaria a establecer estudios de relacion estructura-actividad y por
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consiguiente la quimiomodulacién de la correspondiente bioactividad e

incluso sus propiedades farmacocinéticas (74).

El descubrimiento y desarrollo de nuevos farmacos a partir de una
quimioteca depende fundamentalmente de la capacidad para identificar
métodos de cribado (screening) eficaces. Un disefio adecuado de quimiotecas
incrementa la probabilidad de tener éxito en el descubrimiento de nuevos
farmacos. En la actualidad existe un gran interés académico y empresarial en
acceder a quimiotecas de calidad para su analisis o cribado farmacolégico
mediante estrategias de cribado in vifro denominadas “Phenotypic-based
Drug Discovery (PDD)” (descubrimiento de farmaco basado en el fenotipo) o
“Target-based Drug Discovery (TDD)” (descubrimiento de farmaco basado
en la diana). En el cribado basado en el fenotipo (PDD) se desarrollan
ensayos para investigar/determinar un determinado fenotipo clinicamente
relevante en un sistema fisiologico apropiado. En este tipo de cribado no se
requiere conocer previamente el mecanismo de accion del producto, y por lo
tanto, generalmente no existe hipdtesis de partida; sin embargo, si que se
requieren sistemas celulares complejos. De esta forma, resulta clave la
eleccion apropiada del ensayo de cribado y completar estos estudios con el
cribado virtual para cubrir la mayor cantidad de mecanismos de accion o

dianas que sea posible (Figura 5) (75).
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Figura 5. Esquema de las estrategias para el cribado farmacolégico de quimiotecas
(tomado de (76, 77)).

Ademas, el cribado virtual (in silico) puede permitir el descubrimiento
de la diana de accién de los productos lideres seleccionados por el cribado
fenotipico. La metodologia in silico estd compuesta por un conjunto de
herramientas computacionales que permiten a la industria farmacéutica tomar
decisiones racionales durante las diferentes etapas del disefio de un farmaco,
tanto a nivel de la identificacion de una diana biomolecular de interés
terapéutico, como del estudio de las potenciales interacciones farmaco-diana
(docking molecular). Esta metodologia permite la seleccion y desarrollo de la
estructura quimica de un compuesto con potencial de convertirse en un nuevo
farmaco y de su posterior modificacion con el objetivo de mejorar su
afinidad, bioactividlad y sus propiedades farmacodindmicas y
farmacocinéticas. Ademas, el gran desarrollo actual de las técnicas
computacionales, consistentes en una serie de programas informaticos que
son aplicados en alguna parte del proceso de descubrimiento y/o desarrollo de
un farmaco, estd permitiendo que los métodos in silico hayan mejorado

considerablemente la identificacion y optimizacion de compuestos con
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potencial farmacoldgico. Estas técnicas han permitido hasta la fecha el disefio
de mas de cincuenta compuestos que han entrado en diversos ensayos
clinicos, algunos de los cuales ya han sido aprobados por la Agencia
Americana de Alimentos y Medicamentos, FDA (Food and Drug

Administration) (revisado en (78)).

Por otro lado, en el cribado basado en objetivos moleculares (TDD), se
parte de la diana y por lo tanto se requiere conocer, al menos en parte, el
mecanismo de accion del producto. Por lo tanto, esta estrategia de cribado si
que parte de una hipdtesis preestablecida y en ella se interrogan dianas
validadas. Posteriormente, se disefian uno o varios ensayos basados en la
diana para realizar el cribado y asi seleccionar el o los productos lideres

(Figura 5) (75).

El desarrollo de farmacos para una enfermedad dada comenzaba
tradicionalmente con un cribado basado en fenotipo (PDD) de una biblioteca
de compuestos, pero en las ultimas décadas la deteccion selectiva de
farmacos basada en objetivos moleculares (TDD) se ha convertido en el
principal paradigma de descubrimiento de farmacos, utilizado tanto en la
industria farmacéutica como en centros de investigacion. Sin embargo, la
reduccion significativa en el nimero de farmacos recientemente aprobados en
los ultimos aflos ha sido parcialmente atribuida a fracasos en el
descubrimiento y la validacion de nuevas dianas, con lo que ha resurgido el
interés por el cribado basado en fenotipo (PDD), con la esperanza de que la
nueva aplicacion de este enfoque tradicional pueda favorecer el
descubrimiento temprano de farmacos y mejorar las tasas de éxito en etapas

avanzadas de desarrollo de los mismos (75).

Tal como se ha comentados anteriormente, el cribado basado en
fenotipo suele ser fisiologicamente mas relevante y menos artificial porque se

usan células, tejidos o modelos animales. Este tipo de cribado es, por tanto,
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util para muchas enfermedades en las que no se ha identificado o no se ha
validado una diana para el farmaco. Sin embargo, no hay que olvidar que la
caracterizacion en profundidad de las propiedades del farmaco incluyendo el
mecanismo de accion y las dianas moleculares puede ayudar en el disefio de
nuevos compuestos mejorados y con menos efectos adversos. Una
combinacion de ambas estrategias parece ser la opcion mas adecuada para la

obtencion de nuevos farmacos (75).

3.2. Busqueda de compuestos antitumorales a partir de

productos naturales

Los farmacos derivados a partir de productos naturales o productos
naturales per se, constituyen actualmente el principal arsenal
quimioterapéutico empleado para el tratamiento del cancer, representando
aproximadamente el 60% de los farmacos disponibles. De esta forma, los
farmacos que interfieren con la divisiéon y proliferacion celular, incluyendo
los agentes alquilantes, alcaloides, agentes que afectan a la polimerizacion de
la tubulina, y los inhibidores de la topoisomerasa, son ejemplos de agentes
citotoxicos (que promueven la muerte celular) ampliamente empleados en la
terapia del cancer. Muchos de ellos han derivado de productos naturales muy
relevantes como son el taxol, vinblastina, vincristina, antraciclina,

daunomicina y doxorubicina (79).

Durante la busqueda y desarrollo de un farmaco con propiedades
antitumorales se evalta su efecto sobre dianas moleculares implicadas en la
carcinogénesis, su efecto sobre la supervivencia y proliferacion de cultivos de
células cancerosas y su capacidad de inhibir el crecimiento del tumor en
modelos animales (generalmente ratones inmunodeprimidos con tumores
inducidos subcutaneamente), asumiendo las limitaciones de este abordaje a la

hora de extrapolar resultados a la especie humana.
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Tal como se ha comentado anteriormente, la inexistencia de un proceso
efectivo de muerte celular programada o apoptosis es un rasgo caracteristico
del cancer, ya que la alteracion o mutacion de los diferentes reguladores de la
apoptosis conduce invariablemente a la tumorigénesis. Al respecto, es
importante destacar que el surco menor del ADN constituye otra diana
importante para el tratamiento antitumoral. Asi, la trabectedina (también
conocida como ecteinascidina-743 o ET-743) y con nombre comercial
Yondelis, es un ejemplo de un compuesto derivado de un producto natural
marino que se une al surco menor del ADN, empleado en su lanzamiento
para el tratamiento quimioterapico del sarcoma de tejidos blandos y del
cancer de ovario, aunque se sigue investigando su aplicacion para el
tratamiento de otros tipos de cancer y ya se ha ampliado su uso para nuevos
tipos de cancer (80). La trabectedina se une selectivamente a la guanina del
ADN provocando una deformacion de la estructura molecular de la hélice y
consecuentemente, una alteracion de los procesos del ciclo celular que

provocan la apoptosis.

Por otro lado, las proteinas quinasas que regulan los procesos de
sefializacion intracelular implicados en crecimiento celular, diferenciacion y
apoptosis, constituyen dianas potenciales para el desarrollo de farmacos
antitumorales (81-87). Uno de los ejemplos mas representativos de estas vias
de sefializacion es la via de JAK/STAT. Tal como se ha comentado, la
desregulacion de esta importante ruta de sefalizacion esta implicada en el
desarrollo, tanto de diversos tipos de cancer (s6lidos y hematologicos) (18-

21, 49), como de otras patologias, como por ejemplo las inflamatorias (88).

En la busqueda y desarrollo de nuevos farmacos antitumorales,
tradicionalmente, ha primado la “regla del nanomolar”, por la que se
consideraban mejores candidatos para estudios futuros a aquellos compuestos
que producen el efecto deseado dentro del rango de concentracién nanomolar

(nM). Esta regla hace referencia, por tanto, a la potencia farmacologica, la
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cual se refiere a la actividad de un farmaco en términos de la concentracion
necesaria para producir un efecto determinado. Sin embargo, la potencia in
vitro de un determinado compuesto es s6lo uno de los multiples factores que
contribuyen a la posible eficacia clinica. El término eficacia se refiere a la
medida de la capacidad de un farmaco para producir una respuesta. De esta
forma, aspectos fisicoquimicos, farmacocinéticos y toxicologicos influyen
considerablemente en la potencia total del compuesto en cuestion. Por
ejemplo, algunos de estos parametros importantes (entre otros muchos) son el
peso molecular del farmaco, su liposolubilidad, la biodisponibilidad
(proporcion de farmaco que pasa a la circulacion sistémica, y llega intacto, en
concentracion y en tiempo adecuado al lugar de accidn), la concentracion
minima eficaz (concentracion por encima de la cual se observa el efecto
terapéutico) o la concentracion minima toxica (a partir de la cual suelen
aparecer efectos toxicos), entre otros. En general, cuando se estudia como
opcion terapéutica un nuevo farmaco se busca el equilibrio entre la potencia y

la seguridad (89, 90).

3.3. Naftoquinonas y derivados como farmacos antitumorales.

Las quinonas son una clase de compuestos organicos cuyas propiedades
quimicas les permiten interactuar con dianas bioldgicas, formando enlaces
covalentes y actuando como agentes de transferencia de electrones en
reacciones de oxidacion-reduccion. Estas propiedades y sus efectos sobre las
macromoléculas celulares han llevado al uso de quinonas, especialmente
NPQ (naftoquinonas), en el tratamiento de diferentes estados patologicos
relacionados con procesos inflamatorios y cancer (91). Los antibidticos
antraciclinicos (daunorubicina, doxorrubicina, idarubicina) son compuestos
con estructura quindnica usados en tratamientos de distintos tipos de cancer
como leucemias, linfomas, cancer de mama y utero, entre otros. Otros
ejemplos de quinonas utilizados clinicamente para la quimioterapia contra el

cancer son bleomicinas, dactinomicina y mitomicina-C (92). Ademas,
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numerosos derivados de naftoquinona, tanto naturales como sintéticos,
exhiben acciones que sugieren un posible uso como agentes antitumorales,
habiéndose descrito actividad antitumoral para las 1,4-NPQ (revisado en (92)
y 1,2-NPQ (revisado en (91)). Concretamente, se han descrito derivados de
naftoquinonas capaces de suprimir la ruta de sefializacion de STAT en células

tumorales (91, 92).

El compuesto juglona, también denominado 5-hidroxi-1,4-
naftalenodiona, induce la apoptosis y la parada del ciclo celular en fase S en
células HaCaT (immortalized human keratinocytes (revisado en (93)).
Ademas, también se ha demostrado que derivados naftoquinénicos con
grupos sulfihidrilos presentan una potente actividad antiproliferativa en lineas
de cancer de prostata, mama y colon, asociada a una inhibicién de la
dimerizacion de STAT3 (92). Otros ejemplos descritos de este tipo de
compuestos con actividad antitumoral son la plumbagina, lapachona y
shikonina (94, 95). La plumbagina inhibe la proliferacion celular e induce la
apoptosis en células tumorales de pulmén A549 mediante la modulacion de
diferentes vias de transduccion de sefiales tales como STAT3 y p53, entre
otras (96). Ademas, este compuesto inhibe la via PI3K/Akt/mTOR,
promoviendo la detencion de G2-M vy la autofagia en dos lineas celulares de
cancer de mama (MDA-MB23 y MCF-7) (97). Por otro lado, el derivado 1,2-
NPQ pB-lapachona inhibe la topoisomerasa I y II del ADN y modula la
actividad de moléculas relacionadas con la transduccion de sefiales,
resultando en la inhibicién del crecimiento y en la muerte celular por
apoptosis en diversos tipos de cancer (revisado en (91)). Finalmente, la
shinkonina es una naftoquinona natural con actividad citotoxica descrita para
varios tipos de cancer. Su mecanismo de accion se basa en la generacion de
ROS (reactive oxygen species), en la inhibicion de la topoisomerasa [ y Il e

induccion del corte del ADN y apoptosis (92).
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Por tanto, las naftoquinonas pueden resultar un excelente punto de
partida para generar derivados con una potente actividad antitumoral a través
de diferentes mecanismos de accidn, incluyendo la inhibicion de la via de

sefializacion de JAK/STAT.
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Planteamiento y objetivos

El objetivo principal de esta Tesis, el descubrimiento de nuevas
moléculas antileucémicas, no hubiese sido posible de alcanzar sin la
colaboracion entre grupos de investigacion multidisciplinares. Estos
profesionales colaboraron con el fin comtn de obtener nuevas moléculas y de
investigar sus actividades biologicas en modelos de enfermedad relevantes.
Para ello, fue necesario utilizar una estrategia de cribado farmacologico in

vitro, eficiente, que permitiera tener éxito en un tiempo razonable.

Como se explico en la introduccion de este trabajo, las estrategias para
el descubrimiento de pequefias moléculas con interés farmacologico en
Medicina estan basadas, primariamente, en ensayos de cribado in vitro. Estos
se basan, mayoritariamente, en dos planteamientos: 1) interrogar dianas
moleculares concretas, con interés terapéutico validado (Target-based drug
discovery-TDD-) y/o 2) identificar cambios fenotipicos en modelos celulares
complejos pero representativos de la patologia de interés (ej., cancer)
(Phenotypic-based drug discovery-PDD-), en vez de interrogar dianas
moleculares concretas (77). El uso del cribado de librerias quimicas basado
en la estrategia fenotipica se ha revalorizado en los ultimos afios y es el que,
mayoritariamente, usa la industria farmacéutica actual. Esta estrategia es la

que también se ha utilizado en este trabajo de Tesis (76, 77).

En una primera etapa, nos planteamos un cribado fenotipico, en
modelos celulares de cancer humano, de librerias quimicas enriquecidas en
estructuras de pequeilo tamafio molecular relacionadas con naftoquinonas. En
una segunda etapa, llevamos a cabo el estudio de los mecanismos
moleculares de los productos mas eficientes in vitro. Debido a que estos
productos mostraron una mayor eficacia antitumoral en células donde la ruta
de sefalizacion JAK/STAT era biolégicamente muy relevante, abordamos el
analisis directo de la misma (TDD). Para una mejor organizacion y
comprension del trabajo realizado, se ha dedicado un capitulo independiente

a cada uno de estos compuestos. Sin embargo, las secciones de Introduccion,
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Material y Métodos y Discusion se comparten, debido a los aspectos que

tienen en comun.

El Capitulo I esta dedicado al compuesto CM363, cuyos resultados han
sido publicados recientemente (Guerra, B. et al. Oncotarget. 2017,
8(18):29679-29698). El Capitulo II esta dedicado al compuesto ihf-c6. En ¢l
se recogen los resultados obtenidos hasta el momento. Actualmente, nuestro
grupo de investigacion sigue trabajando para profundizar en el estudio del
mecanismo de accion del ihf-c6 y de derivados diméricos cumarina-
naftoquinonas (Proyecto MINECO SAF2015-65113-C2-2 -- Desarrollo
preclinico de nuevas estructuras bioactivas moduladoras de las actividades

oncogénicas de STAT3/5 o de los Receptores de Estrogenos).

Los objetivos concretos del presente trabajo fueron:

1. Cribado fenotipico in vitro de quimiotecas, enriquecidas en
derivados naftoquindnicos, en modelos celulares de cancer humano

hematologico y no-hematolégico.

2. Investigacion del mecanismo de accion del/los producto/s
seleccionados en relacion con procesos bioldgicos relevantes como

proliferacion, ciclo celular o muerte celular.

3. Exploracion del mecanismo de accion en el contexto de las dianas

moleculares STAT3 y STATS.

4. Evaluacién in vitro de la eficacia antitumoral en modelos de CML

humano resistentes a farmacos convencionales como IM.

5. Evaluaciéon in vivo de la eficacia antitumoral, y toxicidad, en

modelos de xenoinjerto de CML humana en ratones.
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1. Agentes farmacoldgicos

Los ensayos correspondientes a la sintesis y purificacion de los
compuestos se llevaron a cabo en el Instituto de Bio-Organica Antonio
Gonzalez (IUBO, Universidad de La Laguna, Tenerife) y en los laboratorios

de CEAMED, S.A. (La Laguna, Tenerife).

Las quimiotecas de donde proceden los productos objetos de estudio de
este trabajo se han obtenido mediante sintesis orientada a la diversidad

basada en estructuras privilegiadas (66).

El producto CM363 (Figura 1) es un derivado de naftoquinona,
resultado de la reaccion entre 2-hidroxinaftoquinona, 4-formilbenzonitrilo y

3-morfolinociclohex-2-enona (42).

Figura 1. Esquema de la molécula de CM363 [4-(1, 6, 1l-trioxi-2,3,4,6,11,12 —
hexahidro-1H-benzo [b] xanteno-12-yl) benzonitrilo].
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El producto ihf-c6 (Figura 2) es un derivado de naftoquinona, resultado
de la reaccion multicomponente entre 2-hidroxi-1,4-naphthaquinone

(lawsona), 4-hidroxicumarina y 3,4-dimetoxibenzaldehido (98).
(0]
i l 0] ! OMe
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Figura 2. Esquema de la molécula de ihf-c6 [7-(3-4 — dimetoxifenil)-7H-5,14 dioxo -

dibenzo [a,j] antraceno-6,8,9 triona].

2. Células

Todas las lineas celulares utilizadas en este estudio se adquirieron de la
ATCC (American Type Culture Collection) excepto las PBMC (Human
Peripheral Blood Mononuclear Cells), que se aislaron por centrifugacion con
Ficoll-Paque Plus (Amersham Biosciences) a partir de sangre de voluntarios
sanos tratada con heparina (Tabla 1). Las células se crecieron en una

atmosfera humidificada, a 37°C y 5% de CO..
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Células Tipo Me_d"? de
crecimiento
K562 Human Chronic Myeloid Leukemia RPMI
K562-R Human CML Imatinib resistance RPMI
HEL Human erythroleukemia RPMI
HL60 Human Acute Myeloid Leukemia RPMI
MOLM-13 Human Acute Myeloid Leukemia RPMI
MV4.11 Human Acute Monocytic Leukemia RPMI
HCT-15 Human Colorectal Adenocarcinoma RPMI
PC3 Human Prostate Cancer RPMI
MCEF7 Human Breast Cancer RPMI
NCTC 3749 Mouse Lymphoma RPMI
MRC.5 Non-malignant Human Lung Fibroblasts RPMI
PBMC Human Peripheral Blood Mononuclear Cells RPMI
L1210 Mouse Lymphocytic Leukemia DMEM
Raw Mouse Macrophage DMEM
HeLa Human Epithelial Cervix Cancer DMEM
T47D Human Breast Cancer Adenocarcinoma DMEM
HEK GHR Human Embryonic Kidney DMEM-F12
SKBR3 Human Breast Cancer McCoy’s SA

Tabla 1. Lineas celulares utilizadas, medios de cultivo y suplementos.

Todos los medios de cultivo se suplementaron con 10% FBS, 2mM L-

Glutamine y Penicilina/Estreptomicina (PEST); para el caso de las T47D,

ademas se suplement6 con ImM NaPyr y 10mM HEPES.

Los medios de cultivo, tripsina, FBS (Fetal Bovine serum), L-Glutamine,

PEST (Penicillin-Streptomycin), Na-Pyruvate y HEPES se obtuvieron de las
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casas comerciales Lonza (Bélgica) y Biowest (Francia). Los flask, placas

multiwell y placas P100 utilizados se obtuvieron de la casa comercial NUNC

(Dinamarca).

3. Anticuerpos

Los anticuerpos utilizados y las casas comerciales de las que se

obtuvieron se muestran en la Tabla 2.

Anticuerpo | Casa Comercial Anticuerpo Casa Comercial
Cell Signalin Cell Signalin
pSTATS £ s Cyclin E s £
Technology Technology
Cell Signalin Cell Signalin
pBer s s pSTAT3 s s
Technology Technology
Cell Signalin Cell Signalin
Ber ¢ ¢ STAT3 ¢ ¢
Technology Technology
Cell Signaling Santa Cruz
pJAK2 B-actin
Technology Biotechnology
Cell Signaling Santa Cruz
JAK2 STATS
Technology Biotechnology
Cell Signaling Santa Cruz
pSrc INK )
Technology Biotechnology
Cell Signaling Santa Cruz
Src Cyclin B )
Technology Biotechnology
Cell Signaling Santa Cruz
pERK 1/2 Weel
Technology Biotechnology
Cell Signaling Santa Cruz
ERK 1/2 CDK2
Technology Biotechnology
Cell Signaling Santa Cruz
P38-MAPK Mcl-1
Technology Biotechnology
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Anticuerpo | Casa Comercial Anticuerpo Casa Comercial
Cell Signaling Santa Cruz
pINK P21
Technology Biotechnology
Cell Signaling Santa Cruz
pAkt Bcl-2
Technology Biotechnology
Cell Signaling Santa Cruz
Akt GAPDH
Technology Biotechnology
p7 Cell Signaling Secondary antibody Santa Cruz
Technology goat anti-rabbit Biotechnology
Cvelin D3 Cell Signaling Secondary antibody Santa Cruz
yelhn . .
Technology goat anti-mouse Biotechnology
Cell Signalin Enzo Life
pRB%™ s s Caspase 3
Technology Sciences
Cell Signalin Enzo Life
RBSS7A1 ¢ ¢ Caspase8
Technology Sciences
Cell Signaling Enzo Life
Pchk15%% Caspase 9
Technology Sciences
T8 Cell Signaling o
Pchk2 Cytochrome C BD Biosciences
Technology
Cell Signaling ) o
YH2AX Cyclin A BD Biosciences
Technology
Cell Signaling
pS6 PARP BD Biosciences
Technology
Cell Signaling
S6 BUBRI1 BD Biosciences
Technology
Cell Signaling
Cdc25C Bcel-X BD Biosciences
Technology

Tabla 2. Anticuerpos y casas comerciales.
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4. Ensayos de viabilidad celular

4.1. Ensayo de reduccion metabdlica del tetrazolium salt 3-(4,5-

methyltiazol- 2yl-)-2,5diphenyl-tetrazolium bromide (MTT)

La metabolizacién mitocondrial del MTT (99) (Applichen, Alemania)

se utilizé como indicador de la viabilidad celular.

Las células se sembraron en placas de 96 pocillos (BD Falcon, Francia)
a una densidad de crecimiento exponencial (5000 - 20000 células/pocillo,
dependiendo de la linea celular). Se dejaron crecer 18 - 24 horas y se trataron
con vehiculo (0,05% de DMSO (dimetilsulfoxido)) o compuesto (0,01 - 10
pM) durante 48 - 72 h. Tras el periodo de tratamiento, se afiadi6 MTT (0,3
mg/ml) en medio de cultivo y se incubaron las células a 37°C y 5% CO,
durante 2 - 4 horas (segun la linea celular). Las células se lisaron en SDS al
10% y la densidad dptica se midi6 a 595 nm con el lector de placas iMark

Microplate Reader (BioRad, California, USA).

4.2. Fotomicroscopia a tiempo real

La monitorizacion de las cinéticas de proliferacion celular y
citotoxicidad se llevaron a cabo utilizando el sistema de imagenes a tiempo
real IncuCyte™ HD (Essen BioScience, Hertfordshire, Reino Unido). Este
microscopio IncuCyte™ permite la adquisicion de imagenes automatizadas
mediante contraste de fase. Se sembraron células K562 a una densidad de
5.000 células/pocillo en una placa de 96 pocillos pretratada con polilisina
(100). Las células se dejaron crecer 18 - 24 horas y se trataron con diferentes
concentraciones de compuesto (0,01 - 10 uM) o vehiculo y en presencia de
25 nM de YOYO-1 (un marcador fluorescente que solo atraviesa la

membrana celular si estd comprometida y se une al ADN). Esta técnica

56



Material y Métodos

permite cuantificar y descartar las células muertas y/o con la membrana
celular desestructurada (aparecen marcadas con el fluorocromo verde). Las
imagenes individuales se procesaron mediante un algoritmo de confluencia
basado en imagenes de contraste de fase que calcula el porcentaje de
confluencia monocapa para cada imagen y a distintos tiempos. Se recogieron
multiples imagenes por pocillo para proporcionar una medida estadistica
representativa de la confluencia (porcentaje de confluencia/pocillo) y los

datos se representaron como AUC (4Area Under Curve).

5. Ensayos de luciferasa con genes reporteros

La linea celular HEK293, transfectada establemente con GHR (HEK-
GHR) (101), se usé para determinar los efectos de los compuestos sobre la
actividad transcripcional dependiente de STATS regulada por thGH (Pfizer
Spain laboratorios, Madrid, Espafia). Las células se sembraron a una
densidad de 400.000 células/pocillo en placas de 12 pocillos y se dejaron
crecer 24 h. Se retird6 el medio de crecimiento y se co-transfectaron, en
ausencia de suero, con el plasmido pSPI-GLEl-Luc (102) (1 pg) y el
plasmido de expresion de P-galactosidasa (0,05 pg) (Thermo Scientific,
Illinois, USA), durante 16 - 18 h, usando Metafectene Pro® (Biontex,
Alemania). Se retird el medio de transfeccion y se trataron las células con
vehiculo (0,05% DMSO) o compuesto (0,1 - 10 uM) en ausencia de suero y
durante 1 h. Tras la pre-incubacién con el farmaco, se afiadi6 thGH (50nM)
(103) (Pfizer Spain laboratorios, Madrid, Spain) y se incubaron las células
durante 6 h adicionales. Posteriormente, las células se lisaron en PLB
(Passive Lysis Buffer) (Promega, Wisconsin, USA) y se determind la
actividad luciferasa mediante el sistema de ensayo de luciferasa (Thermo
Scientific, Illinois, USA). Las lecturas se realizaron utilizando el lector de
microplacas Fluoroskan Ascent FL (Labsystems). Los resultados se expresan

como unidades de RLU (Relative Luciferase Units) por mg de proteina y
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actividad de B-galactosidasa, normalizados por los resultados obtenidos con

las células control (tratadas con vehiculo).

