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DESCRIPCION
Composicion para el tratamiento de células madre cancerosas.
[Campo técnico]

La presente invencion se refiere a una composicion para el tratamiento de células madre cancerosas, que contiene
un inhibidor de la captacion de glucosa y un inhibidor de la bomba de calcio.

[Antecedentes de la técnica]

Los farmacos contra el cancer, que recientemente se han desarrollado activamente y se usan realmente en la
terapia contra el cancer, son principalmente farmacos dirigidos a las células cancerosas que proliferan rapidamente.
En el caso de la terapia contra el cancer que usa tales farmacos, parece que las células cancerosas se destruyen
efectivamente en la etapa inicial, lo que sugiere que se trata el cancer. Sin embargo, las células madre cancerosas
que quedan en el cuerpo no se eliminan y, de este modo, la recurrencia del cancer y/o la metastasis ocurren
activamente. En ultima instancia, a menudo surgen problemas de resistencia a la terapia contra el cancer existente.
Por esta razén, las células madre cancerosas han sido recientemente de creciente interés. Se sabe que las células
madre cancerosas son células cancerosas que tienen la capacidad de autorrenovarse ilimitadamente, como las
células madre normales, y proliferan lentamente, a diferencia de las células cancerosas comunes, y también tienen
la capacidad de autorrenovarse o diferenciarse, lo cual es caracteristico de las células madre. Adicionalmente, se
sabe que tales células madre cancerosas tienen mecanismos diferentes de los de las células cancerosas
previamente conocidas. Sin embargo, los estudios sobre células madre cancerosas aun no se han llevado a cabo
activamente y, en particular, hay pocos o ningun estudio sobre farmacos para tratar las células madre cancerosas,
que se dirigen a las células madre cancerosas (Solicitud de Patente Coreana No. 10-2011-0066035),

De acuerdo con lo anterior, se espera que el desarrollo de una composicion para el tratamiento de células madre
cancerosas, que sea eficaz contra células madre cancerosas, pueda proporcionar un método terapéutico eficaz que
pueda aumentar el efecto del tratamiento del cancer y que pueda inhibir la recurrencia del cancer y/o metastasis.

[Divulgacion]
[Problema técnico]

La presente invencién se ha realizado para resolver los problemas descritos anteriormente que se producen en la
técnica anterior, y es un objeto de la presente invencion proporcionar una composicion para el tratamiento de células
madre cancerosas, que contiene un inhibidor de la captacion de glucosa y un inhibidor de la bomba de calcio.

Sin embargo, el objeto técnico que se lograra mediante la presente invencién no se limita al objeto técnico anterior, y
los otros objetos que no se mencionan anteriormente, se pueden entender claramente por los expertos en el arte a
partir de la siguiente descripcion.

[Solucién técnica]

En lo que sigue, se describiran diversas realizaciones descritas en este documento con referencia a las figuras. En
la siguiente descripcion, se exponen numerosos detalles especificos, tales como configuraciones, composiciones y
procedimientos especificos, etc., con el fin de proporcionar una comprensién exhaustiva de la presente invencion.
Sin embargo, ciertas realizaciones se pueden practicar sin uno o mas de estos detalles especificos, o en
combinacién con otros métodos y configuraciones conocidos. En otros casos, los procedimientos conocidos y las
técnicas de preparacion no se han descrito con particular detalle para no oscurecer innecesariamente la presente
invencion. La referencia a lo largo de esta especificacion a "una realizacion" o "una realizaciéon" significa que una
caracteristica, configuracion, composicion o caracteristica particular descrita en relacion con la realizacion se incluye
en al menos una realizacién de la presente invencién. De este modo, los aspectos de la frase "en una realizacion" o
"una realizacion" en diversos lugares a lo largo de esta especificacion no se refieren necesariamente a la misma
realizacion de la presente invencion. Ademas, las caracteristicas, configuraciones, composiciones o caracteristicas
particulares se pueden combinar de cualquier manera apropiada en una o mas realizaciones.

Como se usa en este documento, el término "células madre cancerosas" se refiere integralmente a las células
cancerosas que tienen la capacidad de autorrenovarse o diferenciarse, lo cual es caracteristico de las células madre.
Las células madre cancerosas pueden proliferar a un ritmo lento, a diferencia de las células cancerosas comunes,
bajo una condicion de crecimiento tumoral normal (que se refiere a una situacion en la que los nutrientes esenciales
(glucosa) para el crecimiento celular son suficientes y las condiciones del microambiente tumoral son abundantes
para que no haya estrés celular), o puede mantenerse en un estado latente, y de este modo puede tener resistencia
a los farmacos contra el cancer. Por ejemplo, en las células madre cancerosas, la expresion de reguladores
transcripcionales tal como PGC-1a se puede regular, a diferencia de las células tumorales comunes, y de este modo
la funcién de los principales reguladores metabodlicos puede diferir de la de las células cancerosas comunes. A
través de esta capacidad reguladora metabdlica diferente y la regulacion de los sistemas de sefializacion conectados
mecanicamente a la misma, las células madre cancerosas adquieren resistencia a la apoptosis bajo privacion de
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nutrientes y tienen la capacidad de invadir y/o hacer metastasis. Sin embargo, las células madre cancerosas no
estan limitadas a estas, siempre que se puedan diferenciar en células cancerosas comunes.

La presente invenciéon proporciona una composicién farmacéutica para inhibir el crecimiento de células madre
cancerosas o tratar células madre cancerosas, que contiene, como ingredientes activos, un inhibidor de la captacion
de glucosa y un inhibidor de la bomba de calcio.

