ANMALES DE LA

Academia de Ciencias de Cuba

CIENCIAS BIOMEDICAS

Premio Anual de la Academia de Ciencias de Cuba, 2020

Nuevos eventos moleculares vinculados al mecanismo de accion
antineoplasico del CIGB-300

Silvio E. Perea Rodriguez " https://orcid.org/0000-0002-5791-604X
Yasser Perera Negrin " https://orcid.org/0000-0003-4224-0224

Arielis Rodriguez Ulloa " https://orcid.org/0000-0003-1566-4865
Yassel Ramos Gémez " https://orcid.org/0000-0003-3508-3830

Mauro Rosales Menzoney 2" https://orcid.org/0000-0003-1920-0064
Gabriel Padron Palomares " https://orcid.org/0000-0003-3308-2471
Evelin Caballero Menéndez " https://orcid.org/0000-0002-7800-6707
Osmany Guirola Cruz " https://orcid.org/0000-0001-9987-3394

Alexis Musacchio Lasa " https://orcid.org/0000-0001-6598-6067
Jorge Fernandez De Cossio " https://orcid.org/0000-0001-9046-8181
Luis J. Gonzalez Lépez " https://orcid.org/0000-0002-8875-3642
Vladimir Besada Lopez " https://orcid.org/0000-0003-3584-7714
George V. Pérez Viltre " https://orcid.org/0000-0002-4067-2093
Daylen Aguilar Noriega " https://orcid.org/0000-0002-8739-2347
Dania M. Vazquez Blomquist " https://orcid.org/0000-0001-5011-2850
Ailyn de la C. Ramoén Sanchez " https://orcid.org/0000-0001-6353-5019

" Centro de Ingenieria Genética y Biotecnologia. La Habana, Cuba
?Facultad de Biologia, Universidad de La Habana. La Habana, Cuba

* Autor para la correspondencia: silvio.perea@cigb.edu.cu

RESUMEN

Introduccién. El CIGB-300 es un péptido antitumoral inhibidor de la fosforilacion de los sus-
tratos de la proteina quinasa CK2. El presente trabajo persigue como objetivo fundamental
exponer nuevos elementos vinculados al mecanismo antineoplasico del CIGB-300 relacio-
nados con el modo de inhibicion de dicha fosforilacion y la sinergia del péptido con drogas
anticancer. Métodos. Se realizaron ensayos de fosforilacién mediada por la subunidad cata-
litica CK2a o la holoenzima en presencia o no del CIGB-300. La interaccion CIGB-300/CK2 se
verificd mediante ensayos de pull-down, colocalizacion in situ y ademas se realizd un andlisis
fosfoprotedmico en células de cancer de pulmon tratadas con el péptido. El sinergismo del
CIGB-300y las drogas anticancer se evalud in vitro y en el caso del cisplatino también in vivo.
Ademas, se realizé un estudio de protedmica comparativa de la combinacion del CIGB-300
con el cisplatino.Resultados. El CIGB-300 interacciono directamente con la subunidad CK2a
e inhibio la actividad de la holoenzima en diferentes condiciones experimentales. Asimismo,
el andlisis de fosfoprotedmica y Western blot permitio conocer el perfil de inhibicion tempra-
na de CK2 por el CIGB-300 a los 10 min y 30 min Adicionalmente, el CIGB-300 sinergizé con
quimioterapéuticos e inhibidores del receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) y
se conocieron los eventos moleculares que pueden sustentar la sinergia del péptido con las
drogas anticancer estudiadas. Como conclusiones, el CIGB-300 inhibe la fosforilacion me-
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diada por CK2 a través de un mecanismo alternativo de interaccion directa con la enzima.
Ademas, sinergiza con quimioterapéuticos e inhibidores del EGFR, modulando diferentes
proteinas relacionadas con la resistencia a dichas drogas.