La lineca celular HeLa/STAT3-luc (Panomics, Fremont, USA),
transfectada establemente con el gen reportero de luciferasa, se usd para
determinar los efectos de los compuestos sobre la actividad transcripcional
dependiente de STAT3 y regulada por la OSM (Oncostatina M)
(HumanZyme; Illinois, USA) (104). Las células se sembraron en una placa
de 6 pocillos a una densidad de 240.000 células/pocillo, se dejaron crecer
durante 24 h y, a continuacion, se privaron de suero (0,5% FBS) durante 16
h. Posteriormente, se trataron las células con vehiculo (DMSO al 0,05%) o
compuesto (0,1 - 10 pM) durante 1 h. Tras la pre-incubacion con el farmaco
o vehiculo, se afiadi6 OSM (50 ng/ml) (HumanZyme, Illinois, USA) y se
incubaron las células durante 6 h adicionales. Las células se lisaron en PLB
(Passive Lysis Buffer) (Promega, Wisconsin, USA) y se determind la
actividad luciferasa mediante el mismo procedimiento descrito anteriormente

para las células HEKGHR.

6. Ensayos para el analisis del ciclo celular y evaluacion de la

apoptosis

Los ensayos de citometria de flujo para el analisis del ciclo celular y la
evaluacion de la apoptosis se llevaron a cabo en el laboratorio del Centro de

Investigacion del Cancer (CSIC, Universidad de Salamanca).

Las células K562 se trataron con vehiculo (0,05% DMSO) o compuesto
en presencia de FBS, durante 2 dias con diferentes concentraciones (0,1; 0,5;
1 uM) de farmaco, o con una dosis fija de farmaco (1 uM) durante un periodo
de tiempo variable (1, 2 y 3 dias). A continuacion, las células se fijaron en
etanol al 70% y se incubaron con PI (Yoduro de Propidio) en presencia de

RNasa. Las muestras se analizaron con un citometro FACSCalibur y
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CellQuest software (BD Biosciences, Erembodegen, Bélgica) (105). Los
nucleos a la izquierda del pico 2N que contenian ADN hipodiploide se

consideraron apoptoticos.

La presencia de apoptosis se determind mediante citometria de flujo
cuantificando la translocacion de la fosfatidilserina a la cara externa de la
membrana plasmatica de las células K562 tratadas con 1 uM del farmaco
durante 1, 2 6 3 dias. Se utiliz6 el kit de deteccion de apoptosis Annexin V-
FITC (BD Pharmingen; Erembodegen, Bélgica; ver Anexo) siguiendo las

instrucciones del fabricante.

Para evaluar la morfologia nuclear se us6 la tincion con el fluorocromo
trihidrocloruro de bisbencimida (Hoescht 33258; Sigma Aldrich, Missouri,
USA). Se sembraron las células K562 a una densidad de 125.000 células/ml
en placas P100. Tras 24 h de crecimiento, se trataron las células con 5 pM del
farmaco durante 24 y 36 horas adicionales. Las células se lavaron con PBS y
se fijaron con paraformaldehido al 3%. Una vez fijadas (desde una noche
hasta varios dias), se lavaron con PBS y se resuspendieron, en oscuridad, en
20 pl de una solucion en PBS (16 pg/ml) (Hoescht 33258), durante 15 min.
Se tomaron 10 pl de la suspension celular, se vertieron en un porta y se sello
el cubre con laca de ufias. Las muestras se observaron al microscopio de
fluorescencia y se tomaron fotografias de distintos campos representativos.
Se consideraron nticleos apoptoticos aquellos que estaban fragmentados en

tres 0 mas cuerpos apoptdticos.

7. Anadlisis de la interaccion STAT-ADN

Las células T47D se trataron con vehiculo (0,05% DMSO) o CM363
(5uM) durante 30 minutos, y posteriormente estimuladas con GH (50nM)
durante 10 min o IL-6 (25ng/ml) durante 30 min. A continuacion, las células

se lavaron con PBS-ortovanadato (1ImM) frio. Se obtuvieron extractos de
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proteinas nucleares, en presencia de inhibidores de fosfatasa e inhibidores de
proteasa, mediante un kit para la obtencién de Extracto Nuclear (Active
Motif Inc., CA, USA; ver Anexo), siguiendo el protocolo suministrado por el
fabricante. Se midieron las actividades de union al ADN, especificas para
STATS o STAT3, en extractos nucleares, usando el protocolo del kit
TransAM STAT (Active Motif, California, USA; ver Anexo). La
concentracion de proteina se midid mediante el ensayo con dacido
bicinconinico (Pierce® BCA Protein Assay Kit; Thermo Scientific, Illinois,
USA). La absorbancia se cuantificoé con el lector de microplaca iMark

Microplate Reader (BioRad, California, USA).

8. Inmunodeteccién de proteinas. Ensayos de Western Blot

Las células se trataron con vehiculo (0,05% DMSO) o compuesto, en
presencia o ausencia de FBS, segtn el ensayo, y tal y como se indica en los
pies de las figuras. A continuacion, las células se lavaron con PBS-
ortovanadato (1mM) frio, se centrifugaron y el precipitado se re-suspendid en
un volumen adecuado de RIPA (Pierce, Illinois, USA), en presencia de
inhibidores de proteasa y fosfatasa, para la obtencion del extracto proteico
total. Las muestras se dejaron en agitacion suave durante 30 min a 4°C, se
centrifugaron a 14.000 rpm durante 5 min y 4°C, y se tomo el sobrenadante.
Se cuantifico la cantidad de proteina mediante el ensayo con &cido
bicinconinico (Pierce® BCA Protein Assay Kit; Thermo Scientific, Illinois,
USA). Cantidades iguales de cada muestra se separaron por electroforesis en
gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) y se transfirieron a membranas de
nitrocelulosa (iBlot® Gel Transfer Stacks; Invitrogen, Barcelona, Espafia).
Las membranas se bloquearon con 1% BSA - 1% Blotto (Santa Cruz
Biotechnology, CA, USA) para los anticuerpos fosforilados o 5% Blotto para
los anticuerpos totales (ambos diluidos en tampon salino Tris con Tween 20
al 0,05%). Tras el bloqueo, las membranas se incubaron toda la noche, a 4°C

y en agitacion, con los anticuerpos primarios (dilucion 1:1000), especificos
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para proteina fosforilada o para proteina total. El marcaje especifico del
anticuerpo primario se reveld mediante incubacién con un anticuerpo
secundario (diluido 1:5000) de cabra anti-raton conjugado con HRP
(Horseradish Peroxidase) o de cabra anti-conejo conjugado con HRP, a
temperatura ambiente, durante lh y en agitacion. Tras el lavado de las
membranas, se procedio al revelado utilizando el sistema ChemiDoc XRS
(Bio-Rad Laboratories, California, USA) y el programa de analisis de
imagenes Quantity One (Bio-Rad Laboratories, California, USA). Como
control de carga y de eficiencia de transferencia a la membrana, se elimind el
anticuerpo primario y las membranas se re-hibridaron con un anticuerpo
monoclonal de ratén anti-beta actina o policlonal de conejo anti-GAPDH

(106).

El array para el analisis de fosfoproteinquinasas en las células K562 se
llevo a cabo utilizando el kit Profiler Human Phospho-Kinase Array
ARYO003B (R & D Systems, Minneapolis, USA) de acuerdo con las

instrucciones del fabricante (ver Anexo).

9.  Analisis de la expresion génica mediante PCR (Polimerase

Chain Reaction) cuantitativa a tiempo real (qQPCR)

Las células K562 se sembraron a una densidad de 300.000 cé¢lulas/ml y
se trataron con vehiculo (0,05% DMSO) o compuesto (3 uM), en presencia
de FBS y durante distintos tiempos (6, 12, 24, 32 horas), tal y como se indica
en las leyendas de las figuras. Los niveles de expresion de mARN de los
genes se estimaron utilizando qPCR, tal y como se describi6é anteriormente
(107). Brevemente, el ARN total se aislo después de homogencizar las
células con TriReagent (Sigma, Missouri, USA), siguiendo las
recomendaciones del fabricante. El rendimiento del ARN obtenido se midi6

por absorbancia de UV y se analizo la calidad del ARN total utilizando un
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Experium (BioRad, California, USA). Todas las muestras se trataron con
DNAsa libre de RNAsa (Promega, Madison, WI). Se tomaron 2ug de ARN
total de cada muestra y se transcribieron inversamente a ADNc (ADN
complementario) utilizando el kit iScriptTM (BioRad, California, USA; ver
Anexo). Una vez sintetizado el ADNc, se usaron 2ul de cada muestra, como
molde, en una mezcla de reaccion de 20 pl para la gPCR que contenia los
primers 'y SYBR Green (Diagenode, Bélgica). La cuantificacion de la
expresion génica se realizd con un Sistema ABI PRISM7000 SD PCR
(Applied Biosystems, California, USA). Se cred una curva estandar relativa
con diluciones seriadas (1:1, 1:2, 1:4, 1:8) utilizando una mezcla equitativa
de ADNc de todos los grupos incluidos en el estudio. El programa de
amplificacion consistié en 1 ciclo de 95 ° C durante 10 min, seguido de 45
ciclos de: 95 °C durante 15 seg (fase de desnaturalizacion), 54°C durante 10
seg (fase de apareamiento) y 72 °C durante 30 seg (fase de polimerizacion).
La intensidad de la fluorescencia se midi6 a la temperatura especifica de

adquisicion de cada gen.

Se evalud la especificidad de los primers y la uniformidad de los
productos generados por PCR. Los datos y graficas de amplificacion se
obtuvieron con el software ABI SDS. Todas las amplificaciones se realizaron
por triplicado, y la media de valores de Ct se us6 para los célculos de los
valores de expresion relativos. El nivel de mARN individual medida por la
qPCR se normaliz6 por el nivel del gen housekeeping GAPDH utilizando el
método de Pfaffl (108). Los primers especificos fueron disefiados por el

programa Primer 3 (109) (Tabla 3).
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Genebank Gene Product Gene Fordward Reverse
. CCAGCAGC CCAAGA
Myelocytomatosis
NM_002467.4 myc GACTCTGA | CGTTGT
oncogene
GG GTGTTC
CATTAG
. . GCTCGGTC
Serine/threonine GCAGCT
NM 002648.3 Pim1 TACTCAGG
- kinase CTCCCC
CATC
AG
Glyceraldehyde-3- CCATGGAG CAAAGT
TGTCAT
NM_001289746.1 phosphate GAPDH | AAGGCTGG
- GGATGA
dehydrogenase GG cc

Tabla 3. Nombre de los genes y secuencias (5'- 3°) de los primers utilizados en las

reacciones de qPCR.

10. Andlisis de la combinacion de farmacos (determinacién del

indice de Combinacion)

Estos ensayos a punto final se realizaron simultaneamente a los ensayos
de MTT, incorporando un tercer grupo de replicados en los que las células se
cultivaron en presencia de una combinacion de proporcion constante de
CM363 e IM (proporcion 5 (CM363):1 (IM)) a lo largo de un amplio rango
de diluciones de los productos. En estos experimentos se determiné el grado
de inhibicién de la viabilidad celular causada por el CM363, IM o Ia
combinacion de ambos con respecto a las células tratadas con el vehiculo (0
= todas las células vivas; 1 = todas las células muertas). Se realizaron tres
experimentos independientes por triplicado para cada combinacion de los
productos. Posteriormente, se analizo el efecto del tratamiento con los
productos sobre la viabilidad de las células K562 para, de ese modo, calcular

una serie de estimaciones de las respuestas obtenidas para los farmacos
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individuales o en combinacion. Estas estimaciones permiten detectar efectos
sinérgicos (potenciados), aditivos (sumados) o antagoénicos. En cada caso, el
analisis permite generar graficas que representan los indices de combinacion
medios (CI, medida del grado de sinergia) frente a los efectos obtenidos
(IC20, I1C50, IC70 e IC90). Un CI menor que 1 indica accion sinérgica de los
productos combinados, igual a 1 indica accidon aditiva de los productos
combinados y mayor que 1 indica efecto antagénico originado por la
combinacion. Las curvas dosis-efecto del tratamiento con farmacos,
individualmente o en combinacidn, se analizaron mediante el método de
Chou y Talalay usando el software Calcusyn (Biosoft, Cambridge, Reino
Unido) (110).

11. Andlisis del efecto de CM363 sobre xenoinjertos de tumores

humanos en ratones

Los ensayos in vivo de xenoinjertos de tumores humanos en ratones se
llevaron a cabo en el laboratorio del Centro de Investigacion del Cancer
(CSIC, Universidad de Salamanca), de acuerdo con las normas éticas y con la
Declaracion de Helsinki, siguiendo las directrices nacionales e
internacionales y de acuerdo con las leyes nacionales y de la Union Europea.
Los experimentos con animales se realizaron siguiendo el protocolo
previamente aprobado por el Comité de Bioética de la Universidad de

Salamanca.

En estos experimentos se utilizaron ratones atimicos hembra de seis
semanas de edad (NOD-SCID) (Charles River, Barcelona, Espafia), que
fueron alojados en un dispositivo de aislamiento libre de patdgenos (111).
Los ratones se inocularon subcutaneamente en el flanco derecho con 2,5 x
10° células K562 en 100 pl de medio RPMI-1640 y 100 pl de matrigel.
Llegado el momento en que los tumores se podian palpar, los ratones se

asignaron al azar en tres grupos (n = 8 por grupo): el grupo control (s6lo fue
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tratado con vehiculo — DMSO: PEG-400: agua estéril a 5:25:70 (p/v)), el
grupo que recibié CM363 10 mg/kg y el grupo que recibid el control positivo
IM 40 mg/kg. Los tratamientos de vehiculo y CM363 se administraron por
inyeccion intraperitoneal (i.p.) todos los dias excepto los sabados y
domingos, mientras que IM se administré por via oral con el mismo patron
horario. El estudio se realizé durante un periodo de 25 dias. Las mediciones
de calibre de los diametros del tumor se realizaron dos veces por semana y el
volumen del tumor se estimé como el volumen de una elipse usando la
siguiente formula: V= 4/3n x (a/2) x (b/2)?, donde a corresponde al diametro
mas largo y b corresponde al didmetro mas corto. Los ratones se eutanasiaron
cuando el diametro de los tumores alcanzé los 2 cm o cuando se observo que

los animales estaban agonizando.

12. Anadlisis estadistico

Los resultados representan datos obtenidos de, al menos, dos
experimentos independientes, realizados cada uno de ellos por duplicado o
triplicado (media = SEM). La comparacion entre grupos se realizé mediante
el analisis de varianza (ANOVA) unidireccional, seguido de un test
comparativo de medias grupales, utilizando el programa GraphPad Prism 5
(GraphPad Software, San Diego, CA). La concentracién requerida para
estimar la viabilidad/proliferacion celular al 50% (IC50) se determind
graficamente usando el algoritmo de ajuste de la curva por regresion no lineal
del GraphPad Prism 5. Para el caso de los experimentos in vivo, las
diferencias en los volumenes de los tumores entre el grupo control y el grupo

tratado se analizo usando la prueba de Mann-Whitney.
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Capitulo I. Resultados

1. CMB363 inhibe la viabilidad de células de leucemia humana

Se estudio la viabilidad en distintas lineas celulares de tumores
hematologicos y solidos, asi como en células sanas, en crecimiento
exponencial y en presencia de CM363 durante 48 horas y utilizando el
ensayo de la reduccion del MTT, el cual permite determinar la
metabolizacién mitocondrial de este compuesto y estd ampliamente validado

para el estudio del crecimiento y la supervivencia celular (99).

Los resultados de estos experimentos muestran que el compuesto CM363
reduce significativamente la viabilidad de todas las lineas celulares de
leucemia humana ensayadas (K562, MOLM.13, MV4.11, HEL y HL60) con
alta eficacia (Tabla 1).
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IC50 (uM)

Linea celular

Mean + SD

Raw

0.1+0.2

HEKGHR

0.6+0.2

K562

0.7%£0.5

MOLM.13

0.7%1.1

NCTC3749

1.1+0.7

MV4.11

1.2+1.1

HEL

1.3+£0.3

HL60

1.3+£0.6

T47D

1.3+£1.2

PC3

1.5+1.0

MCEF7

1.7+1.1

SKBR3

2.6+0.7

HCT-15

33+nd

L1210

34+£04

MRC.5

3.5+£0.0

HeLa

48+04

PMBC

>5

Tabla 1. Efecto del CM363 sobre la viabilidad de distintas lineas celulares estimado

mediante el ensayo colorimétrico de la reduccion de MTT (nd: no determinado).

Los valores de IC50 para las células K562 (IC50 = 0,7 = 0,5 uM), HEL
(IC50=1,3+ 0,3 uM) y HL60 (IC50 = 1,3 + 0,6 uM) fueron sensiblemente

inferiores a los observados para algunas células no hematologicas (HeLa =

4,8 + 0,4 uM) y células no malignas (MRC-5 = 3,5 £ 0,01 uM y células

PBMC> 5 puM), siendo, por tanto, menos sensibles a la inhibicion de la

viabilidad celular por CM363 (Figura 1).
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Figura 1. Células K562 (e), HEL (m), HL60 (A), Hela (4), MRC5 (o), y PMBC (o)
se cultivaron durante 48 horas en presencia de diferentes concentraciones del
farmaco (0,01 - 10 uM). Se determiné la viabilidad celular mediante el ensayo de
MTT.

En otro grupo de experimentos se monitoriz6 el crecimiento de las
células K562 en presencia del CM363 mediante la obtencion de imagenes de
las células a tiempo real. Los resultados obtenidos en estos experimentos
mostraron que CM363 causa un efecto citostatico en el crecimiento celular a
concentraciones inferiores a 1 pM (IC505yc = 0,6 = 0,3 uM) e induce un
efecto citotoxico a mayores concentraciones (EC505yc = 1,1 = 0,4 uM)

(Figura 2).
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Figura 2. Se cultivaron células K562 en presencia del vehiculo o de concentraciones
crecientes de CM363 (0,03 - 10 uM) durante 4 dias. Los efectos del producto sobre la
proliferacion (®) y citotoxicidad (m) fueron estudiados usando el sistema de andlisis a
tiempo real Incucyte™ HD. Los datos obtenidos se representan como drea bajo la
curva (AUC).

Para estudiar el efecto residual del farmaco sobre la viabilidad y la
proliferacion tras una exposicion transitoria al mismo, se examinaron células
K562 expuestas temporalmente a CM363 (1 - 3 uM) durante 6 - 24 horas.
Transcurrido el tiempo de preincubacion, se retird el CM363 del medio y se
dejaron crecer durante 1 - 2 dias adicionales. La exposicion de las células
K562 a 3 uM CM363 durante 6 h, seguido de 48 h en medio de cultivo libre
de CM363, caus6 una disminucion significativa de la viabilidad celular K562

(Figura 3).
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Figura 3. Las células K562 fueron transitoriamente expuestas a 1 6 3 uM CM363
durante 6 6 24 h. Transcurrido ese tiempo, se retiro el compuesto y se dejaron crecer

durante 24 o 48h adicionales. Se estudio la viabilidad celular mediante el ensayo de

sk

MTT. "™P < 0.001 y "P < 0.05 con respecto a las células tratadas con el vehiculo
(VEH).

Ademas, cuando se analizaron los efectos de la exposicion transitoria al
compuesto utilizando el sistema de imagenes de células vivas a tiempo real,
se observo que 2 horas de exposicion transitoria a CM363 (IC504yc = 1,9 £
0,5 uM) fue suficiente para causar un efecto citostatico en células K562

durante las 72 horas adicionales (Figura 4).
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Figura 4. Las células K562 fueron transitoriamente expuestas a 0.3, 1 6 3 uM de
CM363 durante 2 (8,0), 6 (m,0) 0 24 (A ,A) horas. Transcurrido ese tiempo, se retiro
el compuesto y se estudio la proliferacion celular (simbolos negros) y la citotoxicidad

(simbolos grises) en ausencia de CM363 durante 3 dias (sistema Incucyte).

2. CM363 inhibe la transcripcion dependiente de STAT5y STAT3

Las proteinas STAT son factores de transcripcion que regulan la
expresion de genes involucrados en el control de la proliferacion y
supervivencia celular. Su activacion constitutiva induce ciertos aspectos

propios de la transformacion celular (11).

Para estudiar si el CM363 es capaz de inhibir la transcripcion
dependiente de STAT, se utilizaron dos lineas celulares transfectadas con un
elemento reportero de luciferasa cuya expresion depende de STAT: las
cé¢lulas HEK-GHR, para el estudio de la transcripcion dependiente de
STATS, y las HeLa/STAT3-luc, transfectadas establemente, para el estudio
de la transcripcion dependiente de STAT3. Los resultados obtenidos en estos

experimentos mostraron que CM363 inhibe la transcripcion de los genes
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reporteros dependientes de STATS o STAT3, mientras que no influye en la
expresion del gen reportero control no dependiente de los STAT, B-
galactosidasa, sugiriendo que el compuesto modula la transcripcion de

manera selectiva y por lo tanto, no indiscriminada (Figura 5).
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Figura 5. Las células HEK-GHR y HeLa/STAT3-luc fueron cultivadas en un medio
carente de suero para estudiar la transcripcion dependiente de STATS () y STAT3
(A). El vector de expresion para la proteina [-galactosidasa (0) se uso para
controlar la eficiencia de la transfeccion y la especificidad de la inhibicion. Las
células se preincubaron con vehiculo o CM363 durante 1 h y, posteriormente, se
trataron con GH (para STATS) u OSM (para STAT3) durante 7 h. Finalmente, se
determino la actividad luciferasa tal como se describe en la seccion de Material y
Meétodos.

3. CM363 bloquea el ciclo celular en células CML

Para comprobar si la disminucién de la viabilidad celular de las células
K562 se asocia con un bloqueo del ciclo celular, se trataron las células con
CM363 (0,1 - 1 uM) durante diferentes tiempos y se obtuvieron perfiles del

ciclo celular y de induccion a la apoptosis.
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El CM363 produjo un aumento en el porcentaje de células en fase S y

una reduccion en los porcentajes de células en las fases GO/Gl y G2/M

(Figura 6).
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Figura 6. Las células K562 fueron cultivadas en presencia de diferentes dosis de
CM363 (0,1; 0,5; 1 uM) durante 48 horas (4) o de 1 uM de CM363 durante 1 - 3 dias
(B). Posteriormente, se realizaron ensayos de citometria de flujo en los que la

poblacion de células (C) se cuantifico como porcentaje de células en las subregiones

G0/G1, Sy G2/M.
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Para conocer el mecanismo de accion del CM363, se estudiaron los
cambios inducidos por este compuesto en proteinas involucradas en la
regulacion del ciclo celular (112, 113) en las células K562 tratadas con 1 uM
de CM363 durante distintos tiempos (desde 6 h hasta 48 h) (Figura 7).

El producto CM363 produjo un bloqueo del ciclo celular que se asocio
con una disminucion en los niveles de expresion de la ciclina B y de Cdc25 a
las 48 horas de tratamiento (Figura 7). Ademas, el CM363 increment6 la
fosforilaciéon de Chk-1 y Chk-2, dos quinasas “checkpoint’, que inactivan
Cdc25 por fosforilacion o promoviendo su degradacion (112, 114). El nivel
de expresion de la fosfatasa Cdc25C, que desempefia un papel critico en el

control G2/M (112), se redujo por la accion del compuesto (Figura 7).

77



Capitulo I. Resultados

1 uM CM363 (h)
VEH 6 12 24 48 VEH

Cyclin E [ == o s wn ==

Cyclin B [ e cmmm — o —

Cyclin D3 | e an = - ==
P27 | - - - -
p21

PRD S780 | s - smn o a—

PRD SS07/811 |y S - - o -

Wee1 *————*

BUBR1 [~ e e e e e

CDK2 —-----|

pChk1529% e - -

Cdc25C (WS Sl el e s

GAPDH | e e o e =

Figura 7. Las células K562 fueron cultivadas 6, 12, 24 6 48 horas en presencia del
compuesto CM363 (1 uM). Posteriormente, se obtuvieron extractos proteicos totales y
se analizaron las proteinas implicadas en la regulacion del ciclo celular mediante
ensayos de Western blot realizados con anticuerpos especificos. En estos ensayos la

proteina GAPDH se usé como control de carga.
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4. CM363 induce apoptosis en células CML

Tras observar que el CM363 disminuy6 la viabilidad y fue capaz de
bloquear el ciclo celular, se plante6 conocer si estos acontecimientos se

correlacionaban con una activacion de la muerte celular por apoptosis.

Los resultados de esos experimentos mostraron que el tratamiento de las
células K562 con el CM363 se asocia a un aumento de células anexina V-
positivas dependiente del tiempo (Figura 8) y a un incremento del numero de

nucleos apoptoticos (Figura 9).

Time (days) after 1 yM CM363
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; K W ) 7 01 2 3
Annexin V-FIC Days

Figura 8. Las células K562 fueron cultivadas durante 1, 2 6 3 dias en presencia de
CM363 (1 uM) para determinar la translocacion de fosfatidilserina a la superficie

celular utilizando la anexina V-FITC.
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Figura 9. Fotomicrografias de campos representativos de células K562 teiiidas con

trihidrocloruro de bisbenzimida para evaluar la condensacion de cromatina nuclear

skt

después del tratamiento durante 24 o 36 horas con CM363 (5 uM). P < 0.001 con

respecto a las células tratadas con el vehiculo (VEH).

Ademas, el CM363 causdé una liberacion del citocromo C de las
mitocondrias (Figura 10A), e indujo la escision de las caspasas -3, y -9, asi
como de PARP (Poli- (ADP-ribose) polymerase), aunque no modifico el

estado inactivo de la caspasa-8 (Figura 10B).
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Figura 10. Las células K562 fueron cultivadas en presencia de CM363 (5 uM)
durante 3, 6 6 12 horas. Posteriormente, se obtuvieron extractos proteicos citosolicos
(para el caso del citocromo ¢ (Cyt-c) (A)) y totales (para el caso del PARP y las
caspasas (B)) que fueron analizados mediante ensayos de Western blot. En estos
ensayos se utilizo la proteina B-actina como control de carga. P < 0.001 y P <

0.05 con respecto a las células tratadas con el vehiculo (VEH).