En una realizacion de la presente invencion, el inhibidor de la captacion de glucosa es preferiblemente un derivado
de glucosa, y mas preferiblemente 2-desoxiglucosa (2DG), pero no esta limitado a este, siempre que sea un
compuesto que inhiba la captacion de glucosa (que es una fuente de energia para las células) para inducir la
privacion de nutrientes y/o el agotamiento de la energia metabdlica asociado al estrés del reticulo endoplasmico
para inhibir asi el crecimiento celular e inducir la expresion de la Ca?* ATPasa de la membrana plasmatica (PMCA)
en las células madre cancerosas. Como se usa en este documento, el término "derivado de glucosa" significa un
compuesto que se obtiene modificando una porcién de glucosa y que actia de manera competitiva con la glucosa
normal para inhibir la captacion de glucosa.

En otra realizacion de la presente invencion, el inhibidor de la bomba de calcio es preferiblemente un inhibidor de la
Ca®* ATPasa (PMCA) de la membrana plasmatica, un inhibidor de la quinasa-2-alfa dependiente de
calmodulina/Ca?* (CaMK-2a), o similares. Mas preferiblemente, el inhibidor de la bomba de calcio puede ser
caloxina, nifedipino, KN62 (1-[N,O-bis(5-isoquinolinasulfonil)-N-metil-L-tirosil]-4-fenilpiperazina), un ARNip que se
une especificamente a CaMK-2a, o similares, pero no se limita a la misma, siempre que sea una sustancia capaz de
inhibir la capacidad de las células madre cancerosas para controlar la concentracién de calcio intracelular. Como se
usa en este documento, el término "inhibidor de PMCA" se refiere a una sustancia capaz de inhibir la actividad de
PMCA para inhibir la liberacion extracelular de calcio.

En aln otra realizacion de la presente invencion, la composicién puede contener ademas un compuesto basado en
biguanida. El compuesto basado en biguanida es preferiblemente un farmaco basado en biguanida para tratar la
diabetes. Mas preferiblemente, el compuesto basado en biguanida puede ser metformina, fenformina, buformina o
similares, pero no esta limitado a este, siempre que sea un compuesto basado en biguanida que interfiera con la
produccion de energia intracelular para inducir una deficiencia de nutrientes similar a estado.

En aun ofra realizacion de la presente invencion, el cancer puede ser preferiblemente cancer de mama, cancer
uterino, cancer gastrico, cancer de cerebro, cancer rectal, cancer colorrectal, cancer de pulmén, cancer de piel,
cancer de ovario, cancer renal, cancer de sangre, cancer de pancreas, cancer de prostata, cancer de tiroides, cancer
de higado o similares. Mas preferiblemente, el cancer puede ser cancer de mama, pero no esta limitado a él siempre
que sea cancer cuya progresion (tal como la diferenciacion y/o crecimiento tumoral) depende de las células madre
cancerosas descritas en la presente invencion.

La composicién farmacéutica para tratar células madre cancerosas también se puede administrar en combinacion
con otros farmacos contra el cancer para tratar eficazmente no solo células madre cancerosas, sino también células
cancerosas normales. Ademas, la composiciéon farmacéutica también se puede usar como una composicion
farmacéutica para inhibir la recurrencia del cancer o la metastasis.

En la presente invencion, la composicion farmacéutica puede estar en forma de capsula, comprimido, granulo,
solucién inyectable, pomada, polvo o bebida, y se puede administrar a un sujeto humano. Para su uso, la
composicion farmacéutica se puede preparar como formulaciones orales, que incluyen polvos, granulos, capsulas,
comprimidos, suspensiones acuosas y similares, supositorios para uso externo y soluciones inyectables estériles,
segun los métodos convencionales respectivamente, pero no se limita a los mismos. La composicién farmacéutica
de la presente invencién puede contener un portador farmacéuticamente aceptable. Para la administracion oral, el
portador farmacéuticamente aceptable puede incluir uno o mas aglutinantes, lubricantes, desintegrantes,
excipientes, agentes solubilizantes, agentes dispersantes, estabilizantes, agentes de suspension, pigmentos,
fragancias y similares. Para inyeccion, el portador farmacéuticamente aceptable puede incluir una o mas soluciones
reguladoras, conservantes, agentes para aliviar el dolor, agentes solubilizantes, agentes isotonicos, estabilizantes y
similares. Para la administracion local, el portador farmacéuticamente aceptable puede incluir una o mas bases,
excipientes, lubricantes, conservantes y similares. La composicion farmacéutica segun la presente invencion se
puede mezclar con los portadores farmacéuticamente aceptables como se describe anteriormente para proporcionar
diversas formulaciones. Por ejemplo, para la administracion oral, la composicion farmacéutica de la presente
invencion se puede preparar en forma de comprimido, pastilla, capsula, elixir, suspension, jarabe, oblea o similares,
y para inyeccion, la composicion farmacéutica se puede preparar en la forma de ampollas de dosificacion unitaria o
recipientes de dosificacion multiple. Ademas, la composicion farmacéutica de la presente invencién se puede
preparar como soluciones, suspensiones, comprimidos, capsulas, formulaciones de liberaciéon sostenida o similares.

Mientras tanto, los ejemplos de portadores, excipientes y diluyentes, que son apropiados para la formulacion,
incluyen lactosa, dextrosa, sacarosa, sorbitol, manitol, xilitol, eritritol, maltitol, almidén, goma de acacia, alginato,
gelatina, fosfato de calcio, silicato de calcio, celulosa, metilcelulosa, celulosa microcristalina, polivinilpirrolidona,
agua, hidroxibenzoato de metilo, hidroxibenzoato de propilo, talco, estearato de magnesio y aceite mineral, o
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similares. Ademas, la composicion farmacéutica de la presente invencién puede contener ademas uno o mas
rellenos, anticoagulantes, lubricantes, agentes humectantes, fragancias, emulsionantes, conservantes y similares.