Novel molecular events related to CIGB-300 antineoplas-
tic mechanism of action

ABSTRACT

Introduction. CIGB-300 is an antitumor peptide that inhibits the CK2-mediated phos-
phorylation by direct targeting of substrates. This paper aims to describe breakthroughs
about the CIGB-300 antineoplastic mechanism related to the inhibition of CK2-mediated
phosphorylation and the synergism with anticancer drugs. Methods. CK2 phosphorylation
assays were performed with catalytic CK2a subunit or the CK2 holoenzyme in presence or
not of CIGB-300. CIGB-300/CK2 interaction was verified by pull-down experiments, in situ
colocalization and phosphoproteomic analysis of CIGB-300-treated lung cancer cells were
also performed. Synergism of the peptide with anticancer drugs was evaluated in vitro and
for Cisplatin; it was also tested in vivo. Besides, comparative proteomics of CIGB-300 com-
bined with Cisplatin was conducted. Results. CIGB-300 targeted the CK2a subunit and inhi-
bited the enzymatic activity of the holoenzyme in different experimental settings. Likewise,
phosphoproteomic and Western Blot analysis allowed for knowing the early CK2 inhibition
profile elicited by CIGB-300 at 10 and 30 minutes of treatment. Moreover, CIGB-300 did sy-
nergize with chemotherapeutics and EGFR inhibitors, and molecular events that reportedly
support such synergistic interactions were also known. Conclusions. CIGB-300 inhibits the
CK2-mediated phosphorylation by using an alternative mechanism of direct interaction with
the enzyme itself. Besides, CIGB-300 synergizes with chemotherapeutics and EGFR inhibi-
tors by modulating different proteins related to drug resistance.

INTRODUCCION

La proteina quinasa CK2 se encuentra frecuentemente
desregulada en células tumorales y es responsable del 20 %
del fosfoproteoma celular. @ Esta quinasa se vincula con ras-
gos caracteristicos del cancer como la proliferacién exacer-
bada, supervivencia celular, inhibicidon de la apoptosis, angio-
génesis, y metdstasis. @ Se han descrito hasta el momento
mas de 300 sustratos celulares para CK2 y modula la funcion
de los supresores tumorales PTEN y PML, asi como los onco-
genes AKT y c-myc. ©¢9 De igual forma, la expresion aberrante
de CK2 impacta en multiples cascadas de sefializacion cuya
desregulacion conlleva a la transformacion maligna las cua-
les incluyen Wnt, Hh, JAK/STAT, y PI3K/AKT. )

La actividad enzimatica de CK2 se lleva a cabo por las su-
bunidades cataliticas CK2a 'y CK2a' por separado o unidas con
el dimero de subunidades reguladoras CK2f3 para formar la ho-
loenzima. ® La fosforilacion de los llamados sustratos clase
Il puede ser solo ejercida por la holoenzima, mientras los sus-
tratos clase | pueden ser fosforilados por la holoenzima o las
subunidades cataliticas individuales. © Los sustratos clase I
son solo fosforilados por las subunidades cataliticas de CK2. ©

La CK2 es actualmente considerada como un blanco pro-
misorio y “drogable” en cancer debido a las exitosas pruebas
de concepto in vitro e in vivo usando moléculas quimicas pe-
quenas inhibidoras de la actividad enzimatica mediante el blo-
queo del sitio de unién al ATP en la subunidad catalitica CK2a
o por inhibicién de la interaccién entre las subunidades para
formar la holoenzima. (°1" De igual forma el uso de oligonu-
cledtidos antisentido contra la CK2a ha servido para validar la
perspectiva de esta enzima como blanco para el tratamiento
del cancer. (12