Se sabe que algunos agentes empleados en quimioterapia promueven la
degradacion proteosomal de Mcl-1, lo que resulta en una expresion
incrementada del YH2AX, rotura del ADN y apoptosis (27, 115). Teniendo
esto en cuenta, se decidié investigar el potencial efecto del producto CM363
sobre la expresion proteica de Mcl-1 y YH2AX en células K562. Estos
experimentos mostraron que 48 h de tratamiento con CM363 (1 pM) redujo
significativamente la expresion de la proteina antiapoptotica Mcl-1 e

incremento la expresion de YH2AX (Figura 11).
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Figura 11. Las células K562 fueron cultivadas durante 6, 12, 24 6 48 horas en
presencia del vehiculo o de CM363 (1 uM). Posteriormente, se obtuvieron extractos
proteicos totales en los que se analizo la expresion proteica de Mcl-1 y yH2AX
mediante ensayos de Western blot. La proteina GAPDH fue usada como control de

carga en estos ensayos.

5. CMB363 inhibe la ruta de sefializaciéon Bcr-Abl-STATS5 en las
células K562

El sello molecular distintivo de la CML es la presencia de la tirosina
quinasa Bcr-Abl constitutivamente activa, la cual es el factor causante de la

patofisilogia de la CML.

Para investigar los efectos del CM363 sobre la via de sefializacion Ber-
AbI/JAK2/STATS en CML, se realizaron una serie de experimentos de dosis-
tiempo en los que las células K562 fueron cultivadas en presencia del
vehiculo o de CM363. Los resultados obtenidos en estos experimentos
mostraron que la exposicion de las células K562 a 5 uM de CM363 durante 6
horas inhibié la activacion constitutiva de pTyr'’-Berl-Abl (pYBcr-Abl) y de
pTyr®*-STAT5 (pYSTATS5) observada en estas células, siendo el efecto
inhibidor sobre Bcrl-Abl debido, principalmente, a una reduccién en el

contenido de la proteina (Figura 12).
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Figura 12. Las células K562 se incubaron con vehiculo o CM363 (5 uM) durante los
tiempos indicados (3, 6, 12 horas). A continuacion, se obtuvieron extractos proteicos
totales que fueron analizados mediante ensayos de Western blot para detectar los
niveles fosforilados (pY) y totales de Bcr-Abl (grdfica izquierda), Bcr (grdfica
central) y STATS (grdfica derecha). La B-actina se usé como control de carga. P <

0.001, ™ P < 0.01 y "P < 0.05 con respecto a las células tratadas con el vehiculo
(VEH).
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Un hallazgo interesante fue que la inhibicién de Ber-Abl y STATS
inducida por el CM363 se asocio a una disminucion de pTyr'®”'"%.JAK2

(pYJAK2) y a un aumento de pTyr*'®

-Src (pYSrc), causadas principalmente
por una disminucion y un aumento en los contenidos proteicos respectivos

(Figura 13).
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Figura 13. Las células K562 se incubaron con vehiculo o CM363 (5 uM) durante los
tiempos indicados (3, 6, 12 horas). A continuacion, se obtuvieron extractos proteicos
totales que fueron analizados mediante ensayos de Western blot para detectar los
niveles fosforilados (pY) y totales de JAK2 (grdfica izquierda) y Scr (grdfica
derecha). La B-actina se usé como control de carga. *" P < 0.001, " P < 0.01 y "P <

0.05 con respecto a las células tratadas con el vehiculo (VEH).
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Para comprobar si el CM363 es capaz de inhibir también de la actividad
de STATS y STAT3 inducida por citoquinas, se utilizaron tres modelos
celulares diferentes. En el primero se emplearon células HEL privadas de
suero, estimuladas con EPO (Erytropoyetin) (Roche, Mannheim, Germany)
durante 5 min y tratadas con CM363 durante diferentes periodos de tiempo y
en diferentes dosis. Los resultados obtenidos a partir de este primer modelo
experimental mostraron que el producto CM363 inhibi6 la estimulacion de la
fosforilacion (pY) de STATS inducido por la EPO de una manera
dependiente del tiempo y de la dosis (Figura 14).
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Figura 14. Las células HEL fueron cultivadas en un medio carente de suero y en
presencia de CM363 (5 uM) durante 0 - 3 horas (panel izquierdo) o durante 3 horas
en presencia de diferentes dosis del producto (0 — 10 uM) (panel derecho). A
continuacion, las células fueron estimuladas con EPO (10 unidades/ml) durante 5
minutos. Finalmente, se obtuvieron extractos proteicos totales que fueron analizados
mediante ensayos de Western blot para detectar los niveles fosforilados (pY) y totales
de STATS. La B-actina se usé como control de carga. P <0.001y" P < 0.0l con

respecto a las células tratadas con el vehiculo (VEH).
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En el segundo y tercer modelo experimental de induccion por citoquinas,
se utilizaron células T47D, una linea de células de adenocarcinoma de mama
humano que carece de activacion constitutiva de STAT, pero que si responde
al tratamiento con GH e IL-6, con una estimulacion especifica de la
fosforilacion de STATS o STAT3, respectivamente (116, 117). Las células
T47D cultivadas en un medio carente de suero fueron estimuladas con GH
(50 nM) durante 10 minutos o con IL6 (25 ng/ml) durante 30 minutos, y
tratadas con CM363 durante diferentes tiempos y con distintas dosis. Los
resultados obtenidos a partir de estos modelos experimentales mostraron que
la exposicion de las células a CM363 durante 1 hora fue suficiente para
inhibir la pYSTATS inducida por GH (Figura 15), asi como la pYSTAT3
promovida por IL-6 (interleukin 6) (Miltenyi Biotec, Gladbach, Germany)
(Figura 16).
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Figura 15. Las células T47D fueron cultivadas en un medio carente de suero y en
presencia de CM363 (5 uM) durante 0 — 3 horas (panel izquierdo) o durante 1 hora
en presencia de diferentes dosis del producto (0 — 10 uM) (panel derecho). A
continuacion, las células fueron estimuladas con GH (50 nM) durante 10 minutos.
Finalmente, se obtuvieron extractos proteicos totales que fueron analizados mediante
ensayos de Western blot para detectar los niveles fosforilados (pY) y totales de
STATS5. La B-actina se usé como control de carga. ~ P < 0.001 con respecto a las

células tratadas con el vehiculo (VEH).
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Figura 16. Las células T47D fueron cultivadas en un medio carente de suero y en
presencia de CM363 (5 uM) durante 0 — 3 horas (panel izquierdo) o durante 1 hora
en presencia de diferentes dosis del producto (0 — 10 uM) (panel derecho). A
continuacion, las células fueron estimuladas con IL6 (25 ng/ml) durante 30 minutos.
Finalmente, se obtuvieron extractos proteicos totales que fieron analizados mediante
ensayos de Western blot para detectar los niveles fosforilados (pY) y totales de
STATS3. La B-actina se usé como control de carga. P < 0.001 y " P < 0.01 con
respecto a las células tratadas con el vehiculo (VEH).

Ademas, en estos modelos, y en consonancia con la inhibicion de la
fosforilacion de las STAT, el producto inhibid la unién de STATS y STAT3
al ADN inducida por la correspondiente citoquina (Figura 17A y 17B).
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Figura 17. Las células T47D fueron preincubadas durante 30 minutos con CM363
(5uM) y posteriormente estimuladas con GH (50nM) durante 10 min (A) o IL-6
(25ng/ml) (B) durante 30 min, en un medio carente de suero. A continuacion, se
prepararon extractos proteicos nucleares en los que se determino, mediante ensayos
de Western blot, los niveles fosforilados y totales de STATS (A, panel superior) y
STAT3 (B, panel superior), respectivamente. La p-actina se usé como control de
carga. Los extractos proteicos nucleares obtenidos a partir de células T47D tratadas
con CM363 y GH o IL-6 se utilizaron ademas para investigar los efectos del producto
sobre la union de STAT5b (A; panel inferior) o STAT3 (B, panel inferior) al ADN
usando el kit de ELISA que se describe en la seccion de Materiales y Métodos. ~"P <
0.001, P < 0.01 y "P < 0.05 con respecto a las células tratadas con el vehiculo
(VEH). 5P <0.01 con respecto a las células estimuladas con GH (A) o IL-6 (B).
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Para investigar las consecuencias funcionales del tratamiento con
CM363 sobre las células K562, se realizaron ensayos de PCR cuantitativa a
tiempo real (qPCR), en los que se observd que el producto inhibe la
expresion de los genes PIM y c¢-Myc, que son diana de la ruta Ber-Abl-

STATS5 (26) (Figura 18).
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Figura 18. Las células K562 fueron cultivados durante diferentes tiempos (6 — 32
horas) en presencia de vehiculo (VEH), CM363 (3 uM) o IM (IM) (1 uM). Los niveles
de mARN de los genes PIM y Myc (previa sintesis de cADN) fueron analizados

sk

mediante gPCR. P < 0.001, "'P < 0.01 y "P < 0.05 con respecto a las células
tratadas con VEH.

6. CMa363 actla sobre otras vias de sefializacién importantes para

la supervivencia en CML

La sefializacién Ber-Abl también esta relacionada con la activacion de
las vias RAS/RAF/MEK/ERK, JNK y PI3K/AKT/mTOR (26, 48, 118, 119).
De manera que, para obtener una vision mas amplia sobre los mecanismos
que median las acciones del CM363 en CML, se analizo su efecto sobre
varias decenas de quinasas y mediadores de sefalizacion relevantes en las
células K562. Este analisis se realizo después de exponer las células K562 a 5
pM de CM363 durante 6 h. Para ello, se utilizd un kit de “array” de

fosfoquinasas humanas basado en anticuerpos especificos (Figura 19).
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Figura 19. Las células K562 fueron incubadas en presencia de vehiculo (VEH, o) o
CM363 (5 uM, m) durante 6 h. A continuacion, se obtuvieron extractos proteicos

totales que se analizaron

usando el kit Human Phospho-Kinase Array tal como se

describe en la seccion de Materiales y Métodos. "™ "P < 0.001, P < 0.01 y "P < 0.05

con respecto a las células tratadas con el VEH.
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De todas las proteinas analizadas, solo algunas fueron modificadas
significativamente después del tratamiento con el CM363. Los resultados
obtenidos muestran que, por un lado, CM363 inhibi6 mayoritariamente a
fosfoquinasas implicadas en las rutas de sefializacion de MAPK (p38;
ERK1/2), STAT (STATS5D) y del ciclo celular (Chk-2) y que, por otro lado,
estimulé la fosforilacién de INK (JNK1/2/3) y AKT [(Ser*”-AKT1/2/3)].

Los resultados del “array” de fosfoquinasas para ERK1/2, p38MAPK y
JNK fueron posteriormente validados y ampliados mediante Western blot. El
tratamiento de las células K562 con el CM363 produjo una inhibicion de la
fosforilacion de ERK1/2 y P38, y una activacion evidente (fosforilacion) de
JNK después de 3 horas de tratamiento con CM363 (5 uM). Ademas, la
activacion de JNK persiste, al menos, durante 12 horas (Figura 20A).
Finalmente, se estudiaron también los efectos moduladores del CM363 sobre
los componentes de la via PI3K/AKT/mTOR. En particular, se observo que
el CM363 redujo los niveles de fosforilacion de S6 (pS6) (Figura 20B).
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Figura 20. Las células K562 fueron incubadas en presencia de vehiculo (VEH) o
CM363 (5 uM) durante 3, 6 6 12 horas. A continuacion, se obtuvieron extractos

proteicos totales que fueron analizados mediante ensayos de Western blot para
determinar los niveles fosforilados y totales de (A) ERK1/2, P38-MAPK, JNK y (B)
pS6. La B-actina se usé como control de carga. ~"P < 0.001, P < 0.01 y "P < 0.05
con respecto a las células tratadas con el VEH.
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7. CMB363 actua sinérgicamente con IM para inhibir la viabilidad
celular de CML, eludiendo la resistencia a IM.

Para investigar si una combinacion de CM363/IM podria proporcionar
una actividad mejorada (sinérgica), se comenz6 por estudiar los efectos de
esta combinacion sobre la fosforilacion de STATS (pYSTATS). Los
resultados mostraron que la exposicion de las células K562, durante 3 horas a
3 uM CM363 y 0,05 uM IM, por separado, redujo la pYSTATS en un 20% y
60%, respectivamente. Sin embargo, cuando las células K562 fueron
cultivadas en presencia de una combinacién de esas dosis de los dos
farmacos, se observo una inhibicion casi completa de la pYSTATS (Figura

21).

Treatment for 3h

IM0.05uM - + - - - + + - -
MoApM - - + - - - - 4+ 4+
cM3633pM - - - + - + - + -
CM3635uyM - - - - + - + - +

pYStats | ™= mw e mw

STEICH R e peepep———

B-Actin | ™= s s a—————

pStat5/Stat5 1 04 02 08 0.6 0.08 0.03 0.010.003

Figura 21. Las células K562 fueron cultivadas en presencia de CM363 (3 6 5 uM),
IM (0,05 6 0,1 uM) o una combinacion de ambos durante 3 horas. Posteriormente, se
obtuvieron extractos proteicos totales que fueron usados para analizar los niveles de
fosforilacion y la expresion proteica total de STATS mediante ensayos de Western

blot, usando anticuerpos especificos. La f-actina se usoé como control de carga.
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En segundo lugar, se investigd una potencial accidon sinérgica de una
combinacion de CM363/IM sobre la inhibicion de la supervivencia celular.
Para ello, se utilizO una combinacion de proporcion constante de CM363 e
IM [ratio 5 (CM363): 1 (IM)]. El analisis de isobolograma y del indice de
combinacion de Chou-Talalay (110) realizado a partir de estos experimentos
determind que la combinacion de CM363 ¢ IM produce una inhibicion de la
supervivencia celular mayor que la observada con cualquiera de los farmacos
utilizados de manera independiente (CI para la Dosis Eficaz 50 (ED50) = 0,4
+ (0,2 y para la Dosis Eficaz 75 (ED75) = 0,6 + 0,3) (Figura 22).
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Figura 22. (4) Las células K562 se cultivaron en presencia de CM363 (1, 2 uM), IM
(0,25 uM) o de ambos durante 48 horas, y la supervivencia de las células K562 se
analizé mediante el ensayo de MTT (B) La células K562 se cultivaron en presencia de
CM363 (8 dosis, de 0 a 5 uM), IM (8 dosis, de 0 a 1 uM) o de ambos en combinacion
(combinacion de proporcion constante (5 (CM363): 1 (IM)) durante 48 horas,
después de lo cual se determiné el numero de células viables mediante el ensayo de
MTT tal como se describe en Materiales y Métodos. El andlisis de Isobolograma se
realizo basandose en el cambio en el numero de células viables para 8 dosis
diferentes de CM363 e IM usando el software Calcusyn®, tal como se describe en
Materiales y Métodos. ~ P < 0.001 con respecto a las células tratadas con el
vehiculo. *P < 0.01 con respecto a las células tratadas con CM363 o IM.
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Para evaluar el alcance de los efectos inhibitorios inducidos por el
CM363 sobre la supervivencia celular, se determiné su actividad frente a una
linea celular derivada de CML resistente a IM (K562-R) (120). Tanto las
células K562-R como las células K562 sensibles a IM se trataron con
concentraciones crecientes de CM363 o IM durante 24 - 96 horas para
posteriormente realizar el ensayo de MTT. Como cabria esperar, el valor de
IC50 para IM fue casi 25 veces mayor en las células K562-R que en las
células K562 sensibles a IM. Sin embargo, ambas lineas celulares mostraron
una sensibilidad a CM363 equivalente, con valores de IC50 cercanos a 0,6

UM para ambos clones (Figura 23A).

La obtencion de imagenes a tiempo real de células K562 corrobord que
el CM363 caus6 un efecto citostatico tanto en células K562 sensibles a IM
(IC50 AUC = 0,6 + 0,3 uM) como en células K562-R (IC50AUC = 0,5 £ 0,1
uM), a concentraciones inferiores a 1 pM. Sorprendentemente, una
concentracion mayor de CM363 caus6 un efecto citotéxico en las células
K562 sensibles a IM, mientras que en células K562-R el producto se siguid

comportando como citostatico (Figura 23B).
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Figura 23. (4) Las células K562 sensibles a IM (A, ®) y las células K562-R (4, o)
resistentes a IM fueron cultivadas en presencia de concentraciones crecientes de
CM363 (e, 0) 0 IM (A, A) durante 72 horas. A continuacion, se determino viabilidad
celular mediante ensayo de MTT tal como se describe en Materiales y Métodos. (B)
Se cultivaron células K562 sensibles a IM (®, o) o células de resistentes a IM (A, 4)
en ausencia (vehiculo) o presencia de las concentraciones indicadas de CM363
durante un periodo de 4 dias. Los efectos de CM363 sobre la proliferacion celular (e,
A) y la citotoxicidad (o, A) fueron estudiados utilizando el sistema de toma de
imdgenes a tiempo real Incucyte™ HD. Los datos se representan como drea bajo
curva (AUC).

8. CM363 inhibe el crecimiento de xenoinjertos humanos de CML
en ratones atimicos

Finalmente, se realizaron experimentos in vivo usando modelos de
xenoinjertos de células K562 en ratones inmuno-deprimidos (111), para
determinar si la administracion de CM363 es capaz de suprimir el

crecimiento de los tumores inducidos.
En este grupo de experimentos se midi6 el volumen de los tumores

establecidos en ratones. En el grupo control (vehiculo), el volumen aumentd

de manera constante a lo largo de los 25 dias del periodo de estudio (Figura
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24A). Como se esperaba, la administracion del compuesto IM (control
positivo, 40 mg/kg, via oral) produjo una reduccién pronunciada y
estadisticamente significativa (P = 0,039 en el dia 4 y P = 0,008 en el dia 25,
en comparacion con el grupo control) del crecimiento tumoral (Figura 24A).
La administracion de CM363 (10 mg/kg, intraperitoneal) también produjo
una reduccion pronunciada y estadisticamente significativa (P = 0,004 en el
dia 4 y P = 0,007 en el dia 25 en comparacion con el grupo control) del
crecimiento tumoral (Figura 24A). Ademas, también se monitoriz6 el peso de
los animales durante los 25 dias de tratamiento como una medida indirecta de
la salud de los animales. Tal como se observa en la Figura 24B, el
tratamiento con el farmaco CM363 no se asocia con una reduccion

significativa del peso corporal de los ratones (Figura 24B).
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Figura 24. Células K562 humanas fueron inoculadas subcutdneamente en los flancos
de ratones inmunodeprimidos NOD-SCID tal como se describe en Materiales y
Meétodos. A continuacion, los ratones se dividieron en tres grupos de seis ratones
cada uno: vehiculo (®) (grupo control), CM363 (10 mg/kg/dia; ip) (A) e IM (40
mg/kg/dia) (m). Se determino el volumen de los tumores (A) y el peso corporal de los
animales (B), dos veces por semana. La comparacion entre el grupo control y los
grupos tratados con IM o CM363 se realizo mediante un andlisis de ANOVA
unidireccional seguido por las pruebas de comparacién miiltiple de Tukey. P < 0.05

ko

y P <0.001 con respecto a los ratones tratados con el vehiculo.
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1. Ihf-c6 reduce la viabilidad de células de leucemia humana

Para estudiar el efecto de los distintos compuestos de la segunda
quimioteca sobre la viabilidad celular se utilizd, como para los de la
quimioteca anterior, el ensayo para medir metabolizacion mitocondrial del

MTT.

Inicialmente, se realizd un ensayo con una dosis fija de 10 uM de los
distintos compuestos en 8 lineas celulares de tumores hematologicos y

solidos (Tabla 1).

HL60 K562 HEL Raw
S (10uM) S (10uM) S (10uM) S (10puM)
Producto | % inhib | SD | % inhib | SD | % inhib | SD | % inhb | SD
Ihf-c6 96.2 2.8 70.7 5.0 95.5 0.5 101.9 0.5
Ihf-c7 100.4 1.0 64.0 0.3 96.8 1.3 101.7 0.7
Ihf-c1 95.2 0.7 84.7 2.0 95.7 0.8 99.5 0.5

Ihf-c17 95.8 0.3 71.2 8.0 92.5 1.3 99.2 0.3

Ihf-L22 94.5 1.0 67.0 0.3 97.0 1.1 100.9 0.2

Ihf-c20 95.5 0.8 65.2 4.8 86.8 0.6 98.2 0.3

Ihf-L12 92.0 2.0 65.4 4.0 96.4 0.9 100.4 1.4

Ihf-c25 143 4.6 0.0 7.6 6.2 9.1 0.0 7.5

Ihf-L13 0.0 6.5 0.0 3.7 2.7 5.8 1.6 4.4

Ihf-L4 7.0 11.1 15.9 2.6 10.3 43 9.0 1.4
Ihf-c23 0.0 0.8 0.0 5.6 16.1 6.4 11.3 32
Ihf-c11 0.0 1.6 0.1 12.1 5.7 2.7 0.0 14.2
Ihf-L19 0.0 2.7 0.2 10.0 17.3 6.3 15.6 52
Ihf-c16 5.6 4.6 0.3 9.7 19.5 5.0 0.0 13.9
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MCF7 SKBR3 L1210 NCTC3749

S (10uM) S (10uM) S (10uM) S (10uM)

Producto | % inhib | SD | % inhib | SD | % inhib | SD | % inhb | SD

Ihf-c6 82.9 0.6 47.0 0.4 92.1 1.4 98.2 0.4

Ihf-c7 58.8 0.8 53.5 5.6 39.9 10.4 96.6 0.4

Ihf-cl 90.4 1.7 96.4 1.1 98.9 0.8 96.5 0.6

Ihf-c17 54.5 7.1 50.8 8.9 100.4 0.9 98.0 18.6

1hf-L22 95.4 1.6 47.2 33 38.6 54 98.9 0.4

Ihf-c20 94.1 5.8 35.1 0.4 68.5 3.1 95.8 0.6

Ihf-L12 93.8 6.0 59.2 3.5 71.1 4.5 86.9 5.0

Ihf-c25 0.0 0.7 0.0 2.2 27.1 4.8 0.0 44
Ihf-L13 0.0 2.7 0.0 6.5 26.1 2.0 0.0 53
Ihf-L4 7.7 6.5 0.0 4.2 21.6 10.5 0.0 3.8
Ihf-c23 0.0 52 0.0 3.7 16.7 1.3 0.0 3.8
Ihf-c11 0.0 53 0.0 2.5 9.8 39 0.0 2.5
1hf-L19 0.0 9.3 0.0 12.2 16.7 10.8 0.0 3.6
Ihf-c16 0.0 7.2 0.0 42 9.2 8.1 0.0 8.5

Tabla 1. Efecto de una seleccion de farmacos sobre la viabilidad celular a una dosis
de 10 uM de ihf-c6 durante 48 horas en distintas lineas celulares mediante el ensayo

colorimétrico de la reduccion de MTT.

A partir de este ensayo inicial se seleccionaron aquellos farmacos que
produjeron una inhibicion de la viabilidad igual o superior al 60% en este
cribado inicial y se calculdé su IC50. Para ello, se sembraron las células
tumorales en presencia de distintas concentraciones (0.03 - 10uM) de estos
farmacos y se incubaron durante 48 h. Entre todos los farmacos
preseleccionados, el ihf-c6 presentd unos valores de IC50 mas bajos en las
lineas celulares ensayadas, siendo mas eficaz en las lineas de leucemia

(HL60, MOLM.13, MV4.11, HEL y K562) (Tabla 2).
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Linea celular | Mean IC50 (uM)
HL60 03+0.1
MOLM.13 0.5+nd
MV4.11 1.1+1.1
HEL 1.3+0.6
K562 14+0.7
T47D 2.9+nd
PC3 32+1.1
NCTC 3749 34+1.6
L1210 47+1.1
HCT-15 48+1.4
MCEF7 8.3+0.1
SKBR3 >5+nd

MRC.5 >5

Tabla 2. Efecto de ihf-c6 sobre la viabilidad celular en distintas lineas celulares
tumorales mediante el ensayo colorimétrico de la reduccion de MTT. Las células se
sembraron y trataron con distintas concentraciones (0.03 - 10 uM) de ihf-c6 durante
48 h (nd: no determinado).

Como se puede apreciar, los valores de IC50 para las células K562 (IC50
=1,4+£0,7 uM), HEL (IC50 = 1,3 = 0,6 uM) y HL60 (IC50 = 0,3 + 0,1 uM)
fueron seniblemente inferiores a los observados para algunas células no
hematologicas (MCF7 = 8,3 £ 0,1 uM) y células no tumorales (MRC-5 >
S5uM), siendo éstas menos sensibles a la inhibicién de la viabilidad celular
por ihf-c6 (Figura 1). Estos datos sugieren una selectividad antiproliferativa y

una mayor eficacia sobre las células de cancer hematolégico.
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Figura 1. Células K562 (e), HL60 (m), HEL (A) y MRCS (T) se cultivaron en
presencia de concentraciones crecientes (0,03 - 10 uM) de ihf-c6 durante 48 h.

Posteriormente, se determino la viabilidad celular mediante el ensayo de MTT.

Para estudiar si el efecto del farmaco ihf-c6 sobre la viabilidad celular se
debia a un efecto citotdxico o citostatico, se cultivaron células K562 tratadas
con distintas concentraciones de ihf-c6 y se monitorizO su crecimiento
mediante la toma de imagenes de células vivas a tiempo real. Este grupo de
experimentos demostré que ihf-c6 causa un efecto citostatico en el
crecimiento celular a una concentracion préoxima a 0,7 pM y un efecto

citotoxico a una concentracion proxima a 1,7 uM (Figura 2).
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Figura 2. Se cultivaron células K562 en presencia de vehiculo o de concentraciones
crecientes de ihf-c6 (0,03 - 10 uM) durante 4 dias. Durante ese periodo de tiempo se
investigaron los efectos del farmaco sobre la proliferacion (®) y la citotoxicidad (m)
usando el sistema de andlisis a tiempo real Incucyte™ HD. Los datos se representan

como area bajo la curva (AUC).