Las rutas para la administracion de la composicion farmacéutica segun la presente invencion incluyen, pero no se
limitan a, ruta oral, intravenosa, intramuscular, intraarterial, intramedular, intratecal, intracardiaca, transdérmica,
subcutanea, intraperitoneal, intranasal, intestinal, intrarrectal, local, sublingual e intrarrectal. Se prefiere la
administracion oral o parenteral. Como se usa en este documento, el término "parenteral" se entiende que incluye
técnicas de inyeccion o infusién subcutanea, intradérmica, intravenosa, intramuscular, intraarticular, intrabursal,
intestinal, intratecal, intralesional e intracraneal. La composicion farmacéutica de la presente invencion también se
puede administrar en forma de supositorios para administracion rectal.

La dosis de la composicion farmacéutica de la presente invencion puede variar dependiendo de la actividad de un
compuesto particular usado, la edad del paciente, el peso corporal, la salud general, el sexo, la dieta, el tiempo de
administracion, la ruta de administracion, la tasa de excrecion, la combinacion de farmacos y la gravedad de una
enfermedad particular que se debe prevenir o tratar. La composiciéon farmacéutica se puede administrar a una dosis
de 0.0001-50 mg/kg/dia o 0.001-50 mg/kg/dia, dependiendo de la condicidon del paciente, el peso corporal, la
gravedad de la enfermedad, la forma del farmaco, la ruta de administracion y el periodo de administracion. La
composicion farmacéutica de la presente invencion se puede administrar una o varias veces al dia. La dosis no limita
el alcance de la presente invencion de ninguna manera. La composicion farmacéutica segun la presente invencion
se puede formular como pildoras, comprimidos recubiertos de azucar, capsulas, liquidos, geles, jarabes, lechadas o
suspensiones.

[Efectos ventajosos]

La composicion para el tratamiento de células madre cancerosas segun la presente invencion contiene un inhibidor
de la captacion de glucosa y un inhibidor de la bomba de calcio. La composicion de la presente invencion contiene el
inhibidor de la captacion de glucosa y un farmaco a base de biguanida, que inducen la privacion de nutrientes y un
estrés del reticulo endoplasmico asociado al agotamiento de la energia metabdlica para inducir asi la expresion de la
Ca®* ATPasa de la membrana plasmatica (PMCA) en células madre cancerosas. Adicionalmente, la composicion de
la presente invencion también contiene el inhibidor de la bomba de calcio que puede reducir la resistencia de las
células madre cancerosas a la apoptosis asociada al Ca?* para inducir asi la muerte de las células madre
cancerosas, lo que sugiere que la composicion se puede usar como un agente eficaz para tratar las células madre
cancerosas. De acuerdo con lo anterior, se espera que la composiciéon de la presente invencion pueda tratar
eficazmente diversas células madre cancerosas para inhibir asi la recurrencia del cancer y/o metastasis.

[Descripcion de los dibujos]

La figura 1 muestra los resultados de determinar las viabilidades de las lineas celulares s-MDA-MB-231 y s-MCF-7
bajo privacion de la glucosa por tincion con violeta cristalino segun un ejemplo de la presente invencion.

La figura 2 muestra los resultados de determinar las viabilidades de las lineas celulares s-MDA-MB-231 y s-MCF-7
bajo privacion de la glucosa mediante un ensayo MTT segun un ejemplo de la presente invencion.

La figura 3 muestra los resultados de un ensayo TUNEL realizado segun un ejemplo de la presente invencion.

La figura 4 muestra los resultados del analisis de inmunotransferencia realizado segun un ejemplo de la presente
invencion.

La figura 5 muestra los resultados del analisis del ciclo celular realizado segun un ejemplo de la presente invencion.

La figura 6 muestra los resultados del analisis del nivel de Ca?* intracelular segun un ejemplo de la presente
invencion.

La figura 7 muestra los resultados del analisis del nivel de expresién de CaMK-2a segun un ejemplo de la presente
invencion.

La figura 8 muestra los resultados del analisis de los niveles de Ca?* intracelular en lineas celulares, en el que se
inhibio la expresion de CaMK-2a, seguin un ejemplo de la presente invencion.

La figura 9 muestra los resultados de un ensayo TUNEL en lineas celulares en las que se inhibi6 la expresion de
CaMK-2a, segun un ejemplo de la presente invencion.

La figura 10 muestra los resultados del analisis de inmunotransferencia de lineas celulares en las que se inhibio la
expresion de CaMK-2a, segun un ejemplo de la presente invencion.

La figura 11 muestra los resultados del analisis del ciclo celular de lineas celulares en las que se inhibid la expresion
de CaMK-2a, seguin un ejemplo de la presente invencion.
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La figura 12 muestra los resultados del analisis de la relacion entre PGC-1a. y CaMK-2a segun un ejemplo de la
presente invencion.

La figura 13 muestra los resultados de determinar los niveles de Ca?* intracelular en lineas celulares, en las que se
inhibio la expresion de PGC-1a-, segin un ejemplo de la presente invencion.

La figura 14 muestra los resultados del analisis de la relacion de union entre PGC-1a y PMCA1 por EMSA segun un
ejemplo de la presente invencion.

La figura 15 muestra los resultados del analisis de la relacion de union entre PGC-1a y PMCA2 por EMSA segun un
ejemplo de la presente invencion.

La figura 16 muestra los resultados del analisis del nivel de expresion de PMCA bajo privacion de nutrientes segun
un ejemplo de la presente invencion.

La figura 17 muestra los resultados del analisis del nivel de expresion de PMCA en lineas celulares, en el que se
inhibio la expresion de CaMK-2a, segun un ejemplo de la presente invencion.

La figura 18 muestra los resultados del analisis del efecto de un inhibidor de la bomba de calcio segun un ejemplo de
la presente invencion.

La figura 19 muestra los resultados del analisis de la expresion de proteinas en modelos animales con cancer de
mama mediante tincién inmunoquimica segun un ejemplo de la presente invencion.

La figura 20 muestra los resultados del analisis del efecto de la coadministracion a modelos animales con cancer de
mama mediante tincién inmunoquimica segun un ejemplo de la presente invencion.