El CIGB-300 es un péptido que actualmente se evalla en la
clinica'y forma parte de la cartera de nuevos desarrollos farma-
céuticos anticancer del CIGB. Es un inhibidor de la fosforilacion
mediada por CK2 a través de su union directa y bloqueo del
dominio fosfoaceptor conservado en los sustratos para dicha
enzima. ¥ Evidencias experimentales en lineas celulares de
tumores solidos indicaron que la proteina B23/NPM1 era un
sustrato de CK2 mayoritariamente unido por el CIGB-300 en en-
sayos de pull-down in vivo. " Igualmente en lisados celulares el
CIGB-300 une diferentes sustratos de CK2 y en células de leu-
cemia linfocitica cronica se encontré que el CIGB-300 inhibid la
fosforilacion de otros sustratos como AKT y PTEN. (1519)
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Teniendo en cuenta el mecanismo descrito para el CIGB-
300 y que ha sido reportado un dominio fosfoaceptor en la
subunidad CK2, 1719 nos propusimos investigar si el CIGB-
300 es capaz de interaccionar directamente con la enzima e
inhibir su actividad. Los resultados permitieron validar dicha
hipétesis cientifica y ademas conocer el fosfoproteoma regu-
lado por el CIGB-300 en células tumorales.

Como parte de la presente investigacion nos propusimos
ademas explorar la posible sinergia antineoplasica del CIGB-
300 con quimioterapéuticos e inhibidores del receptor para el
factor de crecimiento epidérmico (EGFR) brindando asf una
contribucion a las bases moleculares que pueden sustentar la
sinergia del CIGB-300 con esas drogas anticancer.

De conjunto, el presente trabajo persigue como objetivo
fundamental exponer nuevos elementos vinculados al meca-
nismo de accién antineoplasico del CIGB-300, relacionados
con el modo de inhibicién de dicha fosforilacion y la sinergia
del péptido con drogas anticancer. De manera importante, los
resultados obtenidos no solo tienen un impacto cientifico-téc-
nico, sino que sustentan el uso racional del péptido CIGB-300
en esquemas terapéuticos combinados con la terapia estan-
dar para el tratamiento del cancer.

METODOS

Ensayos radiométricos y de interaccion

Lasreacciones de fosforilacion serealizaron conlaholoen-
zima o la subunidad CK2a usando [y-32P]-ATP (6000 Ci/mmol)
en presencia del CIGB-300 y los péptidos sustratos My 29, o
los sustratos recombinantes GST-0lig2 y GST-Six1. La activi-
dad enzimatica se expresa como valores directos de conteos
por minuto (CPM). La interaccion entre las subunidades de
CK2 'y el CIGB-300 se realizé por incubacion de GST-CK2a en
ausencia o presencia del CIGB-300 (50 uM) y se adsorbié a
una matriz de glutatién-sefarosa. Seguidamente se adiciond
CK2B y se determind la actividad enzimatica. Para la interac-
cion en solucion, la CK2a se incubd por 30 min en presencia
o ausencia del CIGB-300 (100 uM) y cantidades crecientes de
CIGB-300 biotinilado (CIGB-300-B) adsorbido en matriz de es-
treptavidina-sefarosa. Finalmente, se realizo la reaccion enzi-
matica usando el péptido 29.

Ensayos de pull-down y colocalizacién in situ

Los ensayos de pull-down se realizaron usando el Cl-
GB-300-B para capturar las diferentes proteinas de interés
como CK2a, AKT, PTEN, o B23/NPM1 en los lisados celula-
res. Las proteinas adheridas al CIGB-300 se analizaron por
Western blot. Para la microscopia fluorescente, las células
NCI-H125 se trataron a diferentes tiempos con el CIGB-300-B.
Después de la fijacion y permeabilizaron las células se incuba-

ron con anticuerpos anti-CK2a, anti-CK2B3 o anti-B23/NPM1.
Finalmente, se afiadio el conjugado avidina-FITC o el corres-
pondiente anticuerpo secundario conjugado a Alexa Fluor 594
y el andlisis se realizd en un microscopio Confocal Leica Mi-
crosystem.