2. 1hf-c6 inhibe la ruta de sefializacion Bcr-Abl-STAT5 y JAK2-
STATS/STATS3

Para investigar si el compuesto ihf-c6 es capaz de inhibir la activacion
constitutiva (fosforilaciéon) de Ber-Abl-STATS y JAK2-STATS/STAT3, se
utilizaron los modelos celulares K562 y HEL. Inicialmente, estas lineas
celulares se cultivaron en presencia de una dosis fija 5SuM de ihf-c6 durante
distintos tiempos. Los resultados de estos experimentos mostraron que este
producto (5 uM durante 6 horas) inhibié la activacion constitutiva de
pYSTATS (STATS fosforilada en tirosina) y pYBcr-Abl (Bcer-Abl fosforilada
en tirosina) (Figura 3), debido, en gran parte, en el caso de Ber-Abl, a la
reduccion del contenido de proteina total. Estos experimentos indican,

ademas, que el tratamiento con ihf-c6 también redujo significativamente la
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activacion constitutiva de pYSTAT3 (STAT3 fosforilada en tirosina) y
pYJAK2 (JAK2 fosforilada en tirosina) en las células HEL. Sin embargo, el
producto precisa de, al menos, 12 horas para producir un efecto similar obre

pYSTATS en esta linea celular (Figura 4).
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Figura 3. Se incubaron células K562 en presencia de vehiculo o ihf-c6 (5 uM)
durante los tiempos indicados (1, 3, 6, 12, 24 h). A continuacion, se realizaron
ensayos de Western blot con anticuerpos especificos para detectar los niveles
fosforilados (pY) y totales de Bcr-Abl (panel izquierdo), Ber (panel intermedio) y
STATS5 (panel derecho). ""P < 0.001, ™ P < 0.01 y "P < 0.05 con respecto a las
células tratadas con el vehiculo (VEH).
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Figura 4. Se incubaron células HEL en presencia de vehiculo o ihf-c6 (5uM) durante
los tiempos indicados (1, 3, 6, 12, 24 h). A continuacion, se realizaron ensayos de
Western blot con anticuerpos especificos para detectar los niveles fosforilados (pY) y
totales de JAK2 (panel izquierdo), STATS (panel intermedio) y STAT3 (panel
derecho). ""P < 0.001, P < 0.0 y "P < 0.05 con respecto a las células tratadas con
el vehiculo (VEH).

En otra serie de experimentos se investigd si el producto es capaz de
inhibir la activacion de STATS y STAT3 inducida por citoquinas. Para ello,
se utilizaron células de adenocarcinoma de mama humano T47D, las cuales
carecen de activacion constitutiva de STAT, pero que si responden al
tratamiento con GH e IL-6 con una estimulacion especifica de la fosforilacion
de STATS o STATS3, respectivamente (116, 117). En estos experimentos, las
células T47D fueron estimuladas con GH (50 nM) durante 10 min o IL-6 (25

ng/ml) durante 30 min, y tratadas durante diferentes tiempos (0 - 3 h) y con
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distintas dosis (0 - 3 puM) de ihf-c6 para posteriormente determinar la
fosforilacion de STATS o STAT3. Los resultados mostraron que el
tratamiento de las células T47D durante 30 minutos con el producto fue
suficiente para inhibir significativamente la fosforilacion de STATS inducida

por la GH (Figura 5), y de STAT3 inducida por la IL-6 (Figura 6).
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Figura 5. Se preincubaron células T47D durante diferentes tiempos (0 — 3 horas) o
durante 30 minutos, con una dosis unica (5uM) (panel izquierdo) o con diferentes
concentraciones (0 — 5 uM) (panel derecho) del producto ihf-c6, respectivamente, en
un medio carente de suero. A continuacion, las células T47D fueron estimuladas
durante 10 minutos con GH (50 nM) y se prepararon extractos proteicos totales para
realizar ensayos de Western blot en los que se analizo la fosforilacion (pYSTATS) y la
expresion proteica total de STATS5. En la figura se muestran los andlisis
densitométricos de los niveles fosforilados con respecto a los totales de STAT5. 'P <
0.001 con respecto a las células tratadas con el vehiculo (VEH).
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Figura 6. Se preincubaron células T47D durante diferentes tiempos (0 — 3 horas, con
una dosis unica (5 uM) (panel izquierdo) o con diferentes concentraciones (0 — 5 uM)
durante 30 minutos (panel derecho) del producto ihf-c6, en un medio carente de
suero. A continuacion, las células T47D fueron estimuladas durante 30 minutos con
1L-6 (25 ng/ml) y se prepararon extractos proteicos totales para realizar ensayos de
Western blot en los que se analizo la fosforilacion (pYSTAT3) y la expresion proteica
total de STAT3. En la figura se muestran los analisis densitométricos de los niveles
fosforilados con respecto a los totales de STAT5. P < 0.001, ™ P < 0.01 con
respecto a las células tratadas con el vehiculo (VEH).
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3. Ihf-c6 inhibe la unién de STAT3y STATS5 a su secuencia diana
en el ADN

Las proteinas STAT son factores de transcripcion que una vez activadas
por fosforilacion forman dimeros, atraviesan la membrana nuclear y se unen
a la secuencia especifica del gen diana, regulando su transcripcion (7).

Para evaluar el efecto del ihf-c6 sobre la interaccion STAT-ADN se
utilizo6 el mismo kit de ELISA que se empled en el estudio del CM363. En
esos experimentos, las células T47D fueron tratadas con distintas
concentraciones del farmaco durante 30 minutos, y, posteriormente,
estimuladas con GH (10 min) o IL-6 (30 min). Los resultados indican que el
producto ihf-c6 inhibid, de forma dosis dependiente, la union al ADN de
STATS (Figura 7A) y STAT3 (Figura 7B) inducidas por sus respectivas

citoquinas.
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Figura 7. Las células T47D fueron preincubadas durante 30 minutos con ihf-c6
(5uM) y posteriormente estimuladas con GH (50nM) durante 10 min (4) o IL-6
(25ng/ml) (B) durante 30 min, en un medio carente de suero. A continuacion, se
prepararon extractos proteicos nucleares en los que se determino, mediante ensayos
de Western blot, los niveles fosforilados y totales de STATS (A, panel superior) y
STAT3 (B, panel superior), respectivamente. Los extractos proteicos nucleares
obtenidos a partir de células T47D tratadas con ihf-c6 y GH / IL-6 se utilizaron
ademas para investigar los efectos del producto sobre la union de STAT5b (A, panel
inferior) o STAT3 (B; panel inferior) al ADN usando el kit de ELISA que se describe
en la seccion de Materiales y Métodos. ~"P < 0.001, ""P < 0.01 y "P < 0.05 con
respecto a las células tratadas con el vehiculo (VEH). *P < 0.01 con respecto a las
células estimuladas con GH (A) o IL-6 (B).
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4. Ihf-c6 inhibe la transcripcion dependiente de STAT5 y STAT3

Para estudiar si el ihf-c6 es capaz de inhibir la transcripcion dependiente
de STAT, se utilizaron dos lineas celulares transfectadas con un elemento
reportero de luciferasa cuya expresion depende de STAT: las células HEK-
GHR para el estudio de la transcripcion dependiente de STATS, y las células
HeLa/STAT3-luc para el estudio de la transcripcion dependiente de STAT3.
Los resultados revelan que ihf-c6 inhibid la transcripcion de los genes
reporteros dependiente de STATS con un valor de IC50 de 7,8 uM y
dependiente de STAT3 con un valor de IC50 de 9,3 uM (Figura 8).
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Figura 8. Las células HEK-GHR y HeLa/STAT3-luc fueron cultivadas en un medio
carente de suero para estudiar la transcripcion dependiente de STATS (®) y STAT3
(A). Las células se preincuparon con vehiculo o ihf-c6 durante 1 h 'y posteriormente
se trataron con GH (para STAT5) u OSM (para STAT3) durante 7 h. Finalmente, se

determiné la actividad luciferasa tal como se describe en la seccion de Material y
Métodos.
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5. Ihf-c6 reduce la viabilidad de células de CML resistentes a IM
K562-R

Para evaluar si el ihf-c6 es capaz de inhibir el crecimiento de células
resistentes a IM, se realizaron una serie de experimentos en los que se
determiné su actividad frente a la linea celular K562-R, derivada de CML
resistente a IM (120). Las células K562-R y las células K562 sensibles a IM
se trataron con concentraciones crecientes de ihf-c6 o IM durante 72 h y se
analiz6 su viabilidad mediante ensayo de MTT. Los resultados indican que el
IM no reduce la viabilidad de las células K562-R pero si la de las células
K562, con una IC50 de 0,2 uM. Hay que resaltar, no obstante, que tanto las
células K562 sensibles, como las resistentes, mostraron una alta sensibilidad
al ihf-c6, con valores de IC50 cercanos a 2 uM y 3 uM, respectivamente
(Figura 9).
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Figura 9. Las células K562 sensibles a IM (m, ®) y las células K562-R (o, o)
resistentes a IM se cultivaron en presencia de concentraciones crecientes de ihf-c6
(e, 0) 0 IM (m,0) durante 72 h. A continuacion, se midio viabilidad celular mediante
el ensayo de MTT tal como se describe en Materiales y Métodos.
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El cancer es una de las principales enfermedades causantes de tasas
elevadas de morbi-mortalidad a nivel global. En los ultimos afios se han
conseguido grandes avances terapéuticos gracias a un mejor conocimiento de
la biologia molecular de los tumores (2). Sin embargo, la baja selectividad, la
toxicidad y el desarrollo de resistencias (33, 37, 54, 55) a ciertos farmacos
utilizados hoy en dia para el tratamiento de esta enfermedad hacen necesaria
la busqueda de nuevas alternativas terapéuticas. En ese sentido, los productos
naturales resultan ser una fuente interesante de estructuras quimicas
privilegiadas (60-62). A partir de ellos, se tiene la oportunidad de desarrollar
quimiotecas de estructuras andlogas para su posterior cribado, con el objetivo

de identificar y desarrollar nuevos compuestos bioactivos.

Las NPQ y sus derivados se consideran estructuras quimicas
privilegiadas para el desarrollo de nuevos agentes antitumorales (91, 92). De
hecho, algunos agentes antitumorales con estructura quinénica han sido
usados con ¢€xito para el tratamiento tanto de tumores sélidos (por ejemplo
doxorubicina) como de leucemias linfo y mieloblasticas (por ejemplo
daunorubicina). Existen evidencias experimentales que demuestran que
ciertos derivados de NPQ, como por ejemplo, shikonina y plumbagina, son
capaces de provocar la muerte de células de CML con valores de IC50 que se
encuentran dentro del rango uM o sub-puM (94). Sin embargo, estos estudios
no han investigado los potenciales efectos toxicos de estos productos sobre

células no tumorales humanas.

En la presente tesis doctoral se investigaron, in vitro e in vivo, los
potenciales efectos antileucémicos de dos nuevos derivados de NPQ,
denominados CM363 e ihf-c6. Estos productos fueron capaces de inhibir el
crecimiento de células humanas de cancer hematoldgico (K562, HEL, HL60)
con valores de IC50 en el rango uM — sub-uM y con una mayor eficacia que
en otras células de cancer hematolégico y en células de tumores sélidos.

Ademas, también se observd que los fibroblastos no tumorales de pulmoén
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MRC-5 son menos sensibles a la inhibiciéon de la viabilidad por parte de
ambos farmacos y que las células mononucleares de sangre periférica
humana PBMC son también menos sensibles a la accion del CM363. Estos
resultados sugieren una cierta selectividad de estos compuestos por las

células de leucemia sobre otros tipos de tumores y células sanas.

La hiperactivacion de la ruta JAK/STAT se asocia con diversos tipos de
cancer (18-23). Un ejemplo descrito es la mutacion en el dominio
pseudoquinasa JH2 del gen JAK2 (JAK2 VG617F), que produce una
activacion constitutiva de la via de sefalizacion JAK/STAT y que estd
presente en diversos canceres hematoldgicos (25). Otra activacion aberrante
de esta ruta de sefializacion estd producida por la onco-quinasa de fusion Ber-
Abl, que activa diversas vias de transduccion de sefiales intracelulares
relacionadas con la inhibicion de la apotosis, STATS entre ellas (26). Esta
activacion constitutiva por parte de Ber-Abl es la sefia de identidad de CML,
promoviendo la supervivencia, la progresion del ciclo celular y la activacion
de rutas de sefializacion oncogénica (48, 101, 121, 122). Sin embargo, a pesar
de que se ha descrito el papel de las naftoquinonas como antitumorales,
también en CML (94, 95), no se ha investigado previamente el efecto
potencial de estos compuestos sobre la ruta Ber-Abl/JJAK2/STAT. En el
presente trabajo, se ha podido demostrar que ambos derivados de
naftoquinonas, CM363 e ihf-c6, fueron capaces de inhibir la ruta
constitutivamente activa Ber-Abl/JAK2/STATS en células de CML humana

K562, inhibiendo la fosforilacion de las quinasas de proteina implicadas.

Actualmente se dispone de distintos compuestos capaces de inhibir las
tirosina quinasas JAK (32, 34-36) y Ber-Abl (50, 51, 53), siendo el IM, un
inhibidor de Ber-Abl, la primera prueba de que los inhibidores de tirosina
quinasas son eficientes en el tratamiento del cancer (53). Sin embargo, el
desarrollo de resistencia a los tratamientos con TKI para canceres

dependientes de JAK (33, 36, 37) y Ber-Abl (54-56) supone un problema que
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justifica la busqueda de nuevos fdrmacos que actuen de manera aditiva o

sinérgica con los ya descritos.

La via JAK2/STATS se encuentra constitutivamente activa en células
Ber-Abl', tanto en células sensibles, como resistentes, a IM (123). Sin
embargo, la supresion de JAK2 o STATS en células Ber-Abl”, tanto sensibles
como resistentes a IM, resulta en una reduccion del proceso de formacion de
colonias y en una estimulacion de la apoptosis (124). Por tanto, los
inhibidores de JAK2/STATS podrian resultar muy ttiles en combinacién con
los inhibidores directos de Ber-Abl para el tratamiento de la CML, ya que
podrian ayudar a vencer la resistencia que normalmente se genera frente a los
segundos. Al respecto, cabe destacar que en este trabajo se demuestra que los
productos CM363 ¢ ihf-c6 son capaces de reducir la viabilidad en células
K562 tanto sensibles como resistentes a IM. Ademads, los resultados
aportados por este estudio también demuestran que la combinacion de
CM363 con IM fue mas efectiva que ambos farmacos individualmente en la
reduccion de la viabilidad y de la fosforilacion de Ber-Abl/JJAK2/STATS.
Estos resultados sugieren que la combinacion de CM363 con IM podria
suponer una ventaja para eludir la resistencia a TKI, lo que abre la

posibilidad de usar CM363 como coadyuvante en la terapéutica de la CML.

Diversos estudios previos han demostrado que los derivados de NPQ
inducen apoptosis en células de CML a través de la via intrinseca
dependiente de la mitocondria (94). Por otra parte, se ha observado que la
inhibiciéon de la ruta Ber-Abl/STATS induce apoptosis en células CML
mediante la inhibiciéon de la transcripcion, dependiente de STATS, de
miembros de la familia de proteinas moduladoras de la apoptosis Bcl-2, como
por ejemplo la proteina antiapoptotica Mcl-1 (27). Como ya se ha comentado
anteriormente, en la presente tesis doctoral se demuestra que CM363 inhibe
la via de sefializacion Ber-Abl/STATS en las células de CML K562, lo que se

asocia con una inhibiciéon de la expresion de Mcl-1 y un incremento de la
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liberacién de citocromo C de la mitocondria al citoplasma. Ademas, la
activacion de la apoptosis mediada por CM363 en células K562 también se
observa a través del aumento de la uniéon de anexina V a fosfatidilserina, la
activacion de las caspasas 3 y 9, y el corte proteolitico del PARP. Los
resultados aportados también demuestran que CM363 no activa la caspasa 8§,
la cual act@ia como iniciadora de la via extrinseca de la apoptosis. Estos
resultados tomados en conjunto sugieren que CM363 activa la via intrinseca
de la apoptosis (125) en células K562 a través, posiblemente, de la inhibicion
de Ber-Abl y JAK2, ambas responsables de la fosforilacion de STATS en

estas células.

La sefalizacion dependiente de Bcer-Abl se asocia también con la
activacion de las rutas RAS/RAF/MEK/ERK, JNK y PI3K/AKT/mTOR (26,
48, 118, 119). De manera general, ERK1/2 ejerce efectos que favorecen la
supervivencia y proliferacion celular, mientras que JNK y p38MAPK se
asocian a efectos proapoptdticos (126). Sin embargo, también se ha
observado que la sefializacion dependiente de p38MAPK puede promover la
supervivencia y el crecimiento celular. Por tanto, el papel de p38MAPK en la
apoptosis no es universal, sino que depende del tipo celular y de los estimulos
recibidos (127). Ademas, es sabido que la inhibicion de ERK1/2 induce
apoptosis en células K562 (128). En este trabajo mostramos que CM363
produce un descenso en el nivel de fosforilacion de ERK1/2 en células K562,
lo que sugiere que este mecanismo podria contribuir a la apoptosis inducida
por el compuesto en estas células. La activaciéon de JNK promueve la
liberacién del citocromo C y la activacion de la via intrinseca de la apoptosis
(126). Ademas, se ha demostrado que el derivado de NPQ shikonina induce
apoptosis en células K562 a través de la activacion de JNK (94). En la
presente tesis doctoral se demuestra que el compuesto CM363 inhibe la ruta
Bcer-Abl/STATS y estimula la fosforilacion de JNK en las células K562, lo
que sugiere que ambos mecanismos podrian estar contribuyendo

simultdneamente a la induccion de la apoptosis mediada por el compuesto en

120



Discusion

las mencionadas células. Por otro lado, en este trabajo se observa que el
producto CM363 reduce la fosforilacion de S**S6, una proteina ribosomal
cuya fosforilacion depende de Ber-Abl y de PI3K/mTOR en células Ber-Abl™
(129). Finalmente, el producto incrementa la fosforilacion en la serina 473 de
AKT, fosforilacion que ha sido relacionada con la inhibicion de la sintesis de
proteinas (130). Por tanto, estos resultados sugieren que el mecanismo de
accion del producto CM363 en las células K562 podria estar también
relacionado, directa o indirectamente, con la inhibicién de la sintesis de

proteinas.

CM363 bloquea el ciclo celular en células K562, aumentando el
porcentaje de células en fase S y disminuyendo el porcentaje de células en
fase GO/G1 y G2/M. Este efecto se asocia con cambios en los niveles de
expresion y/o fosforilacion de proteinas implicadas en el ciclo celular (113,
131, 132). El complejo CDK-1/cyclin B juega un papel fundamental en el
inicio de la mitosis en células eucariotas (112, 114) y se activa por la
defosforilacion de CDK-1 mediada por la fosfatasa Cdc25. A su vez, la
actividad de Cdc25 estd regulada por Chkl y Chk2, que la inactivan por
fosforilacion o promueven su degradacion (112, 114). El producto CM363
reduce la expresion de cyclin B y Cde25 y estimula la fosforilacion de Chkl
y Chk2, lo que contribuiria a la inhibicion de entrada en mitosis y

consecuentemente a la parada del ciclo celular en la fase S.

El producto CM363 reduce la expresion de la proteina antiapoptotica
Mcl-1 en células K562. Estudios previos han descrito que algunos agentes
quimioterapicos promueven la degradacion proteosomal de Mcl-1, lo que a
su vez produciria un incremento de la expresion del marcador de dafio en el
ADN de doble cadena, YH2AX, y estimulacion de la apoptosis (27, 115). Al
respecto cabe destacar que el presente trabajo demuestra que el producto
CM363 reduce la expresion de Mcl-1 y estimula la expresion de YH2AX

después de 48 h de tratamiento, sugiriendo que las células K562 no son
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capaces de reparar los dafios en su ADN y superar la parada del ciclo celular,

y que por tanto, se produce la activacion de la apoptosis.

Finalmente, los resultados obtenidos en los ensayos de eficacia
antitumoral in vivo indican que el producto CM363 administrado por via
intraperitoneal (10 mg/kg) reduce el crecimiento de los tumores inducidos

por células K562 en ratones atimicos.

En resumen, los resultados aportados por la presente tesis doctoral
muestran que dos derivados de naftoquinonas, CM363 e ihf-c6, son capaces
de inhibir la viabilidad de células tumorales, presentando cierta selectividad
para canceres hematoldgicos. Esta reduccion de la viabilidad se asocia, para
ambos compuestos y por primera vez para derivados naftoquinénicos, con la
inhibicion de 1la ruta Brc-Abl/JAK2/STATS5, via de senalizacion
constitutivamente activa en diferentes canceres hematoldgicos, como por
ejemplo la CML. Para el CM363, la reducciéon de la viabilidad se asocia,
ademas, con la parada del ciclo celular y la posterior entrada en apoptosis.
Este efecto se debe, al menos en parte, a la activacion de Chkl y Chk2, a la
inhibicion de la expresion y/o actividad de ciclina B y Cde25, a la reduccion
de la expresion de Mcl-1 y a la estimulacion de la expresion de YH2AX.
Ambos compuestos, CM363 e ihf-c6, reducen, con una potencia similar, la
viabilidad de células resistentes al IM. ElI CM363 potencia, ademas, la
actividad antiproliferativa del IM e inhibe el crecimiento de células CML
humanas en xenoinjertos de tumores inducidos por células de CML en
ratones atimicos. Por tanto, este trabajo aporta evidencias experimentales que
sugieren que el desarrollo de nuevos derivados naftoquindnicos puede tener

un enorme interés para la terapia farmacologica de las leucemias

humanas.
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El cribado farmacologico de dos librerias quimicas (un total de 292
productos) en lineas tumorales hematologicas y no hematologicas
permiti6é identificar compuestos con una eficacia antitumoral in vitro

cuya IC50 estaba en el rango submicromolar-micromolar.

En relacion a su naturaleza quimica, los compuestos con mejor eficacia
antitumoral in vitro son derivados de naftoquinonas. Particularmente, el
CM363 es el resultado de la reaccion entre 2-hidroxinaftoquinona, 4-
formilbenzonitrilo y 3-morfolinociclohex-2-enona y el ihf-c6 es el
resultado de la reaccion entre 2-hidroxi-1,4-naphthaquinone (lawsona),

4-hidroxicumarina y 3,4-dimetoxibenzaldehido.

En lo que respecta a su selectividad antitumoral, tanto CM363 como ihf-
c6 muestran una mayor potencia (IC50) antitumoral sobre canceres

hematologicos frente a los no-hematologicos.

La eficacia antitumoral in vitro de CM363 e ihf-c6 es elevada en lineas
tumorales dependientes de la ruta de sefializacion Ber-Abl/JAK2/STATS
como es la Leucemia Micloide Crénica (K562), y de la ruta de
sefializacion JAK2/STATS, como es la Eritroleucemia Humana (HEL),
inhibiendo su activacion. Esto sugiere que, al menos JAK2, Ber-Abl y
STATS son dianas moleculares de las que dependen el mecanismo de

accion antitumoral de estos productos.

CM363 e ihf-c6 inhiben la transcripcion dependiente de la activacion de
las vias OSMR-STAT3 (activada por Oncostatin M) y GHR-STATS
(activada por GH) en modelos celulares de genes reporteros de

luciferasa.
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CM363 disminuye los niveles de expresion de mARN de PIM y c-Myc
en Leucemia Mieloide Cronica (K562), dos genes con los que la ruta de

sefializacion Ber-Abl/STATS controla el crecimiento tumoral.

CM363 modula los niveles de fosforilacion y/o expresion de otras
proteinas relevantes en el crecimiento y supervivencia de las K562.
Concretamente, incrementa los niveles de fosforilacion en JNK y Src,
relevantes en la respuesta al estrés oxidativo o dafio en el ADN, inhibe
los niveles de fosforilacion de p38MAPK y ERK1/2, relevantes en la
induccion de la apoptosis, y aumenta S473Akt, una fosforilacion

asociada a la inhibicidn de la sintesis de proteinas.

CM363 provoca parada del ciclo celular en las células K562.
Concretamente, la parada del ciclo celular en la fase S se asocia con una
disminucion en la expresion de Cdc25c, relevante para el inicio de la
mitosis en células eucariotas, y un aumento en la expresion de p27,
Chkl1, Chk2 y YH2AX, relevantes para la regulacion del ciclo celular y la

entrada en apoptosis.

CM363 induce apoptosis en las células K562. El incremento de los
niveles de citocromo C en el citosol, la activacion de las caspasas -3 y -9,
el corte proteolitico del PARP, y la disminucién del nivel de expresion
de Mcl-1, sugieren una activacion de muerte celular programa por la via

intrinseca.

La combinacion de dosis submaximales de CM363 con IM, incrementan
la potencia antitumoral in vitro sobre células K562. Esto permitiria usar
dosis inferiores a las establecidas, manteniendo su eficacia antitumoral y
permitiria el reposicionamiento del IM en una quimioterapia menos

toxica para el enfermo.
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Tanto el CM363 como el ihf-c6 mantienen una excelente eficacia
antitumoral in vitro sobre células resistentes al IM. Esto sugiere que
tanto el CM363 como el ihf-c6 pueden ser eficaces medidas terapéuticas

para tratar la Leucemia Mieloide Cronica resistente al IM.
Por 1ultimo, en un modelo de xenoinjerto de Leucemia Mieloide Cronica

humana, se demuestra que el CM363 tiene una eficacia antitumoral y una

menor toxicidad aparente in vivo que el IM.
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Product Information

Material Number: 556419

Size: 200 tests

Vol. per Test: Sul

Storage Buffer: Aqueous buffered solution containing BSA and <0.09% sodium azide.
Description

Apoptosis is a normal physiologic process which occurs during embryonic development as well as in maintenence of tissue homeostasis. The
apoptotic program is characterized by certain morphologic features, including loss of plasma membrane asymmetry and attachment,
condensation of the cytoplasm and nucleus, and internucleosomal cleavage of DNA. Loss of plasma membrane is one of the earliest features.
In apoptotic cells, the membrane phospholipid phosphatidylserine (PS) is translocated from the inner to the outer leaflet of the plasma
membrane, thereby exposing PS to the external cellular environment. Annexin V is a 35-36 kDa Ca2+ dependent phospholipid-binding
protein that has a high affinity for PS, and binds to cells with exposed PS. Annexin V may be conjugated to fluorochromes including FITC.
This format retains its high affinity for PS and thus serves as a sensitive probe for flow cytometric analysis of cells that are undergoing
apoptosis. Since externalization of PS occurs in the earlier stages of apoptosis, FITC Annexin V staining can identify apoptosis at an earlier
stage than assays based on nuclear changes such as DNA fragmentation.