La figura 21 muestra los resultados del analisis de la diferencia en la expresion génica entre las células cancerosas y
las células madre cancerosas segun un ejemplo de la presente invencion.

La figura 22 muestra los resultados del analisis de transferencia Western de la expresion de proteinas relacionadas
con la regulacién de calcio en células cancerosas y células madre cancerosas segun un ejemplo de la presente
invencion.

La figura 23 es una vista esquematica que muestra esquematicamente el mecanismo regulador de iones de calcio
de las células madre cancerosas segun un ejemplo de la presente invencion.

La figura 24 muestra los cambios dependientes del tiempo en los mecanismos de sefializacion CaMK-2a, medidos
segun un ejemplo de la presente invencion.

La figura 25 muestra los resultados de analizar el papel de pNF-kB segun un ejemplo de la presente invencion.
La figura 26 muestra los resultados de un ensayo TUNEL realizado segun un ejemplo de la presente invencion.

La figura 27 muestra los resultados del analisis de transferencia Western realizado segin un ejemplo de la presente
invencion.

La figura 28 muestra los resultados de determinar la viabilidad celular seguin un ejemplo de la presente invencion.

La figura 29 muestra los resultados de examinar el crecimiento tumoral en modelos animales basados en células
madre de cancer segun un ejemplo de la presente invencion.

La figura 30 muestra los resultados del analisis de los niveles de expresion de proteinas en modelos animales
basados en células madre cancerosas segun un ejemplo de la presente invencion.

La figura 31 muestra los resultados del analisis de los niveles de expresion de proteinas en modelos animales
basados en células madre cancerosas segun un ejemplo de la presente invencion.

[Mejor modo]

En lo que sigue, la presente invencion se describira con mas detalle. Sera evidente para los expertos en el arte que
estos ejemplos son solo para fines ilustrativos y no pretenden limitar el alcance de la presente invencion.

Ejemplo 1: Produccion de células madre cancerosas

Para producir las células madre cancerosas, se indujo la privacion de nutrientes a largo plazo de p-MDA-MB-231 y
p-MCF-7, que son las células parentales de las lineas celulares MDA-MB-231 y MCF-7 (lineas celulares de cancer
de mama), respectivamente, y las células sobrevivientes (s-MDA-MB-231 y s-MCF-7) que evitaban la apoptosis bajo
privacion de nutrientes se seleccionaron y verificaron mediante analisis de caracteristicas bioldgicas especificas para
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células madre de cancer normales, produciendo asi células madre cancerosas. Para identificar el mecanismo de las
células madre cancerosas y desarrollar un agente terapéutico capaz de inhibir las células madre cancerosas, se
transfectd un vector shPGC-1apGFP-V-RS (Origene) en cada uno de las lineas celulares s-MDA-MB-231 y s-MCF-7
para producir asi sshPGC-1a-MDA-MB-231 y s-shPGC-1a-MCF-7, que son células madre que expresan shPGC-1a
de manera estable. Las lineas celulares producidas se usaron en el experimento. Cada una de las lineas celulares
se cultivé en medio RPMI-1640 que contenia 10% de suero fetal bovino (FBS).

Ejemplo 2: Determinacion de la viabilidad de células madre cancerosas bajo privacion de la glucosa

Para comparar las viabilidades de las células cancerosas y las células madre cancerosas bajo privacion de la
glucosa, cada una de las lineas celulares p-MDA-MB-231, p-MCF-7, s-MDA-MB-231 y s-MCF-7, preparadas de la
misma manera que se describe en el ejemplo 1, se afiadié a una placa de 96 pocillos a una concentracion de 5 x 10°
células/100 pL y se cultivaron hasta una confluencia de aproximadamente 70%, y luego el medio se reemplazd con
un medio privado de glucosa en RPMI-1640 que contiene FBS al 10%, y las células se cultivaron adicionalmente
durante 3 dias. En cada una de 0, 12, 24, 36, 48, 60 y 72 horas, la viabilidad de cada una de las lineas celulares se
determiné mediante tincion con cristal violeta y un ensayo de MTT (bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio). Los resultados de la tincion violeta cristal se muestran en la figura 1, y los resultados del ensayo
MTT se muestran en la figura 2

Como se muestra en la figura 1, las células unidas a la superficie de la placa de cultivo se contaron mediante tincion
con cristal violeta y, como resultado, se demostrd que las lineas de células madre cancerosas (s-MDA-MB-231 y s-
MCF-7) mostraron significativamente altas viabilidades en comparacién con las lineas celulares parentales (p-MDA-
MB-231y p-MCF-7).

Adicionalmente, como se muestra en la figura 2, en la fase temprana de cultivo (después de 12 horas de cultivo), no
hubo diferencias significativas en la viabilidad celular entre las células madre cancerosas y las células cancerosas
normales; sin embargo, a medida que avanzaba hacia la fase tardia del cultivo (después de 48 horas de cultivo),
hubo una diferencia significativa en la viabilidad celular entre las células madre cancerosas y las células cancerosas
normales. En particular, en el caso de la linea celular s-MDA-MB231, se demostré que la diferencia en la viabilidad
celular entre las células cancerosas y las células madre cancerosas era del 40% o mas.

A través de los resultados anteriores, se encontré que las células madre cancerosas mostraron una alta viabilidad en
comparacion con las células cancerosas normales bajo privacion de la glucosa (esto es, privacion de nutrientes), lo
que sugiere que las células madre cancerosas tienen una alta resistencia a la privacion de nutrientes (esto es,
privacion de energia).