Estudios de proteémica

El fosfoproteoma de CK2 regulado por el CIGB-300 se
explord en células NCI-H125 tratadas o no con el CIGB-300
durante 10 y 30 minutos. Los fosfopéptidos de los extractos
celulares fueron aislados por enriquecimiento mediante adhe-
rencia a matriz de TiO, y posteriormente sometidos a LC-MS/
MS para su analisis de identidad. Para la proteémica com-
parativa, la combinacion CIGB-300 (50 uM/ml) + Cisplatino
(0,5 uM/ml) o los agentes por separados fueron incubados
con las células NCI-H125 y los extractos nucleares prepara-
dos al final del tratamiento. Después del aislamiento proteico,
la digestion triptica y el marcaje isotopico diferencial se reali-
76 laidentificacion y cuantificacion de las proteinas mediante
LC-MS/MS. Los resultados muestran el factor de cambio de
los niveles de cada proteina.

RESULTADOS Y DISCUSION

La investigacion realizada en este trabajo se centra en
responder 2 preguntas cientificas esenciales dentro del me-
canismo de accion del CIGB-300. En primer lugar, conocer si
este péptido ademas de interactuar e inhibir el sitio fosfoacep-
tor de los sustratos de CK2 era capaz de inhibir también a la
propia enzima, y en segundo lugar explorar el sinergismo del
CIGB-300 con drogas anticancerigenas con un acercamiento
a las bases moleculares que puedan sustentar dicha sinergia.

Para despejar un posible efecto directo del CIGB-300 so-
bre la enzima CK2 se realizaron ensayos radiométricos de
fosforilacion mediada tanto por CK2a (subunidad catalitica)
como por la holoenzima (CK2a + CK2B), en presencia de do-
sis seriadas del CIGB-300 (figura 1). (9

De manera interesante, al usar como sustrato al péptido
M, el cual es fosforilado solo por la holoenzima CK2, se obser-
vO una marcada inhibicion dosis dependiente de la actividad
enzimatica en presencia del CIGB-300 (figura 1a). De igual
forma, otros 2 sustratos especificos para la holoenzima CK2
(GST-0lig2 y GST-Six1) fueron inhibidos también en presencia
del CIGB-300 (figura 1b). Por el contrario, el péptido 29 y la
calmodulinag, los cuales son fosforilados fundamentalmente
por las subunidades CK2a, no fueron inhibidos en presencia
del CIGB-300. Tampoco la autofosforilacion de la subunidad
regulatoria de CK2@ fue modificada en presencia de dosis
seriadas del péptido lo cual sugiere que el CIGB-300 no esta
bloqueando ese sitio fosfoaceptor en particular (figura 1c).
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Fig. 1. Efecto del CIGB-300 sobre la actividad de la holoenzima CK2. Los ensayos radiométricos para la fosforilacion

por la holoenzima CK2 o la subunidad CK2a se realizaron usando 28 ng de estas y cantidades crecientes del CIGB-300.

Las reacciones se llevaron a cabo en presencia 10 mM MgCI2 y 100 mM [y-32P]-ATP (6000 Ci/mmol), asi como 1 mM
de los péptidos sustratos M, 29 (A), los sustratos recombinantes GST-0lig2, GST-Six1 (B), o la subunidad CK28 (C).

De esta forma el CIGB-300 inhibe la actividad enzimati-
ca de la holoenzima CK2 sin interaccionar con la subunidad
CK2B. De igual forma se realizaron ensayos radiométricos
donde la CK2a se incubd con cantidades crecientes de CK2p3
en presencia o no del CIGB-300. Como esperado, la activi-
dad enzimatica de la holoenzima se incrementd de manera
proporcional a la adiciéon de la subunidad CK23 en la reac-
cion, sin embargo, en presencia del CIGB-300 la actividad fue

inhibida. 19 Sin embargo, el péptido interacciond directamen-
te con la subunidad CK2a tanto en solucion como cuando se
fijo a un soporte solido (figura 2 A, B). (9