FITC Annexin V staining precedes the loss of membrane integrity which accompanies the latest stages of cell death resulting from either
apoptotic or necrotic processes. Therefore, staining with FITC Annexin V is typically used in conjunction with a vital dye such as propidium
iodide (PI) or 7-Amino-Actinomycin (7-AAD) to allow the investigator to identify early apoptotic cells (PI negative, FITC Annexin V
positive). Viable cells with intact membranes exclude PI, whereas the membranes of dead and damaged cells are permeable to PI. For
example, cells that are considered viable are both FITC Annexin V and PI negative while cells that are in early apoptosis are FITC Annexin V
positive and PI negative, while cells that are in late apoptosis or already dead are both FITC Annexin V and PI positive. This assay does not
distinguish between cells that have undergone apoptotic death versus those that have died as a result of a necrotic pathway because in either
case, the dead cells will stain with both FITC Annexin V and PI. However, when apoptosis is measured over time, cells can be often tracked
from FITC Annexin V and PI negative (viable, or no measurable apoptosis), to FITC Annexin V positive and PI negative (early apoptosis,
membrane integrity is present) and finally to FITC Annexin V and PI positive (end stage apoptosis and death). The movement of cells through
these three stages suggests apoptosis. In contrast, a single observation indicating that cells are both FITC Annexin V and PI positive, in of
itself, reveals less information about the process by which the cells underwent their demise.

FITC Annexin V is routinely tested by flow cytometric analysis. Other applications were tested at BD Biosciences Pharmingen during
antibody development only or reported in the literature.
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FITC Annexin V

FITC Annexin V: A tool for identifying cells that are undergoing apoptosis. HBP-ALL human leukemia cells were left untreated (top left

& bottom left panels), treated for 5 hr (top middle & bottom middle panels) or 12 hr (top right & bottom right panels) with anti-human Fas
antibody (Clone DX2, Cat. No. 555670) and Protein G. Cells were incubated with FITC Annexin V in a buffer containing propidium iodide (PI)
and analyzed by flow cytometry. Untreated cells were primarily FITC Annexin V and Pl negative, indicating that they were viable and not
undergoing apoptosis. After a 5 hr treatment with DX2, the majority of the cells were either undergoing apoptosis (FITC Annexin V positive
and Pl negative) or had already died (FITC Annexin V and Pl positive). After a 12 hr treatment with DX2, the majority of the cells had already
died (FITC Annexin V and Pl positive). The addition of Protein G enhances the ability of DX2 to induce apoptosis, presumably by
cross-linking the Fas receptor.

Preparation and Storage
Store undiluted at 4°C and protected from prolonged exposure to light. Do not freeze.

Application Notes
Application

Flow cytometry Routinely Tested

Recommended Assay Procedure:

FITC Annexin V is a sensitive probe for identifying apoptotic cells, binding to negatively charged phospholipid surfaces (Kd of ~5 x 10e-2) with
a higher affinity for phosphatidylserine (PS) than most other phospholipids. FITC Annexin V binding is calcium dependent and defined calcium
and salt concentrations are required for optimal staining as described in the FITC Annexin V Staining Protocol. Investigators should note that
FITC Annexin V flow cytometric analysis on adherent cell types (e.g HeLa, NIH 3T3, etc.) is not routinely tested as specific membrane
damage may occur during cell detachment or harvesting. Methods for utilizing Annexin V for flow cytometry on adherent cell types,
however, have been previously reported (Casiola-Rosen et al. and van Engelend et al.).

INDUCTION OF APOPTOSIS USING AN ANTI-HUMAN CDY5 (FAS) ANTIBODY
The following protocol is provided as an illustration on how FITC Annexin V may be used on a human cell line.

Materials

1. A cell line or primary cells that can easily be induced to undergo apoptosis by human Fas mAb. Examples include Daudi lymphoma cells
(ATCC CCL-213) and Jurkat T cells (ATCC TIB-152). It is important to note that there can be significant variation between cell lines regarding
the level of apoptosis that can be induced through the Fas receptor. Also, not all cell types which express the Fas antigen will necessarily undergo
Fas-mediated apoptosis. The cell lines mentioned above are good positive controls as they are strongly induced to undergo apoptosis by Fas mAb.
2. Anti-human CD95 (Fas) mAb, clone DX2 (Cat. No. 555670).

3. Recombinant Protein G (Sigma-Aldrich cat.no. P4689). We have found that the addition of Protein G to the tissue culture medium can
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significantly enhance the efficiency of the DX2 clone to induce apoptosis.

4. T25 tissue culture flasks.

5. IMDM or RPMI 1640 medium with 10% heat-inactivated fetal bovine serum (FBS), 1% L-glutamine and 1% antibiotics (penicillin/
streptomycin; 100 U/ml). This supplemented medium is simply referred to as 'medium' below.

Procedure
1. Maintain the cells in culture and change the medium one day before inducing apoptosis.
2. Induction of apoptosis: Add 0.5 - 2 ug/ml of the anti-CD95 antibody (DX2 clone) and 1-2 pg/ml Protein G to a T25 flask with medium
containing ~0.5 x 10e6 cells/ml. Negative controls should consist of:

(a) ~0.5 x 10e6 cells/ml with medium alone (no mAb or Protein G), and

(b) ~0.5 x 10e6 cells/ml with medium and 1 pg/ml Protein G alone (no mAb).
3. Incubate the cells for 2 to 12 hr at 37°C
4. Proceed with the FITC Annexin V Staining Protocol to measure apoptosis. Apoptosis can also be observed by light microscopy, gel
electrophoresis (DNA fragmentation ladders) or by using a DNA fragmentation-based flow cytometry assay system such as the APO-BRDU™ Kit
(Cat. No. 556405) or the APO-DIRECT™ Kit (Cat. No. 556381).

INDUCTION OF APOPTOSIS USING AN ANTI-MOUSE CD95 (FAS) ANTIBODY
The following protocol is provided as an illustration on how FITC Annexin V may be used on murine cells.

Materials

1. A cell line or primary cells that can easily be induced to undergo apoptosis by mouse Fas monoclonal antibody (mAb). Thymocytes isolated
from a 4-6 week old BALB/c mouse may be used.

2. Anti-mouse CD95 (Fas) mAb, clone Jo2 (Cat. No. 554254)

3. Recombinant Protein G (Sigma-Aldrich cat.no. P4689). We have found that the addition of Protein G to the tissue culture medium can
significantly enhance the efficiency of Jo2 mAb to induce apoptosis.

4. T25 tissue culture flasks

5. RPMI-1640 medium with 10% heat-inactivated fetal bovine serum (FBS), 1% L-glutamine and 1% antibiotics (penicillin/ streptomycin; 100
U/ml). This supplemented medium is simply referred to as 'medium' below.

Procedure
1. Isolate BALB/c thymocytes from the thymus of a 4-6 week old mouse.
2. Induction of apoptosis. Add 2.5-10 pg/ml Jo2 (Cat. No. 554254) and 1-2 pg/ml Protein G to a T25 flask containing ~2 x 10e6 thymocytes/ml.
Negative controls should consist of

(a) ~2 x 10e6 thymocytes/ml with medium alone (no mAb or Protein G)

(b) ~2 x 10e6 thymocytes/ml with medium and 1-2 pg/ml Protein G alone (no mAb).
3. Incubate the cells for 2-12 hrs at 37°C.
4. Proceed with the FITC Annexin V Staining Protocol to measure apoptosis. Apoptosis can also be observed by light microscopy, gel
electrophoresis (DNA fragmentation ladders) or by using a DNA fragmentation-based flow cytometry assay system such as the APO-BRDU™ Kit
(Cat. No. 556405) or the APO-DIRECT™ Kit (Cat. No. 556381).

FITC ANNEXIN V STAINING PROTOCOL

FITC Annexin V is used to quantitatively determine the percentage of cells within a population that are actively undergoing apoptosis. It relies on
the property of cells to lose membrane asymmetry in the early phases of apoptosis. In apoptotic cells, the membrane phospholipid
phosphatidylserine (PS) is translocated from the inner leaflet of the plasma membrane to the outer leaflet, thereby exposing PS to the external
environment. Annexin V is a calcium-dependent phospholipid-binding protein that has a high affinity for PS, and is useful for identifying
apoptotic cells with exposed PS. Propidium Iodide (PI) is a standard flow cytometric viability probe and is used to distinguish viable from
nonviable cells. Viable cells with intact membranes exclude P1, whereas the membranes of dead and damaged cells are permeable to PI. Cells that
stain positive for FITC Annexin V and negative for PI are undergoing apoptosis. Cells that stain positive for both FITC Annexin V and PI are
either in the end stage of apoptosis, are undergoing necrosis, or are already dead. Cells that stain negative for both FITC Annexin V and PI are
alive and not undergoing measurable apoptosis.

Reagents

1. FITC Annexin V: Included. Use 5 pl per test.

2. Propidium Iodide (PI): Not Included. PI (cat.no. 556463) is a convenient, ready-to-use nucleic acid dye. Use up to 10 pl per test of a 50 pg/ml
solution.

3. 10x Binding Buffer: Not Included. 0.1 M Hepes (pH 7.4), 1.4 M NaCl, 25 mM CaCl2. Store at 4°C. Alternatively, catalog number 556454
may be purchased.
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Staining

1. Wash cells twice with cold PBS and then resuspend cells in 1x Binding Buffer at a concentration of 1 x 10e6 cells/ml.

2. Transfer 100 ul of the solution (1 x 10e5 cells) to a 5 ml culture tube.

3. Add 5 pl of FITC Annexin V.

4. Add 10 pl PI. The optimal concentration of PI may vary among cell lines where 10 pl of a 50 pg/ml stock is most likely the maximum to be
required. Less may yield optimal results in some experimental systems.

5. Gently vortex the cells and incubate for 15 min at RT (25 °C) in the dark.

6. Add 400 pl of 1x Binding Buffer to each tube. Analyze by flow cytometry within 1 hr.

SUGGESTED CONTROLS FOR SETTING UP FLOW CYTOMETRY

The following controls are used to set up compensation and quadrants:
1. Unstained cells.

2. Cells stained with FITC Annexin V (no PI).
3. Cells stained with PI (no FITC Annexin V).

Other Staining Controls:

A cell line that can be easily induced to undergo apoptosis should be used to obtain positive control staining with FITC Annexin V and/or FITC
Annexin V and PL. It is important to note that the basal level of apoptosis and necrosis varies considerably within a population. Thus, even in the
absence of induced apoptosis, most cell populations will contain a minor percentage of cells that are positive for apoptosis (FITC Annexin V
positive, PI negative or FITC Annexin V positive, PI positive).

The untreated population is used to define the basal level of apoptotic and dead cells. The percentage of cells that have been induced to undergo
apoptosis is then determined by subtracting the percentage of apoptotic cells in the untreated population from percentage of apoptotic cells in the
treated population. Since cell death is the eventual outcome of cells undergoing apoptosis, cells in the late stages of apoptosis will have a damaged
membrane and stain positive for PI as well as for FITC Annexin V. Thus the assay does not distinguish between cells that have already undergone
an apoptotic cell death and those that have died as a result of necrotic pathway, because in either case the dead cells will stain with both FITC
Annexin V and PI.

Suggested Companion Products

Catalog Number Name Size Clone
556454 Annexin V Binding Buffer, 10X concentrate 50 ml (none)
556463 Propidium Iodide Staining Solution 2.0ml (none)

Product Notices
1. Since applications vary, each investigator should titrate the reagent to obtain optimal results.
2. Please refer to www.bdbiosciences.com/pharmingen/protocols for technical protocols.

3. For fluorochrome spectra and suitable instrument settings, please refer to our Fluorochrome Web Page at
www.bdbiosciences.com/pharmingen/colors.
4. Source of all serum proteins is from USDA inspected abattoirs located in the United States.

Caution: Sodium azide yields highly toxic hydrazoic acid under acidic conditions. Dilute azide compounds in running water before
discarding to avoid accumulation of potentially explosive deposits in plumbing.

References

Andree HA, Reutelingsperger CP, Hauptmann R, Hemker HC, Hermens WT, Willems GM. Binding of vascular anticoagulant alpha (VAC alpha) to planar
phospholipid bilayers. J Biol Chem. 1990; 265(9):4923-4928.(Biology)

Casciola-Rosen L, Rosen A, Petri M, Schlissel M. Surface blebs on apoptotic cells are sites of enhanced procoagulant activity: implications for coagulation events
and antigenic spread in systemic lupus erythematosus. Proc Nat/ Acad Sci U S A. 1996; 93(4):1624-1629.(Methodology: Apoptosis, Flow cytometry)

Homburg CH, de Haas M, von dem Borne AE, Verhoeven AJ, Reutelingsperger CP, Roos D. Human neutrophils lose their surface Fc gamma RIIl and acquire
Annexin V binding sites during apoptosis in vitro. Blood. 1995; 85(2):532-540.(Biology: Apoptosis)

Koopman G, Reutelingsperger CP, Kuijten GA, Keehnen RM, Pals ST, van Oers MH. Annexin V for flow cytometric detection of phosphatidylserine expression on
B cells undergoing apoptosis. Blood. 1994; 84(5):1415-1420.(Methodology: Apoptosis, Flow cytometry)

Martin SJ, Reutelingsperger CP, McGahon AJ, et al. Early redistribution of plasma membrane phosphatidylserine is a general feature of apoptosis regardless of
the initiating stimulus: inhibition by overexpression of Bcl-2 and Abl. J Exp Med. 1995; 182(5):1545-1556.(Biology: Apoptosis)

Raynal P, Pollard HB. Annexins: the problem of assessing the biological role for a gene family of multifunctional calcium- and phospholipid-binding proteins.
Biochim Biophys Acta. 1994; 1197(1):63-93.(Biology)

van Engeland M, Ramaekers FC, Schutte B, Reutelingsperger CP. A novel assay to measure loss of plasma membrane asymmetry during apoptosis of adherent
cells in culture. Cytometry. 1996; 24(2):131-139.(Methodology: Apoptosis, Flow cytometry)

Vermes |, Haanen C, Steffens-Nakken H, Reutelingsperger C. A novel assay for apoptosis. Flow cytometric detection of phosphatidylserine expression on early
apoptotic cells using fluorescein labelled Annexin V. J Immunol Methods. 1995; 184(1):39-51.(Methodology: Apoptosis, Flow cytometry)

556419 Rev. 2 Page 4 of 4



Nuclear Extract Kit

(version D3)

Catalog Nos. 40010 & 40410

Active Motif North America
1914 Palomar Oaks Way, Suite 150
Carlsbad, California 92008, USA

Toll free: 877222 9543
Telephone: 760 4311263
Fax: 760 4311351
Active Motif Europe

Avenue Reine Astrid, 92
B-1310 La Hulpe, Belgium
UK Free Phone: 0800169 3147
France Free Phone: 0800909979
Germany Free Phone: 0800 18199 10

Telephone: +32(0)2 653 0001
Fax: +32(0)2 653 0050
Active Motif Japan

Azuma Bldg, 7th Floor

2-21 Ageba-Cho, Shinjuku-Ku
Tokyo, 162-0824, Japan
Telephone: +813 5225 3638
Fax: +813 5261 8733

Active Motif China

787 Kanggiao Road

Building 10, Suite 202, Pudong District
Shanghai, 201315, China

Telephone: (86)-21-20926090
Hotline: 400-018-8123

Copyright 2014 Active Motif, Inc.

www.activemotif.com

HEIIVE%EMI]TIF@



Introduction

The Nuclear Extract Kit has been developed for the preparation of nuclear, whole-cell and
cytoplasmic extracts from cells or tissue. The kit procedure is a simple, fast and effective way

to obtain non-denatured, active proteins contained in cytoplasmic and nuclear compartments
of the cell. The proteins collected by this high-salt extraction method can be used for a variety
of standard protocols including electrophoretic mobility shift assay (EMSA), DNA footprinting,
Western blotting and preparative purification of nuclear proteins for use in downstream applica-
tions such as enzyme activity assays or binding studies. The Nuclear Extract Kit is the recom-
mended method for preparation of cell extracts for use in Active Motif’s TransAM™ assays to
monitor transcription factor activation.

Each kit provides reagents for 100 or 400 extractions from 8.8 x 10° cells, which corresponds to
Hela cells grown to confluence in a 100 mm tissue culture dish.

The Nuclear Extract Kit is intended for use for preparation of nuclear, cytoplasmic and whole-cell
fractions from various cell and tissue types. Extractions can be performed with fresh and frozen
cell and tissue samples.

For preparation of nuclear extracts, the cells are first collected in ice-cold PBS in the presence of
Phosphatase Inhibitors to limit further protein modifications (expression, proteolysis, dephos-
phorylation, etc.). Then, the cells are resuspended in Hypotonic Buffer to swell the cell mem-
brane and make it fragile. Addition of the Detergent causes leakage of the cytoplasmic proteins
into the supernatant. After collection of the cytoplasmic fraction, the nuclei are lysed and the
nuclear proteins are solubilized in detergent-free Lysis Buffer in the presence of the Protease
Inhibitor Cocktail.

To prepare whole-cell extracts, cells are collected in the PBS/Phosphatase Inhibitors solution and
lysed in the Lysis Buffer. Solubilized proteins are separated from the cell debris by centrifugation.

To prepare extracts from fresh or frozen tissue, samples are diced and disrupted using a Dounce
homogenizer to form a single-cell slurry. Cells are then lysed in the lysis buffer and solubilized
proteins are separated from the cell debris by centrifugation.

The protein concentration of the cell extract is then measured by Active Motif’s ProStain™
Protein Quantification Kit (Catalog No. 15001) or a Bradford-based assay.

For your convenience, Active Motif offers over 100 different nuclear, whole-cell and cytoplasmic
extracts from a variety of cells and tissues (see Appendix, Section C).
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Kit Performance and Benefits

The Nuclear Extract Kit is for research use only. Not for use in diagnostic procedures.
Assay time: 2 hours

Yield of protein: Cytoplasmic extract: ~0.5-1 mg at ~I-2 mg/ml from 8.8 x 10° cells
Nuclear extract: -015-0.25 mg at ~3-5 mg/ml from 8.8 x 10° cells
Whole-cell extract: ~1.2-24 mg at 4-8 mg/ml from 8.8 x 10° cells

(Note: Example is from HeLa cells grown to confluency)

Assay compatibility: ~ TransAM", EMSA, DNA footprinting, Western blotting, preparative
nuclear protein purification, protein assays.
Active transcription factors extracted include NFkB, AP-1, CREB, p53,
HIF-1, STAT, Sp1, NFAT, MyoD, NF-YA, C/EBP and PPARy.
Successful extraction has been performed with Hela, WI-38, COS-7,
PC-12, Jurkat and RINm5F cells, and many more. Extraction can be per-
formed with fresh or frozen cell and tissue samples.

Time Course Studies:  For time course studies where the effectors are added at different
timepoints, we suggest that cells be lysed and processed at the same
time to maintain consistency among samples.
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Kit Components and Storage

Kit components can be stored at —20°C prior to first use. Then, we recommend storing each
component at the temperatures recommended in the table below:

Quantity

Reagents 100 rxns / 400 rxns Storage/Stability
Lysis Buffer AMI 10 ml / 50 ml 4°C for 6 months
1M Dithiothreitol (DTT) 100 pl / 500 pl -20°C for 1 year
Protease Inhibitor Cocktail 100 pl / 500 pl -20°C for 1year
10X PBS 100 ml / 4 x 100 ml 4°C for 6 months
Phosphatase Inhibitors 50 ml/ 4 x50 ml 4°C for 6 months
10X Hypotonic Buffer 50 ml/ 4 x50 ml 4°C for 6 months
Detergent 3ml/4x3ml 4°C for 1 year

Additional Materials Required

5and 10 m| pipettes

Pipettors

Cell scraper

15 ml conical tubes

Microcentrifuge tubes

Centrifuge (with swinging buckets adapted to 15 ml conical tubes) and microcentrifuge pre-cooled at 4°C
Rocking platform

Distilled water

Optional Additional Materials

Dounce homogenizer, 2 ml capacity, with a large (looser, A) pestle clearance of 0.12 mm for the
initial sample reduction, and a small (tighter, B) pestle clearance of 0.06 mm for the final homo-
genate

Note: Adherent and suspension cell preparations require the small-clearance (B) pestle
whereas fresh and frozen tissue preparations require both large (A)- and
small (B)-clearance pestles.

(Suggested Dounce homogenizer: Active Motif, Catalog Nos. 40401 and 40415)
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Protocols — Buffer Preparation and Recommendations

Reagents from the Nuclear Extract Kit

Preparation of PBS/Phosphatase Inhibitors

The PBS/Phosphatase Inhibitors solution should be a clear yellow color. It may precipitate dur-
ing storage and become turbid in appearance. If this occurs, heat at 50°C for 10 minutes and
resuspend completely before proceeding. Consult the appropriate protocol (nuclear, cytoplasmic
or whole-cell extract from cells or from tissue) to determine the amount of PBS/Phosphatase
Inhibitors solution that will be required for your extraction(s). For example, to make nuclear
extract from a 100 mm plate of cells, prepare 8 ml of PBS/Phosphatase Inhibitors solution as fol-
lows: mix 0.8 ml 10X PBS in 6.8 ml distilled water, then add 0.4 ml Phosphatase Inhibitors. Since
the Phosphatase Inhibitors lose their activity 24 hours after dilution, the solution should be used
within this time frame. Any remaining solution should be discarded if not used on the same day.

Preparation of 1X Hypotonic Buffer

Note that the Hypotonic Buffer already contains phosphatase (but not protease) inhibitors.
Consult the protocol you intend to use (nuclear, cytoplasmic or whole-cell extract from cells

or from tissue) to determine the amount of 1X Hypotonic Buffer that will be required for your
extraction(s). For example, to make nuclear extract from a 100 mm plate of cells, prepare 500 pl
of 1X Hypotonic Buffer as follows: mix 50 pl 10X Hypotonic Buffer and 450 pl distilled water. Any
remaining 1X Hypotonic Buffer can be stored at 4°C for 1 week.

Preparation of 10 mM DTT

The Nuclear Extract Kit is supplied with 1M DTT. To make Complete Lysis Buffer, you will need to
first dilute the 1M DTT to create 10 mM DTT. However, 1 M DTT is used to perform nuclear and
cytoplasmic extractions from tissue (see Protocol II: Fresh or Frozen Tissue on page 10). To make
10 mM DTT, make a 1100 dilution of the supplied 1M DTT in distilled water. For example, add 1

pl of TM DTT to 99 pl distilled water. DTT is highly labile, so 10 mM DTT must be prepared fresh
each time. Avoid multiple freeze/thaw cycles.

Preparation of Complete Lysis Buffer

Note that the Complete Lysis Buffer already contains phosphatase (but not protease) inhibitors.
The presence of phosphatase inhibitors gives a yellow coloration to Lysis Buffer AMI. Consult
the appropriate protocol (nuclear, cytoplasmic or whole-cell extract from cells or from tissue)
to determine the amount of Complete Lysis Buffer that will be required for your extraction(s).
For example, to make nuclear extract from a 100 mm plate of cells, prepare 50 pl Complete Lysis
Buffer as follows: add 5 pl 10 mM DTT to 44.5 pl of Lysis Buffer AMI, then add 0.5 pl Protease
Inhibitor Cocktail. Since some of the protease inhibitors lose their activity promptly after dilu-
tion. Therefore, use the Complete Lysis Buffer immediately for cell lysis. Any remaining amount
should be discarded if not used on the same day.
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Protocol I: Adherent or Suspension Cells

A. Preparation of Nuclear Extract from Cells

The following protocol is based on samples of approximately 8.8 x 10° cells, which correspond
to Hela cells grown to confluence in a 100 mm tissue culture plate. Each sample is one reaction.
Prepare PBS/Phosphatase Inhibitors, Hypotonic Buffer and Complete Lysis Buffer as described
above on page 5 in the section Buffer Preparation. Adjust the volumes according to the buffer
preparation chart if using plates of different sizes. Place buffers and any tubes needed on ice
before beginning assay.

Quick Chart for Preparing Buffers for Nuclear Extraction from Cells

60 mm plate 100 mm plate 150 mm plate

Reagents to Prepare Components or32x10%cells or88x10¢cells  or2x10 cells
PBS/Phosphatase Inhibitors 10X PBS 04 ml 0.8 ml 1.6 ml
Distilled water 34 ml 6.8 ml 13.6 ml
Phosphatase Inhibitors 02ml 04 ml 0.8 ml
TOTAL REQUIRED 4.0 ml 8.0ml 16.0 ml
1X Hypotonic Buffer 10X Hypotonic Buffer 250 pl 50.0 pl 100.0 pl
Distilled water 225.0 pl 450.0 pl 0.9 ml
TOTAL REQUIRED 250.0 pl 500.0 pl 1.0 ml
Complete Lysis Buffer 10 mM DTT 25pl 5l 10.0 pl
Lysis Buffer AMI 2225 pl 445l 89.0 pl
Protease Inhibitor Cocktail 0.25 pl 0.5 pl 1.0 pl
TOTAL REQUIRED 25.0 pl 50.0 pl 100.0 pt
*(Optional) Detergent TOTAL REQUIRED 125 pl 25pl 5pl

*The addition of Detergent to the nuclear pellet may help with solubility of proteins, specifically those tightly associated
with membranes or chromatin.

Step 1: Cell Collection

1. Aspirate media out of dish. Wash with 5 ml ice-cold PBS/Phosphatase Inhibitors. Aspirate
solution out and add 3 ml ice-cold PBS/Phosphatase Inhibitors. If working with suspension
cells, pellet cells and wash with 3 ml ice-cold PBS/Phosphatase Inhibitors and proceed to step 3.