Ejemplo 3: Andlisis de células madre cancerigenas de resistencia apoptoética
3.1: ensayo TUNEL

Para examinar si la razén por la cual las células madre cancerosas muestran una alta viabilidad bajo privacion de
nutrientes se debe a su resistencia a la apoptosis, cada una de las lineas celulares p-MDA-MB-231, p-MCF-7, s-
MDA-MB-231 y s-MCF-7, cultivadas bajo privacion de la glucosa durante 40 horas de la misma manera que se
describe en el ejemplo 2, se recogieron y se sometieron a un ensayo TUNEL. En el ensayo TUNEL, las células
recolectadas se fijaron con solucion de paraformaldehido al 4%, durante 48 horas, y luego se tifieron usando un kit
de etiquetado de extremo libre terminal por desoxinucleotidil transferasa dUTP (TUNEL) segun el protocolo del
fabricante, y se obtuvieron las imagenes de fluorescencia de las células con un microscopio de fluorescencia y se
analizaron con el programa de software Zeiss LSM Image Browser. Los resultados se muestran en la figura 3.

Como se muestra en la figura 3, en las lineas celulares de cancer normales (p-MDA-MB-231 y p-MCF-7), se observo
fragmentacion de ADN causada por apoptosis en un gran nimero de células; sin embargo, en las lineas de células
madre cancerosas (s-MDA-MB-231 y s-MCF-7), se observé fragmentacién del ADN en un nimero menor de células.
Esto sugiere que las células madre cancerosas tuvieron resistencia a la apoptosis inducida por la privacion de
nutrientes y mostraron una alta viabilidad incluso bajo la privaciéon de nutrientes.

3.2: Andlisis de inmunotransferencia (transferencia Western)

Para examinar si las proteinas relacionadas con la apoptosis estan implicadas en la resistencia apoptoética, que es la
razon por la cual las células madre cancerosas muestran una alta viabilidad bajo privacion de nutrientes, cada una
de las lineas celulares p-MDA-MB-231, p-MCF-7, s-MDA-MB- 231 y s-MCF-7, cultivadas bajo privacion de la glucosa
durante 40 horas de la misma manera que se describe en el ejemplo 2, se recogieron y se sometieron a analisis de
inmunotransferencia. Las células recolectadas se lavaron dos veces con solucién reguladora PBS enfriada (solucion
salina regulada con fosfato) y se lisaron con solucion reguladora RIPA para aislar la proteina. Para el siguiente
experimento, la cantidad de proteina aislada se midié6 mediante un ensayo de BCA. Se sometieron a electroforesis
20 pg de la proteina obtenida de cada una de las lineas celulares en gel de SDS-poliacrilamida al 8-10% y se
transfirieron a una membrana de PVDF usando electricidad. Las membranas de PVDP transferidas con proteinas se
trataron con leche descremada al 5% a temperatura ambiente durante 1 hora, y luego se incubaron con un
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anticuerpo primario contra cada una de caspasa-3, caspasa-7, Bcl-2 y beta-actina (control) a 4°C, durante 16 horas.
Las membranas de PVDP incubadas con los anticuerpos se lavaron tres veces con solucién reguladora TBST para
eliminar los anticuerpos primarios no unidos, y se incubaron adicionalmente con anticuerpos secundarios
conjugados con HPR a temperatura ambiente durante 1 hora. Una vez completada la incubacion, las membranas se
lavaron con solucion reguladora TBST para eliminar completamente los anticuerpos secundarios, y se trataron con
solucion reguladora ECL y se incubaron durante 3 minutos, seguido de exposicion a la pelicula Kodak X-OMAT AR.
Los resultados se muestran en la figura 4.

Como se muestra en la figura 4, en la linea celular s-MDA-MB231, se redujeron los niveles de caspasa activada
(forma escindida) 3 y 7, y en s-MCF-7, se redujeron los niveles de caspasa escindida 7 y 9. Tales resultados
sugieren que, en las células madre cancerosas bajo privacion de nutrientes, las expresiones de caspasas, conocidas
como marcadores de apoptosis, y p62 y LC3B, que son sustancias relacionadas con la muerte celular autofagica,
disminuyeron, pero la expresion de Bcl-2 conocida como el marcador antiapoptosis aumentd, de modo que aumenté
la viabilidad de las células madre cancerosas bajo privacion de nutrientes.

3.3: Andlisis del ciclo celular

Para examinar si la apoptosis de las células madre cancerosas se indujo bajo privacion de nutrientes, cada una de
las lineas celulares p-MDA-MB-231, p-MCF-7, s-MDA-MB-231 y s-MCF-7, cultivadas bajo privacion de la glucosa
durante 12 horas (fase temprana) y 40 horas (fase tardia) de la misma manera que se describe en el ejemplo 2, y se
recogieron y sometieron a analisis del ciclo celular. Las células recolectadas se fijaron con etanol al 70% y luego se
incubaron en una solucién reguladora de PBS que contenia 40 pg/mL de yoduro de propidio (PI) y 100 pg/mL de
RNasa durante 30 minutos para tefiir el ADN total. El analisis del ciclo celular de las células tefiidas se realizd
usando un citometro de flujo FACS Calibur. Las proporciones de las células en la etapa G0/G1, la etapa S y las
etapas G2/M se midieron usando el programa de software FACS y ADN (FlowJo). Los resultados se muestran en la
figura 5.

Como se muestra en la figura 5, en la fase inicial, no hubo cambios significativos dependientes del ciclo celular en
las células madre normales y las células madre cancerosas; sin embargo, en la fase tardia, el nimero de células
madre cancerosas en la etapa sub-G0/G1 disminuy¢ significativamente. Tales resultados sugieren que la apoptosis
de las células cancerosas normales en la etapa tardia bajo privacion de nutrientes aumentd, mientras que la
apoptosis de las células madre cancerosas bajo privacion de nutrientes disminuyo.

A partir de los resultados descritos anteriormente, se pudo ver que las células madre cancerosas tenian resistencia a
la apoptosis (antiapoptosis) bajo privacion de nutrientes, a diferencia de las células madre normales, y de este modo
mostraron una alta viabilidad incluso bajo privacion de nutrientes.