En aras de corroborar esta interaccion en el contexto ce-
lular se realizaron ensayos de pull-down usando el CIGB-300
biotinilado para capturar la CK2a en lisados celulares. Los re-
sultados de la figura 2c demuestran que el CIGB-300 se unié
directamente a la CK2a con mas de un 90 % de captura total
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Fig. 2. Evaluacion de la interaccion del CIGB-300 con CK2a. La proteina de fusion GST-CK2a (80 ng) fue incubada
en ausencia o presencia del CIGB-300 (50 uM). Una vez adsorbida a una matriz de glutation-sefarosa se afiadieron
160 ng de CK2B y se determind la actividad enzimatica usando el péptido M (A). Alternativamente, la CK2a (240 ng)
fue incubada en presencia o ausencia de 100 uM del CIGB-300 y cantidades crecientes de CIGB-300-B adsorbido
en matriz de estreptavidina-sefarosa. Después de varios lavados, se llevé a cabo la reaccion enzimatica con el
péptido 29 (B). Para capturar la CK2a en los lisados celulares se realizaron ensayos de pull-down con CIGB-300-B
adsorbido a una matriz de estreptavidina-sefarosa. Después de varios lavados, las proteinas adheridas al CIGB-300
se analizaron por Western blot usando anticuerpos especificos contra CK2a y B23/NPM1 (C).
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tanto en lisados de células NCI-H125 como de HPB-ALL de
leucemia linfocitica aguda. 19?9 La unién del CIGB-300 a la
proteina B23/NPM1 fue usada como control positivo de inte-
raccion en estos ensayos (figura 2C). 19

Finalmente, para confirmar la proximidad fisica del CIGB-
300 con la CK2a en el contexto celular se realizaron ensayos
de colocalizacion in situ mediante microscopia de fluorescen-
cia confocal en células NCI-H125. Los resultados demostra-
ron una evidente colocalizacién del CIGB-300 con la subuni-
dad CK2a en el citoplasma de las células con un aparente
reforzamiento en el drea perinuclear y mas ligeramente dentro
del drea nuclear segun indica la fluorescencia color naranja
(figura 3A). 19 En cambio, la colocalizacién del CIGB-300 con
B23/NPM1 usado como control positivo en esta experimen-
tacion, fue mas evidente en el nicleo y nucléolos (figura 3B).
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En linea con esta hipotesis hemos observado que el tra-
tamiento de células HPB-ALL con CIGB-300 inhibi¢ la fosfo-
rilacién de 2 sustratos claves de CK2 como son AKT y PTEN
sin mediar interaccion directa del péptido con estos en ensa-
yos de pull-down. ?9 Este mecanismo dual de inhibicion de la
fosforilacion mediante interaccion tanto con el sustrato como
con la holoenzima CK2 permiten robustecer la condicién del
CIGB-300 como compuesto “Primero de su Clase” y resulta
un elemento distintivo respecto a otros inhibidores de CK2 y
de otras quinasas. Por tal motivo, estos hallazgos constituyen
parte esencial de la novedad cientifica de este trabajo.

Como parte de la investigacion relacionada con la inhi-
bicién de la fosforilacion mediada por CK2 del CIGB-300, en
nuestro trabajo exploramos por primera vez el fosfoproteo-
ma celular regulado tempranamente por este péptido. Los

CIGB-200

Fusian
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_Fusian
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Fig. 3. Colocalizacion in situ del CIGB-300 con CK2a. Las células NCI-H125 se trataron con CIGB-300-B (50 uM) durante 10 min'y
seguidamente se lavaron, fijaron y permeabilizaron. Después del bloqueo con BSA (4 %) se incubaron con anticuerpo anti-CK2a (A)
0 anti-B23/NPM1 (B), este ultimo usado como referencia de colocalizacion. Finalmente, los conjugados avidina-FITC, o anticuerpos
secundarios conjugados a Alexa Fluor 594 fueron afadidos. El analisis se realizd en un microscopio de fluorescencia Leica Microsys-