2. Remove cells from dish by gently scraping adherent cells with cell lifter or, alternatively, pel-
let suspension cells by centrifugation. Transfer cells to a pre-chilled 15 ml conical tube.

Note: Use of trypsin to detach cells can activate some signal transduction pathways.

3. Centrifuge cell suspension for 5 minutes at 200 x g in a centrifuge pre-cooled at 4°C.

4. Discard supernatant. Keep cell pellet on ice.
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Step 2: Cytoplasmic Fraction Collection

Note: Make sure to verify cell lysis efficiency and release of the nuclei by compar-
ing the appearance of cells before and after cell lysis (steps 1and 2) using
phase-contrast microscopy. Intact cells should appear as a dark central nucleus
surrounded by a halo of less dense cytoplasm.

Gently resuspend cells in 500 pl 1X Hypotonic Buffer by pipetting up and down several
times. Transfer to a pre-chilled microcentrifuge tube. Allow cells to swell by incubating for 15
minutes on ice.

Add 25 pl Detergent (for tissue, add 5 pl Detergent per every 100 pl Hypotonic Buffer) and
vortex 10 seconds at the highest setting.

Check a small sample under the microscope to verify that cells have been efficiently lysed
and that nuclei have been released. If the cells are not adequately lysed at this step, use an
ice-cold Dounce homogenizer with a small-clearance (B) pestle to lyse the cells (refer to the
Troubleshooting Guide in Section A of the Appendix, page 14, for further information).

Note: Do not proceed with the centrifugation step until the cells are sufficiently lysed.
Centrifuge suspension for 30 seconds at 14,000 x g in a microcentrifuge pre-cooled at 4°C.

Transfer supernatant (cytoplasmic fraction) into a pre-chilled microcentrifuge tube. Store

the supernatant at —80°C until ready to use. Use the pellet for nuclear fraction collection.
OPTIONAL: Save a fraction of the supernatant (cytoplasmic fraction) for determination of frac-
tionation efficiency by Western blot.

Step 3: Nuclear Fraction Collection

1.

Resuspend nuclear pellet in 50 pl Complete Lysis Buffer by pipetting up and down.
OPTIONAL: Add 2.5 pl Detergent to help solubilize membrane-associated nuclear proteins.

A very viscous pellet may form and not completely resuspend. Alternatively, a Dounce
homogenizer can be used (refer to the Troubleshooting Guide in Section A of the Appendix,
page 14, for further information). Vortex 10 seconds at the highest setting.

Incubate suspension for 30 minutes on ice on a rocking platform set at 150 rpm.

Vortex 30 seconds at the highest setting. Centrifuge for 10 minutes at 14,000 x g in a microcentrifuge
pre-cooled at 4°C. Transfer supernatant (nuclear fraction) into a pre-chilled microcentrifuge tube.
OPTIONAL: Save a fraction of the supernatant (nuclear fraction) for determination of fractionation
efficiency by Western blot.

Aliquot and store at —-80°C. Avoid freeze/thaw cycles.

Note: The presence of certain detergents or PMSF may interfere with the Bradford assay,
thus perform a 1:50 or 12250 dilution of your samples. Use the Complete Lysis Buffer as
the blank with a similar dilution as the samples. Read the absorbance at 595 nm with
a plate reader spectrophotometer (refer to the Appendix, Section A on page 13 for an
example dilution series page 13). As an alternative, try Active Motif's ProStain™ Protein
Quantification Kit (Catalog No 15001), which offers greater sensitivity and resistance to
many contaminating agents.
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Appendix

Section B. Troubleshooting Guide

Problem/question

Low protein concentration
in cytoplasmic fraction

Possible cause

Volumes of extraction
reagents not appropri-
ate for given number
of cells

Recommendation

Adjust volumes of reagents as indicated in the Quick Chart for
Preparing Buffers.

Plasma cell membrane
not disrupted in cell
pellet in Step 2, No. 1
of the Preparation of
Nuclear Extract from
Cells of Protocol |

Gently pipette up and down to disrupt cell pellet. Monitor
lysis under microscope. Use Dounce homogenizer with small-
clearance (B) pestle.

(page7)
Low protein concentration | Incorrect volume of Decrease volume of Lysis Buffer or increase number of cells.
in nuclear fraction Lysis Buffer or starting

cell number

Volumes of extraction
reagents not appropri-
ate for given number
of cells

Adjust volumes of reagents as indicated in the Quick Chart for
Preparing Buffers.

Nuclear proteins lost
in cytoplasmic fraction
after rupture of nuclei

Monitor under microscope. Reduce vortex, centrifuge force
and time in Step 2, Nos. 2 and 3 of the Preparation of Nuclear
Extract from Cells section of Protocol | (page 7). Stop incuba-
tion when nuclei are released.

Nuclear pellet not
dispersed in Step

3, No. 1of the
Preparation of Nuclear
Extract from Cells of
Protocol | (page 7)

Vortex thoroughly to ensure nuclear lysis. Use the Dounce
homogenizer if the pellet has trouble solubilizing.

No or low protein yield
in either cytoplasmic or
nuclear fractions

Cell type is not
compatible with
extraction procedure

Swelling and lysis conditions and reagents need to be
optimized for this cell type.

Overlysis

Nuclear proteins are present in cytoplasmic fraction. Reduce
incubation time in Hypotonic Buffer. For frozen samples, cyto-
plasmic fraction will have proteins due to nuclear lysis during
freeze/thaw.

Incomplete lysis

Cytoplasmic proteins are present in the nuclear fraction. Check
cells under a microscope after adding Detergent for presence
of free nuclei indicative of efficient lysis. Alternatively, perform
10 strokes with a chilled Dounce homogenizer with a small-
clearance (B) pestle to completely lyse cells.

Poor protein
compartmentalization

Incomplete removal of
cytoplasmic fraction

Make sure to remove all cytoplasmic fraction from the nuclear
pellet before adding Lysis Buffer.

No or low protein activity

Collected proteins are
degraded

Maintain low temperature requirements during procedure.
Limit procedure time to a minimum and snap freeze aliquots
right away. Add more or different protease inhibitors.

Nuclear pellet is viscous
and will not resuspend

Incomplete dispersal
of nuclear pellet

Vortex thoroughly to ensure nuclear lysis. Use the Dounce
homogenizer if the pellet has trouble solubilizing. Certain cell
types produce a viscous nuclear pellet and still produce effi-
cient yield from the nuclear extraction.
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Overview

Signal transducers and activators of transcription (STAT) proteins are latent transcription factors
that are activated by phosphorylation via tyrosine kinases. Over 35 different extracellular poly-
peptides activate Janus kinase associated receptors, leading to phosphorylation of Janus kinases
and the subsequent phosphorylation of STAT proteins. Upon phosphorylation, the STAT proteins
dimerize and migrate to the nucleus where they exert transcriptional activation. Phosphoryla-
tion of a single tyrosine localized around residue 700 is crucial for activation of each STAT family
member'. STAT proteins are involved in a wide variety of biological pathways. STATI is involved in
the activation of IFNo and IFNy genes, STAT2 in the activation of IFNo genes, STAT4 in T-helper
cell development and STATS5 in milk production. Disruption of STAT functions in mouse leads to
several defects such as immune deficiency (STATI), embryonic lethality (STAT2), lack of gastrula-
tion (STAT3), T-helper 1 cell dysfunction (STAT4), lack of lactation (STAT5A, 5B) and T-helper 2

cell dysfunction (STAT6). The disruption of STAT signaling blocks neoplastic transformation, thus
making inhibitors of STAT proteins candidates for the treatment of cancer. Therefore, accurate
monitoring of STAT activity in cells, tissues or animals is crucial for biomedical research and drug
development.

With its patented TransAM™ method*, Active Motif introduced the first ELISA-based kits to detect
and quantify transcription factor activation. TransAM Kits combine a fast, user-friendly format
with a sensitive, specific assay. TransAM STAT Family Kits are designed specifically for the study of
STAT pathways. They contain a 96-well plate to which oligonucleotide containing a STAT consen-
sus binding site has been immobilized. STATs contained in nuclear extracts binds specifically to this
oligonucleotide and are detected through use of an antibody directed against STAT la, 3, 5A or 5B.
Addition of a secondary antibody conjugated to horseradish peroxidase (HRP) provides sensi-

tive colorimetric readout that is easily quantified by spectrophotometry. The 96-well plate with
individual strips of 8 wells is suitable for manual use or high-throughput screening applications:

product format catalog no.

TransAM™ STAT Family 2x 96 rxns 42296

* Technology covered by AAT-filed patents and licensed to Active Motif.

www.activemotif.com 1 ACTIVE %s MOTIF®



Flow Chart of Process

Cell extract
Oligonucleotide containing activated
coated plate transcription factor

Add cell

Add primary
antibody

Add developing
and stop solution
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Introduction

STAT Transcription Factor

STAT (signal transducers and activators of transcription) transcription factors were discovered
fourteen years ago as mediators of interferon-induced gene expression. They comprise a fam-
ily of latent cytoplasmic proteins that are activated to participate in gene control when cells
encounter various extracellular polypeptides. Their critical role in development and normal cell
signaling has been largely determined through the analysis of transgenic mice lacking individual
STAT genes. The STAT family consists of seven members that are activated by virtually every
cytokine and growth factor (Table 1).

Factor ~ Mass (kDa) Activating Cytokine Reference No.
STATI 91 IFNc, IFNy, EGF, PDGF, FGF, ACRII, 1

STAT2 m IFNa/p (with STATI) 1

STAT3 9N IL-6, LIF, CNTF, OM, CT-1, EGF, G-CSF, IL-10, leptin 12,3
STAT4 89 IL-12 2,4
STAT 5A, 5B 77,80 IL-2, IL-3, IL-5, IL-7, IL-15, GM-CSF, Prolactin, Epo 56
STAT6 94 IL-4, IL-13 78

The STAT proteins are unique among transcription factors in containing an SH2 (src-homology 2),
phosphotyrosine-binding domain, a common protein-protein interaction domain among signaling
proteins®. Tyrosine phosphorylation around residue 700 is essential for the dimerization of STATs
and the concomitant nuclear translocation of the dimer. Ligand-activated receptors that catalyze
this phosphorylation include receptors with intrinsic tyrosine kinase activity (epidermal growth
factor (EGF), platelet-derived growth factor (PDGF) and colony-stimulating factor-1) as well as
receptors that lack intrinsic tyrosine kinase activity but to which Janus kinases (JAKs) are noncova-
lently associated®". Receptors to which JAKs are bound are often referred to as cytokine receptors.
Their ligands include IFN-c, -3 and -y; interleukins (IL) 2 to 7,10 to 13, and 15; and erythropoietin,
growth hormone, prolactin, thrombopoietin and other polypeptides. STAT dimers and heterodim-
ers, but not monomers, are competent to bind DNA. The known DNA binding heterodimers are
STATI:2 (strong binding requires the joint presence of another protein, p48) and STAT1:32 STATs
that form homodimers that bind DNA include STAT 1, 3,4, 5 (STAT5A and 5B interact in a manner
equivalent to a heterodimer) and 6°"»

In most cases, STAT activation is transient. Inactivation of STAT proteins is carried out by several
mechanisms, including dephosphorylation of STAT proteins in the nucleus and degradation
through the ubiquitin-proteosome pathway®. A novel family of negative feedback inhibitors of
the JAK-STAT pathway has been identified, referred to as suppressor-of-cytokine-signaling (SOCS)
proteins/JAK binding (JAB) proteins, and STAT-induced STAT inhibitors (SSIs)*. In addition, a fam-
ily of protein inhibitors of activated STAT (PIAS) proteins has been identified”®.
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Transcription Factor Assays
To date, three methods are widely used to measure STAT activation, either directly or indirectly:

1. STAT expression can be measured by Western blot, using antibodies raised against STAT
subunits. This method is time consuming (up to 2 days once the cell extracts are prepared),
and is not suitable for processing large numbers of samples.

2. The DNA-binding capacity of STAT can be assayed by gel retardation, also called electropho-
retic mobility shift assay (EMSA). In this method, nuclear extracts are incubated with a radio-
active double-stranded oligonucleotide probe containing the consensus sequence for STAT
binding. If STAT is active in the nuclear extract, it will bind to the probe. Samples are then
resolved by electrophoresis on a native polyacrylamide gel, followed by autoradiography.
This method is sensitive, but like the previous procedure, it is time consuming (multiple days
of gel exposure may be required to achieve sufficient sensitivity) and it cannot be applied to
high-throughput screening. Gelshift assays also require special precautions and equipment
for handling radioactivity.

3. Another method used to assay STAT activation is based on reporter genes, typically
luciferase or (3-galactosidase, placed under the control of a promoter containing the STAT
consensus sequence. This promoter can be artificial, made of several STAT cis-elements and
a TATA box, or natural, like the HIV long terminal repeat (LTR) sequence. Limitations of this
procedure are: (i) reporter gene assays have to be repeated several times to obtain statisti-
cally reliable data; and (i) reporter gene assays are sensitive to confounding factors that may
influence the expression level of the reporter gene. Therefore, assays have to be carefully
standardized. This method is sensitive and easy to perform with a large number of samples
but requires efficient cell transfection with the reporter plasmid.

TransAM STAT Family

STAT transcription factors convert extracellular stimuli into diverse biological responses such as
the regulation of development, cell proliferation, differentiation and apoptosis. Aberrant STAT
signaling can affect the outcome of these pathways and result in oncogenesis. Discovery and
development of novel inhibitors of STAT signaling hold significant promise for providing more ef-
fective treatment for a wide variety of cancers at various stages of malignant progression.

To help achieve this, Active Motif offers a high-throughput assay to quantify STAT 1a, 3, 5A and 5B
activation’. The TransAM Kit combines a fast and user-friendly ELISA format with a sensitive and
specific assay for transcription factors. TransAM STAT Family Kits contain a 96-well plate on which
has been immobilized oligonucleotide containing the STAT consensus binding site (5 *-TTCCCG-
GAA-3 7). The active form of STAT contained in nuclear extract specifically binds to this oligo-
nucleotide. The primary antibodies used to detect STAT recognize an epitope on STAT 1o, 3, 5A

or 5B that is accessible only when STAT is activated and bound to its target DNA. The anti-STATIa
antibody recognizes only the alpha subunit of human STATI, the anti-STAT3 antibody recognizes
both the alpha and beta forms of human STAT3, and the anti-STAT5A and 5B antibodies recognize
both the alpha and beta forms of human STAT5A and STAT5B. An HRP-conjugated secondary
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antibody provides a sensitive colorimetric readout that is easily quantified by spectrophotometry.
Once the nuclear extract is prepared, this assay is completed in less than 3.5 hours. As this assay is
performed in a 96-well plate, a large number of samples can be handled simultaneously, allowing
for high-throughput automation. This assay is specific for STAT activation and has been shown to
be 10-fold more sensitive and 40-fold faster than the gel retardation technique. With the 3.5-hour
procedure of TransAM, we could detect STAT activation with as little as 0.6 ug of nuclear extract.
A comparable assay using EMSA required 5 pg of nuclear extract and a 5-day autoradiography.

TransAM has many applications including the study of drug potency, inhibitor or activator pro-
teins, and/or protein structure/function in the STAT signaling pathway.

Kit Performance and Benefits

Detection limit: < 0.6 pg nuclear extract/well. The TransAM STAT Family Kit is up to 10-fold more
sensitive than EMSA.

Range of detection: TransAM provides quantitative results from 0.3 to 10 pg of nuclear extract
per well.

Cross-reactivity: TransAM STAT Family detects STAT 1a, 3, 5A and 5B from human and rat origin.
STAT3 can also be detected in mouse. Reactivity with other species has not been determined.

Assay time: 3.5 hours.

Extract
W Extract with wild-type

; competitor oligos
B Extract with mutant
. competitor oligos
0.25 J

STATIo STAT3 STAT5A STAT5B
STAT family members

o
N
(e

o
(%

STAT activation (OD450 nm)

o

Monitoring STAT Family member activation using the TransAM STAT Family Kit. STAT 1, 3, 5A and 5B activation were
assayed using the TransAM STAT Family Kit. 11000 dilutions of STATI and STAT5 antibodies and a 11000 dilution of STAT3
antibody were tested using 5 pg/well of nuclear extract prepared from a stimulated cell line: STATIo was tested with
COS-7 (IFNy), STAT3 with Hep G2 (IL-6, 100 ng/ml), and STAT5A and STAT5B with Nb2 (prolactin). Assays were performed

in the absence or presence of 20 pmol of competitor oligonucleotide that contains either a wild-type or mutated STAT
consensus binding site. Note that the wild-type oligonucleotide reduces STAT binding by over 90%, while incubation with
the mutant STAT competitor oligo has a limited effect on STAT binding to DNA. This data is provided for demonstration
purposes only.
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Kit Components and Storage

Except for the nuclear extract that must be kept at -80°C, kit components can be stored at -20°C
prior to first use. Then, we recommend storing each component at the temperature indicated in

the table below.

Reagents Quantity Storage / Stability
STATIar antibody Tyl -20°C for 6 months
STAT3 antibody 20 pl -20°C for 6 months
STAT5A antibody Tl -20°C for 6 months
STATSB antibody Tyl -20°C for 6 months
Anti-rabbit HRP-conjugated 1gG 2x Tl (0.2 pg/pl) 4°C for 6 months
Wild-type oligonucleotide AM6 100 pl (10 pmol/pl) -20°C for 6 months
Mutated oligonucleotide AM6 100 pl (10 pmol/pl) -20°C for 6 months
Nb2 nuclear extract (prolactin stimulated) 40 pl (2.5 pg/pl) -80°C for 6 month
Dithiothreitol (DTT) 100 pt (1 M) -20°C for 6 months
Herring Sperm DNA 100 pl (1 pg/pl) -20°C for 6 months
Protease Inhibitor Cocktail 100 pl -20°C for 6 months
Lysis Buffer AMI 10 ml 4°C for 6 months
Binding Buffer AM6 10 ml 4°C for 6 months
10X Wash Buffer AM2 60 ml 4°C for 6 months
10X Antibody Binding Buffer AM2 2x22ml 4°C for 6 months
Developing Solution 2xTml 4°C for 6 months
Stop Solution 60 ml 4°C for 6 months
96-well STAT assay plate 2 4°C for 6 months
Plate sealer 2

Additional materials required

« Multi-channel pipettor

« Multi-channel pipettor reservoirs

* Rocking platform

« Microplate spectrophotometer capable of reading at 450 nm (655 nm as optional reference

wavelength)

www.activemotif.com
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Protocols

Buffer Preparation and Recommendations

Preparation of Complete Lysis Buffer

We provide an excess of Lysis Buffer AM1in order to perform the assay AND to prepare custom-
ized cell extracts. Our Nuclear Extract Kit can also be purchased separately (Cat. Nos. 40010 &
40410). Prepare the amount of Complete Lysis Buffer required for the assay by adding 1pl of TM
DTT and 10 pl of Protease Inhibitor Cocktail per ml of Lysis Buffer AMI (see the Quick Chart for
Preparing Buffers in this section). Some of the protease inhibitors lose their activity after 24 hours
once diluted. Therefore, we recommend using the Complete Lysis Buffer immediately for cell lysis.
The remaining amount should be discarded if not used in the same day.

Preparation of Complete Binding Buffer

Prepare the amount of Complete Binding Buffer required for the assay by adding 2 pl of 1M DTT
and 10 pl of Herring Sperm DNA per ml of Binding Buffer AM6 (see the Quick Chart for Preparing
Buffers in this section). After use, discard remaining Complete Binding Buffer.

Preparation of 1X Wash Buffer

Prepare the amount of 1X Wash Buffer required for the assay as follows: For every 100 ml of 1X
Washing Buffer required, dilute 10 ml 10X Wash Buffer AM2 with 90 ml distilled water (see the
Quick Chart for Preparing Buffers in this section). Mix gently to avoid foaming. The 1X Wash Buffer
may be stored at 4°C for one week. The Tween 20 contained in the 10X Wash Buffer AM2 may
form clumps, therefore homogenize the buffer by vortexing for 2 minutes prior to use.

Preparation of 1X Antibody Binding Buffer

Prepare the amount of 1X Antibody Binding Buffer required for the assay as follows: For every

10 ml of 1X Antibody Binding Buffer required, dilute 1 ml 10X Antibody Binding Buffer AM2 with

9 ml distilled water (see the Quick Chart for Preparing Buffers in this section)*. Mix gently to avoid
foaming. Discard remaining 1X Antibody Binding Buffer after use. The BSA contained in the 10X
Antibody Binding Buffer AM2 may form clumps, therefore homogenize the buffer by warming to
room temperature and vortexing for 1 minute prior to use. Dilute the STAT3 antibody to 11000 and
STATI, STAT5A and STAT5B antibodies and secondary HRP antibody to 11000 with the 1X Antibody
Binding Buffer. Depending on the particular assay, the signal:noise ratio may be optimized by using
higher dilutions of both antibodies. This may decrease the sensitivity of the assay.

* Volumes listed refer to the preparation of buffer for diluting both the primary & secondary
antibodies.
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Developing Solution

The Developing Solution should be warmed to room temperature before use. The Developing
Solution is light sensitive, therefore, we recommend avoiding direct exposure to intense light
during storage. The Developing Solution may develop a yellow hue over time. This does not affect
product performance. A blue color present in the Developing Solution indicates that it has been
contaminated and must be discarded. Prior to use, place the Developing Solution at room tem-
perature for at least T hour. Transfer the amount of Developing Solution required for the assay into
a secondary container before aliquoting into the wells (see the Quick Chart for Preparing Buffers
in this section). After use, discard remaining Developing Solution.

Stop Solution

Prior to use, transfer the amount of Stop Solution required for the assay into a secondary
container (see the Quick Chart for Preparing Buffers in this section). After use, discard remaining
Stop Solution.

WARNING: The Stop Solution is corrosive. Wear personal protective equipment when
handling, i.e. safety glasses, gloves and labcoat.

Nb2 (prolactin stimulated) Nuclear Extract

Nb2 (prolactin stimulated) nuclear extract is provided as a positive control to ensure that the

kit reagents are functional. The Nb2 (prolactin stimulated) extract gives a strong signal for both
STAT5A and STATS5B. This extract is optimized to give a strong signal when used at 5 ug/well.
Sufficient extract is supplied for 20 reactions each. We recommend aliquoting the extract in 5 pl
fractions and storing at -80°C to help avoid multiple freeze/thaw cycles of the extract.

In addition, positive control nuclear extract for STATlow and STAT3 can be purchased separately.
COS-7 (IFNy stimulated) nuclear extract is recommended for STATI and Hep G2 (IL-6 stimulated,
100 ng/ml) nuclear extract is recommended for STAT3 (see Appendix, Section B. Related Products).

Wild-type and mutated consensus oligonucleotides

The wild-type consensus oligonucleotide is provided as a competitor for STAT binding in order to
monitor the specificity of the assay. Used at 20 pmol/well, the oligonucleotide will prevent STAT
binding to the probe immobilized on the plate. Conversely, the mutated consensus oligonucle-
otide should have no effect on STAT binding. Prepare the required amount of wild-type and/or
mutated consensus oligonucleotide by adding 2 pl of appropriate oligonucleotide to 31.8 pl of
Complete Binding Buffer per well being used (see the Quick Chart for Preparing Buffers in this
section). To allow for optimum competition, add the oligonucleotide to the well prior to addition
of the cell extract.
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Quick Chart for Preparing Buffers

Reagents to prepare Components Twell Tstrip 6 strips 12 strips
(8 wells) (48 wells) (96 wells)

Complete Lysis Buffer ~ DTT 0.02pl  02pl  12pl 244l
Protease Inhibitor Cocktail ~ 0.23pl  18ul  10.8pl 216l
Lysis Buffer 2225pl 1780pl  1.068 ml 2136 ml
Total Required 225pl 180.0pl 108 ml 216 ml

Complete Binding Buffer DTT 0.07pl  054pl  32ul  65pl
Herring Sperm DNA 034pl  27p0  162pl 324p
Binding Buffer 3339l 2668l 16ml 3.2ml
Total Required 33.8pl 270 pl 1.62ml 324 ml

Binding Buffer with wt or mut oligont 4pl 2pu0 192p0 N/A

STAT wt or Complete Binding Buffer 4l 328pl 197 mIN/A

mut oligont Total Required 450pl 360.0pl 216 mIN/A

1X Washing Buffer Distilled Water 2.025ml 162ml 972ml 1944 ml
10X Washing Buffer 2250pl  18ml 108ml  216ml
Total Required 2.25ml 18.0ml 108.0ml 216.0 ml

1X Antibody Distilled Water 202.5 pl 1.62ml 972ml 1944 ml

Binding Buffer* 10X Antibody Binding Buffer 225pl  180.0pl  1.08 ml 216 ml
Total Required 2250pl  18ml 108ml 21.6ml

Developing Solution Total Required 1.5l 9000pul  54ml 10.8ml

Stop Solution Total Required 1.5l 9000l 54ml 10.8ml

* Volumes listed refer to the preparation of buffer for diluting both the primary & secondary
antibodies.

STAT Transcription Factor Assay

Determine the appropriate number of microwell strips required for testing samples, controls and
blanks in duplicate. If less than 8 wells in a strip need to be used, cover the unused wells with a
portion of the plate sealer while you perform the assay. The content of these wells is stable at
room temperature if kept dry and, therefore, can be used later for a separate assay. Store the
unused strips in the aluminum pouch at 4°C. Use the strip holder for the assay.

Prepare the Complete Lysis Buffer, Complete Binding Buffer, 1X Wash Buffer and 1X Antibody
Binding Buffer as described above in the section Buffer Preparation and Recommendations. Multi-
channel pipettor reservoirs may be used for dispensing the Complete Binding Buffer, Wash Buffer,
Antibody Binding Buffer, Developing Solution and Stop Solution into the wells being used.
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Step 1: Binding of STAT to its Consensus Sequence

1. Add 30 pl Complete Binding Buffer to each well to be used. If you wish to perform competi-
tive binding experiments, add 30 pl Complete Binding Buffer that contains 20 pmol (2 pl) of
the wild-type or mutated oligonucleotide (see the Buffer Preparation section above for a
description of competitive binding).