Ejemplo 4: Examen de la causa de la resistencia apoptodtica de las células madre cancerosas
4.1: Medicion del nivel de Ca?* intracelular

En el caso de muchas células que sufren apoptosis, la concentracién de calcio intracelular no se mantiene, porque
surgen eventos en los que Ca?* se libera del reticulo endoplasmico al citosol o en el que Ca?* fluye hacia las células
a través de la membrana plasmatica. De este modo, para examinar si la migracién de Ca?* también se produce en
células madre cancerosas, las lineas celulares bajo derivacion de nutrientes se prepararon de la misma manera que
se describe en el ejemplo 3, el nivel de Ca?* intracelular se midi6 usando fura-2-AM, que es un calcio indicador. Los
resultados se muestran en la figura 6.

Como se muestra en la figura 6, en la fase temprana, no hubo diferencias significativas en el nivel de Ca?
intracelular entre las células cancerosas normales y las células madre cancerosas; sin embargo, en la fase tardia, el
nivel de Ca?* intracelular en las células madre cancerosas fue mayor que el de las células cancerosas normales.

4.2: Analisis del nivel de expresion de CaMK-2o. (quinasa-2-alfa dependiente de calmodulina/Ca®*)

Para examinar la razon por la cual el nivel de Ca?* intracelular en las células madre cancerosas es mayor que el de
las células cancerosas normales, el nivel de expresiéon de CaMK-2a. se analizé6 mediante transferencia Western. La
transferencia Western se realizd de la misma manera que se describe en el ejemplo 3.2. Los resultados se muestran
en la figura 7.

Como se muestra en la figura 7, tanto en las fases temprana como en la tardia, aumento el nivel de expresion de
CaMK-2a. en las células madre cancerosas. A partir de tales resultados, se pudo ver que el nivel de expresion de
CaMK-2a. en las células madre cancerosas aumentd de modo que el nivel de Ca?* liberado del reticulo
endoplasmico a las células bajo privacion de nutrientes y estrés energético metabdlico se controlaria a un nivel de
control, y de este modo las células madre cancerosas tuvieron resistencia a la apoptosis.

4.3: Examen del efecto de la inhibicion de la expresion de CaMK-2a (quinasa-2-alfa dependiente de
calmodulina/Ca?*)
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Para examinar un efecto que se obtiene cuando la expresién de CaMK-2a en las células madre cancerosas, el
ARNip de CaMK-2a adquirido de Bioneer (Corea) se transfect6é en cada linea celular, produciendo asi células madre
cancerosas en las que se expreso la expresion de CaMK-2a. Adicionalmente, el nivel de expresion de CaMK-2a vy el
nivel de Ca®* intracelular se midieron de la misma manera que se describe en los ejemplos 4. 1y 4.2. Los resultados
se muestran en la figura 8.

Como se muestra en la figura 8, en las células madre cancerosas en las que se inhibio la expresion de CaMK-2q, el
nivel de Ca?* no se redujo. Este resultado sugiere que la expresion de CaMK-2a. en las células madre cancerosas
juega un papel importante en el mantenimiento del nivel de Ca?* intracelular.

Ademas, usando las células madre cancerosas en las que se inhibio la expresion de CaMK-2q, se realizé un ensayo
TUNEL, analisis de inmunotransferencia y analisis del ciclo celular de la misma manera que se describe en el
ejemplo 3. Los resultados de los analisis se muestran en las figuras 9 a 11, respectivamente.

Como se muestra en la figura 9, las células madre cancerosas bajo privacion de nutrientes generalmente mostraron
resistencia a la apoptosis; sin embargo, en el caso de las células madre cancerosas en las que se inhibio la
expresion de CaMK-2a usando ARNip, se indujo la apoptosis para inducir la fragmentacién del ADN, como en el
caso de las células cancerosas normales.

Como se muestra en la figura 10, en el caso de las células madre cancerosas en las que se inhibid la expresion de
CaMK-2a, los niveles de caspasas escindidas aumentaron nuevamente bajo privacion de nutrientes y el nivel de
expresion de Bcl-2 disminuyd, como el caso de las células cancerosas normales. Ademas, se demostré que los
niveles de AKT fosforilado (pAKT), IkB fosforilado (p 1kB) y NF-kB fosforilado (p NF-kB) disminuyeron y que IP3R
(que es un canal de liberacion de iones de calcio) aumenté.

Tales resultados sugieren que, cuando se inhibe la expresién de CaMK-2a en las células madre cancerosas,
disminuye la resistencia apoptética de las células madre cancerosas bajo privacion de nutrientes y las células madre
cancerosas muestran resultados similares a los de las células cancerosas normales.

Como se muestra en la figura 11, en el caso de las células madre cancerosas en las que se inhibi6 la expresion de
CaMK-2a, la proporciéon de células en la etapa sub-GO/GI de la fase tardia aumentd, como en las células madre
normales, lo que sugiere que la apoptosis de las células madre cancerosas bajo privacion de nutrientes aumento.

A partir de los resultados anteriores, se pudo ver que las células madre cancerosas bajo privacion de nutrientes
tienen resistencia a la apoptosis mediada por Ca?* al aumentar el nivel de expresion de CaMK-2a para regular el
nivel de Ca?* intracelular a un nivel apropiado y que, cuando se inhibe la expresién de CaMK-2a en las células
madre cancerosas, las células madre cancerosas pierden su resistencia a la apoptosis.

4.4: Examen de la relacion entre PGC-1a (receptor gamma activado por proliferador de peroxisoma) y CaMK-2a

Para examinar si PGC-1a cuya expresion se sabe que esta regulada bajo privacion de nutrientes tiene una relacion
con la resistencia a la apoptosis mediada por Ca?*, se transfect6é un vector sh-PGC-1a (Origene) en la linea celular
s-MDA-MB-231, produciendo asi una linea de células madre cancerosas en la cual se inhibié la expresion de PGC-
1a. El analisis de inmunotransferencia de la linea de células madre cancerosas producidas se realizé de la misma
manera que se describe en el ejemplo 3.2. Los resultados se muestran en la figura 12.