tem. La tincion con DAPI (azul) se realizé para contrastar el nucleo celular.
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resultados permitieron conocer el perfil global de inhibicion
de la fosforilacion por el CIGB-300, el cual se caracterizé por
una gran disminucion de la fosforilacion de sitios que con-
tenfan Ser en un entorno de residuos acidos, tipico de sus-
tratos de CK2. 9 La identidad de los sustratos de CK2 a los
cuales pertenecian los fosfositios inhibidos por el CIGB-300
indicd que 8 y 10 sustratos para esta quinasa fueron inhi-
bidos a los 10 min y 30 min, respectivamente. (% Ademads,
el andlisis bioinformatico indicd que los sustratos inhibidos
estan involucrados en procesos como la biogénesis ribo-
somal, el metabolismo, procesamiento de ARN, apopto-
sis, expresion génica y ciclo celular, lo cual pudiera contri-
buir al efecto antineopldsico in vitro e in vivo del CIGB-300.

Al integrar los resultados de este trabajo podemos con-
cluir que el CIGB-300 inhibe un conjunto de sustratos de CK2
(tabla 1) y que en el contexto celular ambos mecanismos de
inhibicién de CK2 por el CIGB-300 pudieran operar de manera
concomitante.

La integracion de los resultados nos permite proponer un
modelo en el cual la inhibicidn de la holoenzima CK2 por el
CIGB-300 se realiza por interaccion directa con la subunidad
CK2a dando lugar a una forma “no productiva” o inactiva de
dicha holoenzima. Estos resultados también refuerzan la no-
vedad cientifica del trabajo por ser la primera descripcién del
fosfoproteoma global regulado por el CIGB-300 en células tu-
morales y por otro lado por brindar un panorama mas amplio
de la inhibicion que ejerce el CIGB-300 sobre la fosforilacion
mediada por CK2 en el contexto celular.

Como parte del mecanismo de accion antineoplasico del
CIGB-300 se investigd ademas la capacidad del péptido de
sinergizar con algunos quimioterapéuticos de amplio uso en
oncologia clinica e inhibidores del EGFR. En particular, explo-
ramos la combinacion in vitro del CIGB-300 con el cisplatino
(agente alquilante), el paclitaxel (antimitético), la doxorubicina
(antitopoisomerasa I1) y el 5-fluorouracilo (antimetabolito) en
células humanas de céncer de pulmon y de cuello uterino. @9