2. Sample wells: Add 20 pl of sample diluted in Complete Lysis Buffer per well. We recom-
mend using 2-20 pg of nuclear extract diluted in Complete Lysis Buffer per well. A protocol
for preparing nuclear extracts can be found on page Tl.

Positive control wells: Add 5 pg of the positive control nuclear extract diluted in 20 pl of
Complete Lysis Buffer per well (2 pl of extract in 18 pl of Complete Lysis Buffer per well).
Please refer to page 8 for recommended positive controls for STAT 1o, 3, 5A and 5B.

Blank wells: Add 20 pl Complete Lysis Buffer only per well.

3. Use the provided adhesive cover to seal the plate. Incubate for 1 hour at room temperature
with mild agitation (100 rpm on a rocking platform).

4. Wash each well 3 times with 200 pl 1X Wash Buffer. For each wash, flick the plate over a sink
to empty the wells, then tap the inverted plate 3 times on absorbent paper towels.

Step 2: Binding of Primary Antibody

1. Add100 pl of one of the diluted STAT antibodies (11000 dilution for STATI, STAT3, STAT5A and
STAT5B in 1X Antibody Binding Buffer) to each well being used.

2. Cover the plate and incubate for 1 hour at room temperature without agitation.

3. Wash the wells 3 times with 200 pl 1X Wash Buffer (as described in Step 1, No. 4).

Step 3: Binding of Secondary Antibody

1. Add 100 pl diluted HRP-conjugated antibody (1:1000 dilution in 1X Antibody Binding Buffer) to
all wells being used.

2. Cover the plate and incubate for 1 hour at room temperature without agitation.
3. During this incubation, place the Developing Solution at room temperature.

4. Wash the wells 4 times with 200 pl 1X Wash Buffer (as described in Step 1, No. 4).
Step 4: Colorimetric Reaction

1. Add 100 pl room-temperature Developing Solution to all wells being used.

2. Incubate 2-10 minutes at room temperature protected from direct light. Monitor the blue
color development in the sample and positive control wells until it turns medium to dark
blue. Do not overdevelop.

3. Add 100 pl Stop Solution. In presence of the acid, the blue color turns yellow.

4. Read absorbance on a spectrophotometer within 5 minutes at 450 nm with a reference
wavelength of 655 nm. Blank the plate reader according to the manufacturer’s instructions
using the blank wells.
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Section B: Troubleshooting Guide

Problem/question

No signal or weak signal

Possible cause

Omission of key
reagent

Recommendation

Check that all reagents have been added in all wells in the
correct order

Substrate or conjugate
is no longer active

Test conjugate and substrate for activity

Enzyme inhibitor
present

Sodium azide will inhibit the peroxidase reaction. Follow our
recommendations to prepare buffers

Plate reader settings
not optimal

Verify the wavelength and filter settings in the plate reader

Incorrect assay
temperature

Bring substrate to room temperature

Inadequate volume of
Developing Solution

Check to make sure that correct volume is delivered by pipette

High background in
all wells

Developing time too
long

Stop enzymatic reaction as soon as the positive wells turn
medium-dark blue

Concentration of anti-
bodies is too high

Increase antibody dilutions

Inadequate washing

Ensure all wells are filled with Wash Buffer and follow washing
recommendations

Uneven color
development

Incomplete washing
of wells

Ensure all wells are filled with Wash Buffer and follow washing
recommendations

Well cross-contami-
nation

Follow washing recommendations

High background in
sample wells

Too much nuclear
extract per well

Decrease amount of nuclear extract down to 1-2 pg/well

Concentration of anti-
bodies is too high

Perform antibody titration to determine optimal working
concentration. Start using 11000 for primary antibody and
1:5000 for the secondary antibody. The sensitivity of the assay
will be decreased

No signal or weak signal
in sample wells

Not enough nuclear
extract per well

Increase amount of nuclear extract to 50 pg/well

STAT is poorly acti-
vated or inactivated in
nuclear fractions

Perform a time course for STAT activation in the studied cell
line

Nuclear extracts are
not from correct
species

www.activemotif.com
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Proteome Profiler” Array

Human Phospho-Kinase Array Kit

(atalog Number ARY003B

For the parallel determination of the relative levels of protein phosphorylation.

This package insert must be read in its entirety before using this product.
For research use only. Not for use in diagnostic procedures.
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INTRODUCTION

Analyzing the phosphorylation profiles of kinases and their protein substrates is essential for
understanding how cells recognize and respond to changes in their environment. The Human
Phospho-Kinase Array is a rapid, sensitive, and economical tool to simultaneously detect the
relative levels of phosphorylation of 43 kinase phosphorylation sites and 2 related total proteins
without performing numerous immunoprecipitations and Western blots. Each capture antibody
was carefully selected using cell lysates prepared from cell lines known to express the target
protein.

PRINCIPLE OF THE ASSAY

Capture and control antibodies have been spotted in duplicate on nitrocellulose membranes.
Cell lysates are diluted and incubated overnight with the Human Phospho-Kinase Array.

The array is washed to remove unbound proteins followed by incubation with a cocktail of
biotinylated detection antibodies. Streptavidin-HRP and chemiluminescent detection reagents
are applied and a signal is produced at each capture spot corresponding to the amount of
phosphorylated protein bound. Refer to the Appendix for a list and coordinates of analytes and
controls.

TECHNICAL HINTS

« FOR RESEARCH USE ONLY. NOT FOR USE IN DIAGNOSTIC PROCEDURES.

« This kit should not be used beyond the expiration date on the kit label.

- Do not mix or substitute reagents with those from other lots or sources. Substitution of
some high intensity chemiluminescent reagents for Chemi Reagents 1 and 2 may cause
either increased background or diminished signal depending on the reagent.

« Any variation in sample handling, buffers, operator, pipetting technique, washing technique,
and incubation time or temperature can alter the performance of the kit.

« The Human Phospho-Kinase Array membranes are validated for single use only.

« Always use gloved hands and flat-tipped tweezers to handle the membranes.

« Pick up the membranes from the edge on the side with the identification number avoiding
the area with the printed antibodies.

+ A thorough and consistent wash technique is essential for proper assay performance.
Individual arrays should be washed in separate containers to minimize background. Wash
Buffer should be removed completely from the membrane before proceeding to the next
step.

+ Do not allow the membrane to dry out. This will cause high background.

« Avoid microbial contamination of reagents and buffers.

« For a procedure demonstration video, please visit:
www.RnDSystems.com/ProteomeProfilerVideo.

PRECAUTIONS

Chemi Reagents 1 and 2 contain Boric Acid which is suspected of damaging fertility or the
unborn child.

Some components in this kit contain ProClin® which may cause an allergic skin reaction. Avoid
breathing mist.

Wear protective gloves, clothing, eye, and face protection. Wash hands thoroughly after
handling. Please refer to the MSDS on our website prior to use.

www.RnDSystems.com 1



MATERIALS PROVIDED & STORAGE CONDITIONS

Store the unopened kit at 2-8 °C. Do not use past kit expiration date.

STORAGE OF OPENED/
PART PART # DESCRIPTION RECONSTITUTED MATERIAL
Human Phospho-Kinase Array 894552 8 nitrocellulose membranes Return unused membranes to the foil pouch

(4 Part A, 4 Part B) each containing 43 | containing the desiccant pack. Reseal along
different capture antibodies printedin | entire edge of the zip-seal. May be stored for

duplicate. up to 3 months at 2-8 °C.*
Array Buffer 1 895477 21 mL of a buffered protein base with
preservatives.
Array Buffer 2 895478 | 21 mL of a concentrated buffered
5X Concentrate protein base with preservatives.
Array Buffer 3 895008 21 mL of a buffered protein base with
preservatives.
Lysis Buffer 6 895561 21 mL of a denaturing buffered
solution.
Wash Buffer Concentrate 895003 2 vials (21 mL/vial) of a 25-fold

concentrated solution of buffered
surfactant with preservative.
May turn yellow over time.

Detection Antibody Cocktail A, 894553 1 vial of biotinylated antibody cocktail;

May be stored for up to 3 months at 2-8 °C.*

Human Phospho-Kinase Array lyophilized.

Detection Antibody Cocktail B, 894554 1 vial of biotinylated antibody cocktail;

Human Phospho-Kinase Array lyophilized.

Streptavidin-HRP 893019 200 pL of streptavidin conjugated to
horseradish-peroxidase.

Chemi Reagent 1 894287 2.5 mL of stabilized hydrogen peroxide
with preservative.

Chemi Reagent 2 894288 2.5 mL of stabilized luminol with
preservative.

8-Well Multi-dish 607591 (lear 8-well rectangular multi-dish.

Transparency Overlay Template | 607815 1 transparency overlay template for Store at room temperature.

coordinate reference.

* Provided this is within the expiration date of the kit.

OTHER SUPPLIES REQUIRED

« Pipettes and pipette tips « Plastic wrap

- Gloves + Absorbent lab wipes (KimWipes® or equivalent)

« Phosphate-Buffered Saline (PBS) - Paper towels

+ Deionized or distilled water « Autoradiography cassette

- Flat-tipped tweezers - Film developer

« Rocking platform shaker « X-ray film (Kodak® BioMax™ Light-1,

« Microcentrifuge Catalog # 1788207) or equivalent

« Plastic containers with the capacity to hold « Flatbed scanner with transparency adapter
50 mL (for washing the arrays) capable of transmission mode

« Plastic transparent sheet protector (trimmedto  « Computer capable of running image analysis
10 cm x 12 cm and open on three sides) software and Microsoft® Excel

2 For research use only. Not for use in diagnostic procedures.



SAMPLE COLLECTION & STORAGE

The sample collection and storage conditions listed below are intended as general
guidelines. Sample stability has not been evaluated.

Since the Human Phospho-Kinase Array detects relative phosphorylation levels of
individual analytes, it is important to include appropriate control samples.

Note: Sample amount may be empirically adjusted to attain optimal sensitivity with minimal
background. The suggested starting range for cell lysates is 200-600 ug per array set (A and B).

Cell Lysates - Rinse cells with PBS, making sure to remove any remaining PBS before adding
lysis buffer. Solubilize cells at 1 x 107 cells/mL in Lysis Buffer 6. Pipette up and down to
resuspend and rock the lysates gently at 2-8 °C for 30 minutes. Microcentrifuge at 14,000 x g
for 5 minutes, and transfer the supernate into a clean test tube. Quantitation of sample protein
concentration using a total protein assay is recommended. The maximum allowable lysate
volume is 334 pL per array set (A and B). Lysates should be used immediately or aliquoted and
stored at < -70 °C. Avoid repeated freeze-thaw cycles. Thawed lysates should be kept on ice
prior to use.

REAGENT PREPARATION

Bring all reagents to room temperature before use.

Human Phospho-Kinase Array - Eight nitrocellulose membranes; Part A contains 29
antibodies printed in duplicate, and Part B contains 16 antibodies printed in duplicate. Part A
and Part B should be used together for optimal analysis efficiency. Handle the membranes
only with gloved hands and flat-tipped tweezers.

Detection Antibody Cocktail A (red cap) - One vial of lyophilized biotinylated antibodies for
use with Part A membranes. Before use, reconstitute Detection Antibody Cocktail A in 100 uL of
deionized or distilled water.

Detection Antibody Cocktail B (blue cap) - One vial of lyophilized biotinylated antibodies for
use with Part B membranes. Before use, reconstitute Detection Antibody Cocktail B in 100 pL of
deionized or distilled water.

1X Array Buffer 2/3 - Add 2 mL of 5X Array Buffer 2 Concentrate to 8 mL of Array Buffer 3.
Prepare fresh for each use.

1X Wash Buffer - If crystals have formed in the concentrate, warm the bottles to room
temperature and mix gently until the crystals have completey dissolved. Add 40 mL of

25X Wash Buffer Concentrate to 960 mL of deionized or distilled water to prepare 1000 mL of
1X Wash Buffer. Wash Buffer may turn yellow over time.

Chemi Reagent Mix - Chemi Reagent 1 and 2 should be mixed in equal volumes within
15 minutes of use. Protect from light. 1 mL of the resultant mixture is required for each set
of membranes (A and B).

www.RnDSystems.com 3



ARRAY PROCEDURE

Bring all reagents to room temperature before use. Keep samples on ice. To avoid
contamination, wear gloves while performing the procedures.

1

. Prepare all reagents and samples as directed in the previous sections.

2.The Human Phospho-Kinase Array is divided into two parts (A and B) to maximize sensitivity

and minimize cross-reactivity. For best results, incubate Part A and Part B in the same lysate
preparation but in separate wells of the 8-Well Multi-dish.

. Pipette 1.0 mL of Array Buffer 1 into each well of the 8-Well Multi-dish to be used. Array Buffer 1

serves as a block buffer.

. Using flat-tip tweezers, remove each membrane to be used from between the protective

sheets. Place one Part A membrane and one Part B membrane into adjacent wells of the 8-Well
Multi-dish and place the lid on the 8-Well Multi-dish. The number on the membrane should be
facing upward.

Note: Upon contact with Array Buffer 1, the blue dye from the spots will disappear, but the capture
antibodies are retained in their specific locations.

.Incubate for one hour on a rocking platform shaker. Orient the tray so that each membrane

rocks end to end in its well.

6. While the membranes are blocking, prepare samples by diluting the desired quantity of cell

lysate (up to 334 pL) to a final volume of 2 mL with Array Buffer 1.

. Aspirate Array Buffer 1 from the 8-Well Multi-dish. Add 1.0 mL of the prepared samples to both

the Part A and Part B membrane.

. Place the lid on the 8-Well Multi-dish. Incubate overnight at 2-8 °C on a rocking platform

shaker.

Note: A shorter incubation time may be used if optimal sensitivity is not required.

. Carefully remove each membrane and place into individual plastic containers with 20 mL of

1X Wash Buffer. The corresponding parts (A and B) of the membrane should be washed in the
same container at this point. The recommended container size for washing is approximately
8 x 11 cm. Rinse the 8-Well Multi-dish with deionized or distilled water and dry thoroughly.

10. Wash each set (A and B) of membranes with 1X Wash Buffer for 10 minutes on a rocking

11.

platform shaker. Repeat two times for a total of three washes.

For each Part A membrane, add 20 L of reconstituted Detection Antibody Cocktail A (red
cap) to 1.0 mL with 1X Array Buffer 2/3. Pipette 1.0 mL per well of diluted Detection Antibody
Cocktail A into the 8-Well Multi-dish.

12. Carefully remove each Part A membrane from its wash container. Allow excess Wash Buffer

to drain from the membrane. Return the membrane to the 8-Well Multi-dish containing the
diluted Detection Antibody Cocktail A.

. For each Part B membrane, add 20 uL of reconstituted Detection Antibody Cocktail B (blue

cap) to 1.0 mL with 1X Array Buffer 2/3. Pipette 1.0 mL per well of diluted Detection Antibody
Cocktail B into the 8-Well Multi-dish.

14. Carefully remove each Part B membrane from its wash container. Allow excess Wash Buffer

to drain from the membrane. Return the membrane to the 8-Well Multi-dish containing the
diluted Detection Antibody Cocktail B, and cover it with the lid.

For research use only. Not for use in diagnostic procedures.



15.
16.

20.

21.

22

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

Incubate for 2 hours at room temperature on a rocking platform.

Carefully remove each membrane and place into individual plastic containers with 20 mL of
1X Wash Buffer. At this point, the corresponding parts (A and B) of the membrane should be
washed in separate containers to minimize detection antibody cross-reactivity. Rinse the
8-Well Multi-dish with deionized or distilled water and dry thoroughly.

.Wash each membrane with 1X Wash Buffer for 10 minutes on a rocking platform shaker. Repeat

two times for a total of three washes.

. Dilute the Streptavidin-HRP in 1X Array Buffer 2/3 using the dilution factor on the vial label.

Pipette 1.0 mL into each well of the 8-Well Multi-dish.

. Carefully remove each membrane from its wash container. Allow excess Wash Buffer to drain

from the membrane. Return the membranes to the 8-Well Multi-dish containing the diluted
Streptavidin-HRP, and cover with the lid. Incubate for 30 minutes at room temperature on a
rocking platform shaker.

Carefully remove each membrane and place into plastic containers with 20 mL of 1X Wash
Buffer. The corresponding parts (A and B) of the membrane should be washed in the same
container at this point. Rinse the 8-Well Multi-dish with deionized or distilled water and dry
thoroughly.

Wash each set (A and B) of membranes with 1X Wash Buffer for 10 minutes on a rocking
platform shaker. Repeat two times for a total of three washes.

Note: Complete the remaining steps without interruption.

Carefully remove each membrane from its wash container. Allow excess Wash Buffer to drain
from the membrane by blotting the lower edge onto paper towels. Place each membrane on
the bottom sheet of the plastic sheet protector with the identification number facing up. Place
corresponding Part A and Part B membranes end-to-end.

Pipette 1 mL of the prepared Chemi Reagent Mix evenly onto each set of membranes.

Note: Using less than 1 mL of Chemi Reagent Mix per membrane set may result in incomplete
membrane coverage.

Carefully cover with the top sheet of the plastic sheet protector. Gently smooth out any air
bubbles and ensure Chemi Reagent Mix is spread evenly to all corners of each membrane.
Incubate for 1 minute.

Position paper towels on top and sides of plastic sheet protector containing the membranes
and carefully squeeze out excess Chemi Reagent Mix.

Remove the top plastic sheet protector and carefully lay an absorbent lab wipe on top of the
membranes to blot off any remaining Chemi Reagent Mix.

Leaving membranes on the bottom plastic sheet protector, cover the membranes with plastic
wrap taking care to gently smooth out any air bubbles. Wrap the excess plastic wrap around
the back of the sheet protector so that the membranes and sheet protector are completely
wrapped.

Place the membranes with the identification numbers facing up in an autoradiography film
cassette.

Note: Use an autoradiography cassette that is not used with radioactive isotope detection.

Expose membranes to X-ray film for 1-10 minutes. Multiple exposure times are recommended.
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ARRAY PROCEDURE SUMMARY

Step 1 (Blocking): Add 1.0 mL of Array Buffer 1
per well. Rock for 1 hour at room temperature.

Step 2 (Cell Lysates): Prepare 2.0 mL of diluted
cell lysate. Remove Array Buffer 1. Add 1.0 mL

of lysate to both Part A and Part B. Incubate
overnight at 2-8 °C on a rocking platform shaker.

Step 3: (Wash 1) Wash in 1X Wash Buffer;

20 mL per dish. Wash a total of 3 times;

10 minutes on a rocking platform per wash.
Wash corresponding parts (A and B) together.

Step 4 (Detection Antibody Cocktail): Pipette
1.0 mL of diluted Detection Antibody Cocktail A
(DAC-A) into wells for Part A membranes.

Pipette 1.0 mL of diluted Detection Antibody
Cocktail B (DAC-B) into wells for Part B
membranes.

Transfer the membranes to appropriate wells.
Incubate for 2 hours at room temperature on a
rocking platform.
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ARRAY PROCEDURE SUMMARY CONTINUED

Step 5 (Wash 2): Wash in 1X Wash Buffer;
20 mL per dish. Wash a total of 3 times; = 3 = =
10 minutes on a rocking platform shaker ‘2 ‘ic’% ’ ng ng
per wash. Wash all membranes
separately.
oy o~ o by
& )& ]| B E
Step 6 (Streptavidin-HRP): Pipette 1.0 mL [g ‘é
of diluted Streptavidin- HRP into each well. = -
Transfer the membranes to the appropriate [g ‘g J
wells. Incubate for 30 minutes at room = -
temperature on a rocking platform. F [g
o (=3
<< (==
S S
2 )&
Step 7 (Wash 3): Wash in 1X Wash Buffer; = [8
20 mL per dish. Wash a total of 3 times; =2 ’ =
10 minutes per wash. Wash corresponding = ] ‘ P
parts (A and B) together. = =
S S
=2 [2
E | ||B
Step 8 (Signal Detection): Arrange the

membranes on a sheet protector. Apply the
Chemi Reagent Mix and expose to film.

A004 | [A003 | [A002 {Aom
B004 ) (B003 | (B002 ) (B001
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DATA ANALYSIS

The positive signals seen on developed film can be quickly identified by placing the
transparency overlay on the array image and aligning it with the pairs of reference spots in the
corners of each membrane (two pairs on the left side of Part A and one pair on the right side of
Part B). The stamped identification numbers on the membranes should be placed on the left
hand side. The location of controls and capture antibodies is listed in the Appendix. It may be
necessary to adjust the position of the transparency overlay template if the two parts of the
membrane are not aligned.

Note: Reference spots are included to align the transparency overlay template and to demonstrate
that the array has been incubated with Streptavidin-HRP during the assay procedure.

Pixel densities on developed X-ray film can be collected and analyzed using a transmission-
mode scanner and image analysis software.

1. Create a template to analyze pixel density in each spot of the array.

2. Export signal values to a spreadsheet file for manipulation in a program such as Microsoft
Excel.

3. Determine the average signal (pixel density) of the pair of duplicate spots representing
each phosphorylated kinase protein.

4. Subtract an averaged background signal from each spot. Use a signal from a clear area of
the array or negative control spots as a background value.

5. Compare corresponding signals on different arrays to determine the relative change in
phosphorylated kinase proteins between samples.

Human Phospho-Kinase Array Coordinates

— AN MATINO NONSO — AN NOPMN O
— —

This image is not to scale. It is for coordinate reference only.
Please use the transparency overlay for analyte identification.
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PROFILING KINASE PHOSPHORYLATION IN SAMPLES

The Human Phospho-Kinase Array detects phosphorylated proteins in cell lysates.
Parts A and B of each array were incubated with 200 ug of cell lysate.
Data shown are from a 5 minute exposure to film.
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Figures A and B:

A. MCF-7 human breast cancer cells were either left untreated or exposed to 50 J/m? of
UV light followed by a 4 hour recovery before lysis.

B. A431 human epithelial carcinoma cells were either left untreated or treated with 200 ng/mL
recombinant human (rh) EGF (R&D Systems, Catalog # 236-EG) for 5 minutes.
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PROFILING KINASE PHOSPHORYLATION IN SAMPLES CONTINUED
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Figures Cand D:

C. MCF-7 human breast cancer cells were either left untreated or treated with 100 ng/mL of
rhiGF-I (R&D Systems, Catalog # 291-G1) for 1 hour.

D. CCD-1070Sk human foreskin fibroblast cells were either left untreated or treated with
100 ng/mL rhPDGF-BB (R&D Systems, Catalog # 220-BB) for 5 minutes.
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PROFILING KINASE PHOSPHORYLATION IN SAMPLES CONTINUED
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Figures E and F:
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E. HeLa human cervical epithelial carcinoma cells were either left untreated or treated with
200 nM PMA for 20 minutes.

F. MCF-7 human breast cancer cells were either left untreated or treated with 1 uM
Camptothecin (CPT) for 4 hours.
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PROFILING KINASE PHOSPHORYLATION IN SAMPLES CONTINUED
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Figure G: Jurkat human acute T cell leukemia cells were either left untreated or treated with
2 mM H,0, for 2 minutes.
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APPENDIX

Refer to the table below for the Human Phospho-Kinase Array coordinates.
DuoSet IC catalog numbers are provided for follow-up analysis of array data when desired.

Membrane/ Target/Control Phosphorylation DuoSet® IC (Total) ELISA | DuoSet® IC (Phospho) ELISA
Coordinate Site Development System Development System
A-A1,A2 Reference Spot — — —
A-A3, Ad p38a T180/Y182 DY(8691B DY(869B
A-A5, A6 ERK1/2 T202/Y204,T185/ — DYC1018B
Y187
A-A7,A8 INK1/2/3 T183/Y185,T221/ DYC1205 DYC1387
Y223
A-A9, A10 GSK-3a/B $21/59 DYC2157 DY(2630
B-A13,A14 p53 $392 DYC1043 DY(2996
B-A17,A18 Reference Spot — — —
A-B3, B4 EGFR Y1086 DY(1854 —_
A-B5, B6 MSK1/2 $376/5360 — —
A-B7,B8 AMPKa1 T183 DY(3197 DY(3528
A-B9, B10 Akt 1/2/3 S473 — DY(8878
B-B11,B12 Akt 1/2/3 1308 —_— —_
B-B13,B14 p53 S46 DYC1043 DYC1489
A-(1,Q TOR $2448 — DYC1665
A-G3,(4 CREB $133 — DY(2510
A-C5,C6 HSP27 $78/582 DYC1580 DY(2314
A-(7,(8 AMPKa2 Tn —_ —_—
A-C9,C10 B-Catenin —_ DYC1329 —_
B-C11,(12 p70 S6 Kinase 1389 DY(8962 DY(896
B-(13,(14 p53 515 DYC1043 DY(1839
B-C15, (16 ¢Jun 563 — —
A-D1,D2 Src Y419 —_— DY(2685
A-D3, D4 Lyn Y397 —_— DY(3936
A-D5, D6 Lck Y394 — —
A-D7,D8 STAT2 Y689 — —
A-D9, D10 STAT5a Y694 —_— —_—
B-D11,D12 p70 S6 Kinase T421/5424 DY(8962 DY(8965
B-D13,D14 RSK1/2/3 $380/5386/5377 — DY(8898
B-D15,D16 eNOS SN77 —_— —
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APPENDIX CONTINUED

Membrane/ Target/Control Phosphorylation DuoSet® IC (Total) ELISA | DuoSet® IC (Phospho) ELISA
Coordinate Site Development System Development System
A-E1,E2 Fyn Y420 —_ —_—
A-E3,E4 Yes Y426 — DY(3929
A-E5, E6 Fgr Y412 — —
A-E7,E8 STAT6 Y641 —_— —
A-E9, E10 STAT5b Y699 —_ —_—
B-E11,E12 STAT3 Y705 —_— DYC46078
B-E13,E14 p27 T198 DY(2256 —
B-E15,E16 PLC-y1 Y783 — —
A-F1,F2 Hck Y411 —_ —_—
A-F3,F4 Chk-2 T68 —_ DY(1626
A-F5, F6 FAK Y397 DYC4467 DY(4528
A-F7,F8 PDGF Rp Y751 DY(385 DY(3096
A-F9,F10 STAT5a/b Y694/Y699 — —
B-F11,F12 STAT3 S727 —_ —_—
B-F13,F14 WNK1 T60 —_ DY(4720
B-F15,F16 PYK2 Y402 —_— —
A-G1,G2 Reference Spot — — —
A-G3, G4 PRAS40 1246 —_— DY(6890
A-G9, G10 PBS (Negative Control) | — _— —_
B-G11,G12 HSP60 —_— DYC1800 —_—
B-G17,G18 PBS (Negative Control) | — —_ —_

All trademarks and registered trademarks are property of their respective owners.
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iIScript™ cDNA Synthesis Kit

25 x 20 pl reactions 170-8890
100 x 20 pl reactions 170-8891
For research purposes only

Store at —20°C (not frost-free)

iScript cDNA synthesis kit provides a sensitive and easy-to-use solution for two-step
RT-PCR. This kit includes just three tubes — comprehensive of reagents required for
successful reverse transcription.