Se muestra A en la figura 12, en las células madre cancerosas en las que se inhibi6é la expresion de PGC-1a,
también se inhibid la expresion de CaMK-2a. en las fases temprana y tardia, y los niveles de expresion de Bcl-2, AKT
fosforilado y NF-kB fosforilado se redujeron bajo privacion de nutrientes, como los de las células cancerosas
normales. Ademas, se demostré que también se redujo el nivel de expresion de la proteina PMCA (Ca?* ATPasa de
membrana plasmatica) implicada en la liberacion extracelular de Ca?* liberado del reticulo endoplasmico.

A partir de los resultados anteriores, se encontré que los niveles de expresion de CaMK-2a y PMCA en las células
madre cancerosas, en las que se inhibia la expresion de PGC-1a, estaban inhibidos. De este modo, para examinar
si el nivel de Ca®* intracelular cambia, el nivel de Ca?* se midié de la misma manera que se describe en el ejemplo
4.1. Los resultados se muestran en la figura 13.

Como se muestra en la figura 13, en la fase temprana de privacion de nutrientes, no hubo diferencias significativas;
sin embargo, en la fase tardia, el nivel de Ca?* intracelular en las células madre cancerosas, en el que se produjo la
expresion de PGC-1a, aumentd y se produjo apoptosis de las células madre cancerosas.

Los resultados anteriores sugieren que el nivel de expresion de PGC-1a en las células madre cancerosas bajo
privacion de nutrientes aumenta para inducir la expresion de CaMK-2o. para mantener asi el nivel de Ca?*
intracelular a un nivel apropiado para tienen resistencia a la apoptosis mediada por Ca?*, y que PGC-1a juega un
papel importante en el aumento de la viabilidad de las células madre cancerosas bajo privacion de nutrientes.
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Ejemplo 5: Examen del papel de PGC-1a en células madre cancerosas
5.1: Examen de la relacion de union entre PGC-1a. y PMCA1

Para examinar la relaciéon de unién entre PGC-1a y PMCAA1, se realizé un ensayo EMSA usando un kit EMSA segun
el protocolo del fabricante. Como secuencia de unién (sonda), se usé "TTGACCTTTGGCCCA", que es la secuencia
del sitio de unién del promotor de PMCAA1. Los resultados se muestran en la figura 14.

Como se muestra en la figura 14, en las células madre cancerosas en la fase tardia, la unién entre HNF4a, PGC-1a
y ADN (sonda) aumento, mientras que la unidon disminuyd en las células cancerosas normales o en las células
madre cancerosas en las que la expresion de PGC-1a fue inhibido. Tales resultados sugieren que, bajo privacion de
nutrientes, PGC-1a se une a HNF4o y se une a la region promotora de PMCA1 para regular asi la expresion de
PMCA1.

5.2: Examen de la relacion de union entre PGC-1a. y PMCA2

Para examinar la relacion entre PGC-1a y PMCA2, se realizé un ensayo EMSA usando un kit EMSA segun el
protocolo del fabricante. Como secuencia de unién (sonda), se us6 "CTGGAAATACCCC", que es la secuencia del
sitio de union del promotor de PMCAZ2. Los resultados se muestran en la figura 15.

Como se muestra en la figura 15, en las células madre cancerosas bajo privacion de nutrientes, la union entre NF-
kB, PGC-1a y ADN (sonda) aumentd, y cuando se afiadio anti-p65 o anti-p50, que es un anticuerpo contra NF-kB, el
anticuerpo se unié aun mas para causar el superdesplazamiento. Tales resultados sugieren que, bajo privacion de
nutrientes, PGC-1a. se une a NF-kB y se une a la region promotora de PMCA2 para regular asi la expresion de
PMCAZ2.

5.3: Examen de la relacion entre PMCA y privacion de nutrientes

Para examinar el cambio en el nivel de expresion de PMCA bajo privacion de nutrientes, cada linea celular bajo
privacion de nutrientes se cultivd de la misma manera que se describe en el ejemplo 2, y se realizé gqRT-PCR en
puntos de tiempo variables durante el periodo de cultivo. De las células recolectadas en cada punto de tiempo, se
extrajo el ARN usando el RNeasy Mini Kit segun el protocolo del fabricante. Usando 1 pg del ARN extraido, se
realizé gRT-PCR usando un kit de RT-PCR de una sola etapa. Las secuencias de cebador utilizadas se muestran en
la tabla 1 a continuacion. Los resultados se muestran en la figura 16. Adicionalmente, se realizd6 el mismo
experimento descrito anteriormente usando la linea celular en la que se inhibié la expresion de CaMK-2a, y los
resultados se muestran en la figura 17.

Tabla 1
Productos genéticos | Cebador hacia adelante Cebador hacia atras
PMCA1 TTTCCAAACACTGCTTCTCTTC | GGTCCACAGATGCATTACGA
PMCA2 GTTTTAGGCACTTTTGTGGT CTAATTCCTCCTCAGGTATT
PMCA3 AGGCCTGGCAGACAACACCA | TCCCACACCAGCTGCAGGAA
PMCA4 GAGCTTCCTGGATACCGATG CTAGCTTGGCCACACTG
GAPDH GGTAAGGTCGGAGTCAACGG | GAGGTCAATGAAGGGGTCATT

G

Como se muestra en la figura 16, en la linea celular s-MDA-MB-231, los niveles de expresion de PMCA1 y PMCA2
aumentaron a medida que aumenté el tiempo de cultivo, y en la linea celular s-MCF-7, aumentaron los niveles de
expresion de PMCA1, PMCA2 y PMCA4. Ademas, como se muestra en la figura 17, en la linea celular en la que se
inhibié la expresion de CaMK-2a, el nivel de expresion de PMCA bajo privacion de nutrientes no aumentd, a
diferencia del caso de las células madre cancerosas.