Tabla 1 Relacién de sustratos de CK2 inhibidos por el CIGB-300

Sustrato Nombre

B23/NPM1 Nucleofosmina 1

HDAC1 Histona deacetilasa 1

PTEN Fosfatidilinositol-3,4,5-trisfosfato 3
fosfatasa

AKT Proteina quinasa B

EEF1D Factor de elongacion 1 delta

UspP7 Ubiquitina carboxil-terminal hidrolasa
A7

STMN1 Estatmina 1

ABCF1 Transportador ABC de la subfamilia
F1

PDCD5 Proteina de muerte celular
programada 5

PPP1R2 Inhibidor de proteina fosfatasa 2

SEPT2 Septina 2

HMGA1 Proteina del grupo de alta movilidad
Al

CDC37 Proteina co-chaperona de HSP90

MYH9 Miosina 9

HSP90AB1 Proteina de choque térmico de 90
kDa

HSPS0AB2P Proteina de choque térmico de 90

kDa beta 2

Sitio Metodologia
inhibido empleada
Ser125 Western Blot/Marcaje Metabdlico/
Fosfoprotedmica (1419
Ser393 Fosfoprotedmica (19
Ser380 Western Blot (1629
Ser129 Western Blot (1620)
Ser162 Fosfoprotedmica 12
Ser18 Fosfoprotedmica 19
Ser16/63 Fosfoprotedmica @
Ser109 Fosfoprotedmica 19
Ser119 Fosfoprotedmica 2
Ser121/ Fosfoprotedmica (12
Ser122
Ser218 Fosfoprotedmica 2
Ser102/ Fosfoprotedmica (12
Ser103
Ser13 Fosfoprotedmica 2
Ser1943 Fosfoproteémica %
Ser255 Fosfoprotedmica 2
Serl77 Fosfoprotedmica 19
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Para determinar el tipo de interaccidn (sinérgica, aditiva
0 antagonica) se realizé un disefio de cuadrado latino donde
se mezclan diferentes dosis de cada droga y el efecto sobre
la viabilidad celular es cuantificado y procesado por el progra-
ma Calcusyn el cual a partir de analisis dosis-respuesta de las
combinaciones genera parametros farmacoldgicos importan-
tes como el indice de combinacion (IC). Valores de IC menor e
igual que de 0,5 indica fuerte sinergismo, de 0,5 a 0,9 sinergia/
aditividad, igual a 1,0 aditividad y mayor que 1,0 antagonismo.
De manera interesante se observo sinergismo del CIGB-300
con el paclitaxel y el cisplatino con valores de IC de 0,30 y
0,83, respectivamente. En cambio, para la doxorubicina y el
5-fluorouracilo, el andlisis indicd muy escasa sinergia y areas
de ligero antagonismo para el rango de dosis investigado. Adi-
cionalmente, se explord in vivo la combinacion del CIGB-300
con el Cisplatino en un modelo preclinico de céancer. @) Los re-
sultados demostraron sinergismo de efecto antitumoral signi-
ficativo entre ambas drogas en términos de supervivencia de
los animales con tumor. Las combinaciones mas relevantes
fueron: CIGB-300 (50 pg) mas cisplatino (1 mg/kg) y CIGB-
300 (200 pg) mas cisplatino (4 mg/kg).

Por su parte, los resultados de la combinacion in vitro del
CIGB-300 con inhibidores del EGFR indicaron sinergia del pép-
tido con el erlotinib con valores de IC de 0,54 a 0,76 para célu-
las NCI-H460 y de 0,35 a 0,83 en células A549.?? De manera
similar se pudo apreciar un incremento del efecto citotdxico
de la combinacion del CIGB-300 con el nimotuzumab en las
dosis evaluadas en células A431. ® De conjunto podemos
asegurar que el CIGB-300 no solo es capaz de incrementar
su efecto antineoplasico combinado con quimioterapéuticos
sino también en presencia de inhibidores del EGFR, aspecto
gue robustece la novedad cientifica de este trabajo.

Finalmente nos propusimos investigar las bases molecula-
res que sustentan el sinergismo entre el CIGB-300 y las drogas
anticancerigenas. En este sentido, los resultados observados
anteriormente que refieren inhibicion de la fosforilacion por
CK2 en PTEN y AKT por el CIGB-300 sirven de soporte mole-
cular para sustentar el sinergismo antineoplasico del CIGB-300
tanto con los quimioterapéuticos como con los inhibidores del
EGFR, pues se conoce que dicho evento bioquimico en ambos
sustratos juega un rol crucial en la resistencia tumoral. ¥

Adicionalmente se exploré mediante protedmica com-
parativa el proteoma de células NCI-H125 en presencia de
la combinacion CIGB-300 mas cisplatino y cada agente por
separado. Como resultado se logré identificar un total de 28
proteinas vinculadas con la resistencia al cisplatino cuyos ni-
veles resultaron modificados por la combinacion de este con
el CIGB-300 (tabla 2).%

Como se ha descrito por otros autores el factor transcrip-
cional NF-kB juega un papel esencial como mediador de la

resistencia al Cisplatino y otros quimioterapéuticos. 62" Te-
niendo en cuenta tales antecedentes nos propusimos evaluar
cémo impactaria el CIGB-300 en los niveles de dicho factor
en el contexto de un fenotipo de resistencia adquirida al Cis-
platino en células de cancer de pulmon. Con ese proposito se
genero, a partir de las células parentales A549, una sublinea
denominada A549-cispR, las cuales desarrollaron un fenotipo
resistente al Cisplatino mediante exposicion crénica in vitro a
esa droga. Los resultados obtenidos demostraron que la su-
blinea A549-cispR tenia niveles intrinsecos del factor NF-kB
mas elevados que la linea celular parental los cuales fueron
reducidos por el CIGB-300. Ademas, la sensibilidad de esta li-
nea al CIGB-300 fue mayor que la observada en la parental. @®