The iScript reverse transcriptase is RNase H+, which provides greater sensitivity than
RNase H- enzymes in quantitative PCR. iScript is a modified MMLV-derived reverse
transcriptase, optimized for reliable cDNA synthesis over a wide dynamic range of input
RNA. The enzyme is provided preblended with RNase inhibitor. The unique blend of
oligo(dT) and random hexamer primers in the iScript reaction mix works exceptionally well
with a wide variety of targets. This blend is optimized for the production of targets <1kb in
length.

iScript cDNA synthesis kit produces excellent results in both real time and conventional
RT-PCR.

Storage and Stability

Store the iScript™ cDNA synthesis kit at —20°C in a constant-temperature freezer. When
stored under these conditions, the kit components are stable for a minimum of one year
after ship date. Nuclease-free water can be stored at room temperature.

Important Note
We have recently made improvements to our manufacturing procedure, in order to ensure

that you receive the highest quality product we can deliver. Kits whose six-digit lot number
begins with a “2” are not compatible with kits whose six-digit lot number begins with a “1”.
Please make note of this distinction if you have multiple lots of this kit in storage.

Kit Contents

Reagents Volume
25 Reaction Kit

5x iScript reaction mix 100 ul
Nuclease-free water 1.5 ml
iScript reverse transcriptase 25l

100 Reaction Kit
5x iScript reaction mix 400 pl
Nuclease-free water 1.5 ml



Reaction Setup

Please Note

The 5x iScript reaction mix may generate some precipitation upon thawing; this does not
affect the quality of the mixture. If you do experience precipitation, please mix thoroughly
to resuspend and use as directed below.

Components Volume per Reaction
5x iScript reaction mix 4 ul

iScript reverse transcriptase 1l
Nuclease-free water Xl

RNA template (100 fg to 1 ug total RNA)* x ul

Total volume 20 ul

Reaction Protocol

Incubate complete reaction mix:
5 minutes at 25°C
30 minutes at 42°C
5 minutes at 85°C
Hold at 4°C (optional)

Reagents and Materials Not Supplied

Reagents for PCR or real-time PCR
Such as:
iTag™ DNA polymerase, 170-8870
Q™ supermix, 170-8860, or
iQ™ SYBR® Green supermix, 170-8880
Pipet tips, aerosol barrier tips
Such as:
Xcluda™ style B, 211-2006
Nuclease-free tubes
0.2 ml thin-wall tubes TWI-0201
0.2 ml thin-wall tubes HSP-9601 (Low-Profile)
HSS-9601 (Full Height)
RNA purification kit
Such as:
Aurum™ total RNA mini kit, 732-6820 or
Aurum total RNA kit, 2 x 96 well, 732-6800

Recommendations for Optimal Results Using the iScript cDNA
Synthesis Kit

The maximum amount of the cDNA reaction that is recommended for downstream PCR is
one-tenth of the reaction volume, typically 2 pl.

*When using larger amounts of input RNA (>1 pg), the reaction should be scaled up, e.g., 40 ul reaction
for 2 pg, or 100 pl reaction for 5 ug to ensure optimum synthesis efficiency.

Bio-Rad Laboratories, Inc. is licensed by Moleculer Probes, Inc. to sell reagents containing SYBR Green | for use in real-time PCR, for
reasearch purposes only. SYBR Green is a registered trademark of Molecular Probes, Inc.
iScript, iTaq, iQ, iProof, Xcluda, and Aurum are trademarks of Bio-Rad Laboratories.

Bio-Rad Laboratories, Inc.
2000 Alfred Nobel Drive, Hercules, CA 94547
510-741-1000
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Anexo V. Curriculum Vitae

Formacion Académica

Licenciada en Biologia. Universidad de La Laguna (2009)

Méster en Sanidad Animal y Seguridad Alimentaria. IUSA, Universidad de
Las Palmas de Gran Canaria (2011)

Publicaciones

CM363, a novel naphthoquinone derivative which acts as multikinase
modulator and overcomes imatinib resistance in chronic myelogenous
leukemia.

Borja Guerra, Patricia Martin-Rodriguez, Juan Carlos Diaz-Chico, Grant
McNaughton-Smith, Sandra Jiménez-Alonso, Idaira Hueso-Falcén, Juan
Carlos Montero, Raquel Blanco, Javier Ledn, German Rodriguez-Gonzélez,
Ana Estévez-Braun, Atanasio Pandiella, Bonifacio Nicolas Diaz-Chico,
Leandro Fernandez-Pérez.

Oncotarget. 2017. 8 (18): 29679-29698

5-Ethynylarylnaphthalimides as antitumor agents: Synthesis and biological

evaluation.

Patricia Quintana-Espinoza, Pedro Martin-Acosta, Angel Amesty , Patricia
Martin-Rodriguez, Isabel Lorenzo-Castrillejo , Leandro Fernandez-Pérez ,

Félix Machin , Ana Estévez-Braun.

Bioorg Med Chem. 2017. 25: 1976-1983
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Indium catalyzed solvent-free multicomponent synthesis of cytotoxic dibenzo
[a,h] anthracenes from aldehydes, 2-hydroxy-1,4-naphthoquinone, and 2-
naphthol.

Idaira Hueso-Falcon, Angel Amesty, Patricia Martin, Matias Lopez-
Rodriguez,

Leandro Fernandez-Pérez, Ana Estévez-Braun.

Tetrahedron. 2014. 70 (45): 8480-8487

Synthesis and study of antiproliferative, antitopoisomerase 11, DNA-
intercalating and DNA-damaging activities of arylnaphthalimides.
Quintana-Espinoza P, Garcia-Luis J, Amesty A, Martin-Rodriguez P,
Lorenzo-Castrillejo I, Ravelo AG, Fernandez-Pérez L, Machin F, Estévez-
Braun A.

Bioorg Med Chem. 2013. 1 (21): 6484-6495

Cytotoxic triterpenoides from Maytenus retusa.

Oramas-Royo SM, Chavez H, Martin-Rodriguez P, Fernandez-Pérez L,
Ravelo AG, Estévez-Braun A.

J. Nat Prod. 2010. 73(12): 2029-2034

Synthesis and in vitro antiprotozoal evaluation of substituted phenalenone
analogues.

Rosquete LI, Cabrera-Serra MG, Pifiero JE, Martin-Rodriguez P,
Fernandez-Pérez L, Luis JG, McNaughton-Smith G, Abad-Grillo T.
Bioorg Med Chem. 2010. 18: 4530-4534
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Aportaciones a congresos

Phenotypic- and target- based strategies identify naphthoquinone derivatives
that induce apoptosis in human cronic myelonenous leukemia cells.

Leandro Fernandez-Pérez, Patricia Martin-Rodriguez, ldaira Hueso-Falcdn,
Borja Guerra, Juan C. Diaz-Chico, Haideé Aranda-Tavio, Laura Rodrigo-
Gonzalez, Francisco Estévez-Rosas, José Quintana-Aguiar, Nicolas Diaz-
Chico, Ana Estévez-Braun.

V11 Spanish Drug Discovery Network Meeting

Péster

Santiago de Compostela, Espafia. Noviembre 2016

A novel naphthoquinone derivative inhibits viability, blocks cell cycle
progression and induces apoptosis in human chronic myelogenous leukemia
cells.
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ABSTRACT

Human Chronic Myelogenous Leukemia (CML) is a hematological stem cell
disorder which is associated with activation of Bcr-Abl-Stat5 oncogenic pathway.
Direct Bcr-Abl inhibitors are initially successful for the treatment of CML but over time
many patients develop drug resistance. In the present study, the effects of CM363,
a novel naphthoquinone (NPQ) derivative, were evaluated on human CML-derived
K562 cells. CM363 revealed an effective cell growth inhibition (IC50 = 0.7 = 0.5 pM)
by inducing cancer cells to undergo cell cycle arrest and apoptosis. CM363 caused
a dose- and time-dependent reduction of cells in GO/G1 and G2/M phases. This
cell cycle arrest was associated with increased levels of cyclin E, pChkl and pChk2
whereas CM363 downregulated cyclin B, cyclin D3, p27, pRB, Weel, and BUBR1.
CM363 increased the double-strand DNA break marker yH2AX. CM363 caused a time-
dependent increase of annexin V-positive cells, DNA fragmentation and increased
number of apoptotic nuclei. CM363 triggered the mitochondrial apoptotic pathway
as reflected by a release of cytochrome C from mitochondria and induction of the
cleavage of caspase-3 and -9, and PARP. CM363 showed multikinase modulatory
effects through an early increased JNK phosphorylation followed by inhibition of
pY-Bcrl-Abl and pY-Stat5. CM363 worked synergistically with imatinib to inhibit
cell viability and maintained its activity in imatinib-resistant cells. Finally, CM363
(10 mg/Kg) suppressed the growth of K562 xenograft tumors in athymic mice.
In summary, CM363 is a novel multikinase modulator that offers advantages to
circumvent imanitib resistance and might be therapeutically effective in Bcrl-Abl-
Stat5 related malignancies.
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damaging activity.

A set of 5-ethynylarylnaphthalimides was synthesized by Sonogashira cross-coupling reactions and eval-
uated for antiproliferative and antitopoisomerase II in vitro activities. Furthermore docking studies of
these molecules as DNA-intercalators were carried out and the in vivo DNA-damaging activity was also
determined with the model organism Saccharomyces cerevisiae. From the obtained results three naphthal-
imides 6, 13 and 14 showed strong topoisomerase II inhibitory activity. These three molecules also pre-
sented good docking scores as DNA-intercalators using a self-complementary oligodeoxynucleotide d
(ATGCAT), as a model, and compounds 13 and 14 were among the most cytotoxic in the in vivo DNA-

© 2017 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Small-molecule-mediated DNA targeting represents one of the
most effective approaches for the development of chemotherapeu-
tics. Naphthalimide derivatives constitute interesting scaffolds
because of their well characterized DNA-binding properties.'?
Amonafide (Fig. 1) is one of the most widely studied naphthalim-
ides, and its antitumor activity seems to be related to poisoning
the nuclear enzyme topoisomerase Il to generate DNA-strand
breaks.>* Amonafide showed excellent activity in clinical phase II
breast cancer trials, but it failed in clinical phase III trials because
of its unpredictable side effects on dose-limiting bone marrow
toxicity due to its metabolization to N-acetyl-amonafide.® To
avoid the side effect of amonafide several strategies have been
carried out. Thus, several N-substituted amonafide derivatives
were synthesized by Kiss’ and Quian.® Some heterocyclic-fused
naphthalimides such as thiazonaphthalimides,”'" or benzopyran-
naphthalimides'? were also prepared. Other approach was the
preparation of 5-non-amino aromatic substituted naphthalim-
ides.”>'* In this sense our group prepared and designed a series

* Corresponding authors.
E-mail addresses: fmacconw@gmail.com  (F.
(A. Estévez-Braun).
! These authors equally contributed to this work.

Machin), aestebra@ull.es

http://dx.doi.org/10.1016/j.bmc.2017.02.024
0968-0896/© 2017 Elsevier Ltd. All rights reserved.

of arylnaphthalimides,'* and we found that all synthesized naph-
thalimides but those carrying H-bond donor groups, strongly
inhibited Topo II, and they were likely generating DNA double
strand breaks (DSB) in vivo as determined by assays with the model
organism Saccharomyces cerevisiae. These compounds were able to
arrest yeast cells in G2, promote the formation of Rad52 foci in vivo
and made rad52 mutants hypersensitive. Based on these previous
results and because amonafide, together with cytarabine has been
introduced into phase III clinical trial against secondary acute mye-
loid leukemia'® we encouraged the study of antitumor properties
of new 5-ethynylarylnaphthalimides, since the acetylene bond
itself is believed to improve the intercalating properties.'® Thus
the naphthalimide moiety can be attached to a variety of substi-
tuted aromatic rings via an acetylene bridge, which provides the
necessary structural rigidity and twisting ability and still unites
the aromatic structures.

2. Results and discussion

Naphthalimides (4-14) were synthesized from the commercial
1,8-naphthalic anhydride (1) which was quantitatively and
selectively converted into 3-iodo-1,8-naphthalic anhydride (2) by
using of iodine in the presence of Ag,SO4/H,SO4 (Scheme 1).'
The treatment of 2 with N,N-dimethyl-ethane-1,2-diamine yielded
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A series of dibenzo[a,h]anthracene derivatives were synthesized through a straightforward, one-pot
protocol based on a three-component reaction with 2-hydroxy-1,4-naphthoquinone, aromatic aldehydes,
and 2-naphthol as synthetic inputs, using InCl3 a catalyst under solvent-free conditions. Most of the
obtained ortho-quinonic adducts were cytotoxic against HEL and MCF-7 tumoral cell lines.

© 2014 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Multicomponent reactions (MCRs) are one-pot reactions
employing more than two starting materials, where most of the
atoms of them are incorporated in the final product. Several de-
scriptive tags are regularly attached to MCRs: they are atom eco-
nomic, efficient since the product is formed in one-step, they are
also convergent and exhibit a very high bond-forming-index (BFI).
Furthermore, the rapid and easy access to biologically relevant
compounds by MCRs, and its scaffold diversity has been recognized
by the synthetic community in industry and academia, as a pre-
ferred method to design and discover small molecular weight
compounds with biological activity.!

Quinones and B-naphthols are considered privileged structures”
since they are occurring fragments in natural products and drugs
exhibiting a broad spectrum of biological activities. Both structures
have been involved in different MCRs. For example, the preparation
of Betti bases by the three-component reaction of aromatic aldehyde,
2-naphthol, and acetonitrile (or benzamide) catalyzed by 1-methyl-
3-(2-(sulfooxy)ethyl)-1H-imidazol-3-ium has been recently

* Corresponding author. Tel./fax: +34 922318576; e-mail address: aestebra@ull.es
(A. Estévez-Braun).

http://dx.doi.org/10.1016/j.tet.2014.09.076
0040-4020/© 2014 Elsevier Ltd. All rights reserved.

reported.® A facile, one-pot, pseudo four-component catalyst- and
solvent-free synthesis of novel benzopyrano[2,3-b] pyridines was
achieved through the reaction of salicylaldehyde, naphthols, and
malononitrile.” Several xanthene derivatives have been also obtained
using a variety of hydroxynaphthols such as 2-naphthol, 2,7-
dihydroxy-naphthalene, and 2,6-dihydroxynaphthalene, which re-
act with aldehydes, and 2-hydroxynaphthalen-1,4-dione using cat-
alytic sulfuric acid in water under reflux to yield a variety of dibenzo
[a,i]xanthene-diones.”

With respect to the quinones, our research group has carried out
several multicomponent reactions using 2-hydroxy-1,4-quinone
moiety in order to obtain antitumoral and antibacterial compounds
based on quinone cores fused to heterocyclic rings.® In our approach
2-hydroxy-1,4-quinone moiety is employed as an adequate synthetic
equivalent to a 1,3-dicarbonyl compound. In this case, the Knoeve-
nagel condensation with aldehydes leads to a reactive intermediate
quinone methide (QM),” which is susceptible to be trapped by diverse
electron rich alkenes as dienophiles via hetero Diels—Alder reac-
tions,% < or reacts with diverse nucleophiles via Michael addition.* ¢

As part of an ongoing development of efficient protocols for the
preparation of substituted heterocyclic quinones, and in a contin-
uation of our work on MCRs, we report the preparation of dibenzo
[a,h]anthracenes. These crossed adducts were prepared using

Please cite this article in press as: Hueso-Falcon, L; et al., Tetrahedron (2014), http://dx.doi.org/10.1016/j.tet.2014.09.076
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A series of arylnaphthalimides were designed and synthesized to overcome the dose-limiting cytotoxicity
of N-acetylated metabolites arising from amonafide, the prototypical antitumour naphthalimide whose
biomedical properties have been related to its ability to intercalate the DNA and poison the enzyme Topo-
isomerase II. Thus, these arylnaphthalimides were first evaluated for their antiproliferative activity
against two tumour cell lines and for their antitopoisomerase II in vitro activities, together with their
ability to intercalate the DNA in vitro and also through docking modelization. Then, the well-known
DNA damage response in Saccharomyces cerevisiaze was employed to critically evaluate whether these
novel compounds can damage the DNA in vivo. By performing all these assays we conclude that the 5-
arylsubstituted naphthalimides not only keep but also improve amonafide’s biological activities.

© 2013 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Naphthalimides, a class of compounds that bind to DNA by
intercalation have shown high anticancer activity against a variety
of murine and human tumor cells."™* Two representative com-
pounds, mitonafide and amonafide (Fig. 1), have reached clinical
trials as potential anticancer agents.”® However, amonafide,
although effective in its phase 2 clinical trials when administered
either alone or in combination, suffered from the dose-limiting
bone marrow toxicity caused by the toxic N-acetyl-amonafide gen-
erated through N-acetylation by the N-acetyltransferase 2
(NAT2).”® Amonafide is a DNA intercalating agent that induces
apoptotic signalling by promoting topoisomerase II (Topo II)-
mediated DNA cleavage (i.e., it ‘poisons’ the enzyme).® Topo II is

* Corresponding authors. Tel.: +34 922318576; fax: +34 922318571.
E-mail addresses: fmacconw@gmail.com (F. Machin), aestebra@ull.es (A. Esté-
vez-Braun).
 http://www.icic.es.
¥ http://www.ceamedsa.com.

0968-0896/$ - see front matter © 2013 Elsevier Ltd. All rights reserved.
http://dx.doi.org/10.1016/j.bmc.2013.08.039

a nuclear enzyme that regulates the topological structure of
chromatin. It is mainly involved in chromosome condensation
and sister chromatid decatenation in mitosis. Topo II poisons are
well validated chemotherapy agents.'° Epipodophyllotoxins
(etoposide), aminoacridines (amsacrine) and anthracyclines
(doxorubicin, daunorubicin, etc.) are all potent Topo II poisons.
Amonafide is distinct from other Topo II poisons in being able to
evade Glycoprotein 1 (PgP) and related transporters responsible
for multi-drug resistance.'"

With the aim of accessing to less cytotoxic naphthalimides
against bone-marrow while keeping their antitumoral activities,
we synthesized several non-amino substituted naphthalimides.
In this paper, we describe the preparation and biological evaluation
of a series of aromatic substituted naphthalimides. We include the
antiproliferative activity against two cancer cell lines of the syn-
thesized naphthalimides together with the antitopoisomerase I
and II in vitro activities. Besides, we carried out docking studies
in order to further confirm the ability of the arylnaphthalimides
to intercalate the DNA and thus complement the results obtained
in vitro during the topoisomerase (I and II)-mediated relaxation.
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A set of derivatives encompassing structural modifications on the privileged phenalenone scaffold were
assessed for their antiparasitic activities against the most clinically relevant forms of trypanosomiasis
and leishmaniasis. Several compounds exhibited leishmanicidal effects at levels comparable or better
than the reference drug pentamidine, while the parent phenalenone was shown to have a level of activity
against Trypanosoma cruzi comparable to the marketed drug benznidazole.

© 2010 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Trypanosomatids of the order Kinetoplastida are the causative
agents of several lethal parasitic diseases, such as Chagas’ disease
(Trypanosoma cruzi), and African sleeping sickness (Trypanosoma
brucei). The human protozoan parasite Leishmania is the causative
agent of leishmaniasis, a disease with a wide variety of clinical
manifestations, ranging from self-healing cutaneous lesions
(mostly from Leishmania tropica and Leishmania mexicana com-
plexes) to life-threatening visceral infections caused by different
species of the donovani complex (Leishmania donovani, Leishmania
infantum, and Leishmania chagasi). The reemergence of trypanoso-
miasis and leishmaniasis over the last two decades has become a
significant threat to human health and the economical develop-
ment of several developing nations. The drugs which have been
most frequently used to treat the leishmaniasis (the pentavalent
antimonials, Pentostam, and Glucantime') are however, quite toxic
and in some areas resistance can be as high as 40%.>> Likewise
those used for trypanosomiasis, such as Nifurtimox (currently dis-
continued) and Benznidazole are still inadequate due to their
undesired side effects.* Indeed, no vaccine or recommended drugs
are currently available to prevent these diseases. Moreover, once
the infection has progressed into its later stages none of the mar-

* Corresponding authors. Tel.: +34 922 318575; fax: +34 922 318571.
E-mail address: tereabad@ull.es (T. Abad-Grillo).

0968-0896/$ - see front matter © 2010 Elsevier Ltd. All rights reserved.
doi:10.1016/j.bmc.2010.04.062

keted drugs are effective. The emergence of drug-resistant para-
sites is also becoming an additional and major problem. Further
investigations are therefore urgently needed to discover new drugs
that are not only effective, but also affordable and readily available
for the treatment of these infectious diseases.

Previous work from our group had demonstrated that a set of
antifungal phytoalexins,>® based on a phenyl-phenalenone skele-
ton, possessed leishmanicidal activity.” In order to further investi-
gate the effect of electronic and spatial changes on antiprotozoal
activity we have synthesized a series of core modified struc-
tures,®'" as well as a set of new heteroaryl substituted phenale-
nones. Herein, we report their synthesis and their antiprotozoal
activity against two forms of Leishmania (Leishmania amazonensis,
L. donovani) and one form of Trypanosoma (T. cruzi).

2. Results and discussion
2.1. Synthesis

The heteroaryl-substituted phenalenones were prepared using
a general two step Michael addition-oxidation sequence. The re-
quired heteroaryl Grignards for the preparation of compounds 6,
7, and 10 were generated in situ via either direct lithiation and me-
tal exchange, or lithium-halogen exchange followed by metal ex-
change as shown in Table 1 (entries 1-3).
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Seven new triterpenoids (1—7) and 36 known compounds were isolated from the root bark of Maytenus retusa. Their
structures were determined by 1D and 2D spectroscopic studies. Several compounds were evaluated for their cytotoxicity
against the human tumor cell lines HL-60 and MCF-7. Some of them were cytotoxic, with ICs, values ranging between

0.2 and 4.7 uM.

The Celastraceae family, a group of dicotyledonous species
consisting of about 1300 species in 106 genera, is widely distributed
through the warm temperature regions of the world.! Celastraceae
species have been used for centuries throughout South America
and mainland China as insect repellents and insecticides and for
the treatment of ailments ranging from stomach complaints to fever,
rheumatoid arthritis, and cancer.?

Some examples are the peruvian species Maytenus macrocarpa
and Maytenus amazonica,® which are used in the treatment for
rheumatism, influenza, gastrointestinal diseases, and skin cancer,
and Maytenus ilicifolia,4 which is used as an analgesic, antiulcero-
genic, antiseptic, and antitumor agent.

Maytenus species constitute a rich source of terpenoids such as
friedelane-type triterpenes (quinonemethide, enequinone-methide,
and phenolic types),”~’ lupanes,® oleananes,”'° dimeric triterpenes,'' ~'*
diterpenes such as kaurane and abietane,'*~'® sesquiterpenes,'” and
sesquiterpene-triterpene hetero-Diels—Alder adducts.'®

The aromatic and quinoid triterpenes are of interest due to their
antibiotic and cytotoxic activities.'” Given that metabolites present
in Maytenus species possess interesting biological activities and
the absence of any previous phytochemical studies on Maytenus
retusa (Poiret) Briq (Celastraceae), we examined this species. In
this paper we describe the isolation and structural elucidation of
seven new terpenes (1—7) and 36 known terpenoids. The structures
of the isolated compounds were determined by spectroscopic studies
("H NMR and *C NMR), including bidimensional homonuclear
(COSY and ROESY) and heteronuclear (HSQC and HMBC)
correlation experiments. Some of the compounds showed cytotoxic
activity against the human tumor cell lines HL-60 and MCF-7.

Results and Discussion

Repeated chromatography of a CHCI; extract of the root bark
of M. retusa on silica gel and Sephadex LH-20 yielded seven new
compounds (1—7) and 36 known terpenes: a-cyperotundone (8),°
mayteine (9),%' lupeol (10),%? nepeticin (11),>* calenduladiol (12),>*
resinone (13),%° 3-oxo-friedel-1-ene (14),%° 33-hydroxyolean-9(11):
12-diene (15),%” 3B-hydroxyurs-9(11):12-diene (16),>° 34,29-di-
hydroxyglut-5-ene 17),28 cangoronine (18),%° tingenone (19),%°
200-hydroxytingenone (20),*' 2043-hydroxytingenone (21),*? 223-
hydroxytingenone (22),>* pristimerine (23),>* dispermoquinone
(24),* amazoquinone (25),*® 6-oxotingenol (26),?” 3-O-methyl-6-
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oxotingenol (27),>” 3-O-methyl-23-hydroxy-6-oxotingenol (28),%*
22f-hydroxy-6-oxotingenol (29),*° 6-oxopristimerol (30),%” 7-hy-
droxy-6-oxopristimerol (31),*> 7,8-dihydro-6-oxoingenol (32),%°
22B-hydroxy-7,8-dihydro-6-oxotingenol (33),>° macrocarpin A
(34),*! blepharodol (35),> 7-oxo-blepharodol (36),** cheilocline A
(37),'® cheilocline B (38),'® cheilocline C (39),'® cheilocline D
(40),'® cheilocline F (41),'® cheilocline I (42),'® and milicifoline
B (43)* (for structures of compounds 8—43, see Figure S1 in the
Supporting Information).

Compound 1 had the molecular formula C3HscO,4 as determined
by HREIMS. The IR spectrum showed absorption bands for
OH (3394 cm™') and carbonyl (1684 cm™') groups. Preliminary
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