De conjunto, los resultados obtenidos aportan un grupo
de eventos moleculares modulados por el CIGB-300 los cua-
les pudieran contribuir a las bases moleculares que soportan
la sinergia y aditividad con otros quimioterapéuticos amplia-
mente usados en oncologia clinica como el paclitaxel y el cis-
platino, asi como con inhibidores del EGFR como el erlotinib y
el nimotuzumab, los cuales han probado demostrada eficacia
en el tratamiento de varios tipos de tumores solidos. Estos
hallazgos pueden tener un impacto cientifico-técnico y social
en cuanto a la posibilidad de nuevas opciones terapéuticas
para el tratamiento del cancer basadas en combinaciones del
CIGB-300 con dichas drogas.

Conclusiones

Los aportes cientificos generados de la presente investi-
gacion se pueden resumir de la siguiente forma:

El CIGB-300 interacciona directamente con la subunidad
CK2a e inhibe la actividad enzimatica de la holoenzima dan-
do lugar a un mecanismo dual de inhibicion no previamente
descrito para otros inhibidores de CK2 y de otras proteinas
quinasas.

El fosfoproteoma de CK2 regulado por el CIGB-300 se
caracterizé por la inhibicion de la fosforilacion de varios sus-
tratos de CK2 vinculados con procesos celulares relevantes
en cancer como la biogénesis ribosomal, el metabolismo exa-
cerbado y procesamiento de ARN, la apoptosis, la expresion
génica y ciclo celular.

El CIGB-300 sinergiza con el paclitaxel, el cisplatino, e in-
hibidores del EGFR, lo cual es un elemento de gran valor para
la practica médica en particular para el disefio de futuros es-
tudios clinicos del CIGB-300 en cancer.

La inhibicion por el CIGB-300 de la fosforilacion de PTEN
y AKT, asi como la reduccion de los niveles de NF-kB y la mo-
dulacion de un conjunto de proteinas vinculadas con la resis-
tencia al cisplatino, constituyen las bases moleculares que
pueden sustentar la sinergia del péptido con quimioterapéuti-
cos y con inhibidores del EGFR.
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Tabla 2 Proteinas relacionadas con el fenotipo de resistencia al cisplatino que cambiaron sus niveles en presencia de la combina-

cion con CIGB-300

Uniprot_ID  Proteina

P0O0558 Fosfoglicerato quinasa 1

P38919 Factor eucarionte de iniciacion 4A-l1I

P22626 Ribonucleoproteina heterogénea nuclear A2/B1

P09429 Proteina de alta movilidad B1

Q09028 Proteina de unién a histona RBBP4

P62888 Proteina ribosomal 60S L30d

P33991 Componente del complejo de mantenimiento de
minicromosomas 4

Q02952 Proteina de anclaje de A-quinasa 12

Q15233 Proteina NonO

P08670 Vimentina

Q04695 Citoqueratina 17

P08107 Proteina de choque térmico de 70kDa 1A

P21291 Proteina rica en cisteina y glicina 1

P11142 Proteina de choque térmico de 71 kDa

P13073 Citocromo C oxidasa subunidad 4
(isoforma 1, mitocondrial)

Q15149 Plectina

P60709 Actina, citoplasmatica 1

POCOS5 Histona H2A.Z

P51858 Factor de crecimiento derivado de hepatoma

P07910 Ribonucleoproteina heterogénea nuclear C1/C2

Q96PK6 Proteina de unién al ARN 14

Q03252 Lamina B2

P52272 Ribonucleoproteina heterogénea nuclear M

P09382 Galectina 1

P04264 Queratina 1

P47756 Proteina CapZ beta

P31946 Proteina 14-3-3 beta/alfa

Q15070 Proteina de la membrana mitocondrial interna

OXA1L

FC: Factor de cambio
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