5.4: Examen del efecto de la inhibicion de PMCA

Para examinar si la capacidad reguladora de la concentracion de calcio de las células madre cancerosas cambia
cuando se inhibe PMCA bajo privacion de nutrientes, la actividad de PMCA y SERCA se inhibié usando caloxina
(que es un inhibidor de la bomba de calcio) como inhibidor de PMCA que actia como Ca?*-ATPasa (ATPasa de
calcio) en la membrana plasmatica y usa tapsigargina que es un inhibidor de SERCA (sarco/reticulo endoplasmico
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Ca?*-ATPasa) que actia como Ca?-ATPasa (ATPasa de calcio), y luego Se midieron cambios en las
concentraciones del Ca?* extracelular de células madre cancerosas. Los resultados se muestran en la figura 18.

Como se muestra en la figura 18, cuando las células madre cancerosas se trataron con el inhibidor de la bomba de
calcio caloxina, la concentracion de calcio extracelular de las células madre cancerosas disminuyd, y la viabilidad de
las células también disminuyd, como la de las células cancerosas normales. Sin embargo, se demostré que, cuando
las células madre cancerosas se trataban con el inhibidor de SERCA tapsigargina, la concentracion extracelular de
calcio de las células madre cancerosas se mantenia en un nivel alto, y la viabilidad de las células también era alta.
Tales resultados sugieren que cuando la actividad de PMCA es inhibida por el tratamiento con el inhibidor de la
bomba de calcio, la viabilidad de las células madre cancerosas bajo privaciéon de nutrientes se puede reducir.

A partir de los resultados descritos anteriormente, se pudo ver que, en las células madre cancerosas bajo privacion
de nutrientes y estrés del reticulo endoplasmico asociado al agotamiento de la energia metabdlica, la expresion de
PGC-1a aumenta para promover la expresion de CaMK-2aq, y las células madre cancerosas muestran resistencia a
la apoptosis mediada por Ca?* en la que Ca?*, actuando como coactivador de PMCA1 y PMCA2 para aumentar la
expresion de la proteina PMCA y liberada del reticulo endoplasmico en el citosol bajo privacion de nutrientes, se
libera extracelularmente como para acumularse en las mitocondrias para inducir asi la apoptosis. Ademas, a partir
de los resultados descritos anteriormente, se podria esperar que una combinacion del inhibidor de la bomba de
calcio con un método para inducir la privaciéon de nutrientes, que generalmente se usa en la terapia contra el cancer,
se pueda usar como un método eficaz para tratar las células madre cancerosas.

Ejemplo 6: Identificacion del método terapéutico eficaz contra las células madre cancerosas
6.1: Construccion de modelos animales

Para identificar un método terapéutico eficaz contra las células madre cancerosas, se construyeron modelos
animales con cancer de mama. Para la construccion de los modelos animales de cancer de mama, cada una de las
células de cancer de mama (p-MDA-MB-231 y p-MCF-7) y las lineas de células madre de cancer de mama (s-MDA-
MB-231 y s-MCF-7) se cultivd in vitro, y las células cultivadas se inyectaron en el flanco superior izquierdo de
ratones desnudos BALB/c de 5-6 semanas a una densidad de 1.0 x 107 células/ratdn. Luego, los ratones se alojaron
a 22°C bajo un ciclo de 12 horas de luz/12 horas de oscuridad durante 7 dias mientras se alimentaban con agua y
alimento, construyendo asi modelos animales con cancer de mama.

6.2: inmunohistoquimica

Para examinar si las expresiones de PMCA1, PMCA2, PGC-1a. y CaMK-2a. en los modelos animales de cancer de
mama construidos de la misma manera que se describe en el ejemplo 6.1 se aumentarian, se realizd
inmunohistoquimica. Especificamente, segun los protocolos estandar de patologia quirdrgica, se recolecto tejido
canceroso de cada raton y se fijé con formalina regulada neutra al 10% y se embebié en parafina. Luego, el tejido se
secciond a un grosor de 5 um, seguido de la eliminacion de la parafina. El tejido seccionado se sometié a
recuperacion de antigeno en solucién reguladora de citrato (pH 6) y se traté con perdxido de hidrogeno al 3%
durante 5 minutos, después de lo cual el tejido se traté con una dilucion 1:100 de un anticuerpo monoclonal primario
contra cada uno de PMCA1, PMCA2, PGC-1a y CaMK-2a. A continuacion, el tejido se contratifid con hematoxilina, y
luego se seco y se observo. La porcion manchada se cuantificd usando el software MetaMorph 4.6. Los resultados
se muestran en la figura 19.

Como se muestra en la figura 19, las expresiones de PMCA1, PMCA2, PGC-1a y CaMK-2a. en los modelos
animales con cancer de mama inyectados con las células madre cancerosas se incrementaron.

6.3: Identificacion del método para tratar las células madre cancerosas

Los modelos animales de cancer de mama, construidos de la misma manera que se describe en el ejemplo 6.1, se
dividieron en diversos grupos, cada uno formado por 9 animales, y se inyectaron intraperitonealmente con una
combinacién de 500 mg/kg del inhibidor de la captacion de glucosa 2- desoxiglucosa (2DG), 250 mg/kg de
metformina a base de biguanida y 200 mg/kg de caloxina 2al, una vez al dia durante 45 dias, y el diametro horizontal
(a) y el diametro vertical (b) del cancer se midieron diariamente usando calibradores, y el volumen del cancer se
determind usando la siguiente ecuacion: 4/3 XBX (a cm X b cm)3 X 1/2. Los resultados se muestran en la tabla 2 y la
figura 20.
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Como se muestra en la tabla 2 anterior y la figura 20, cuando se comparé el volumen del tumor entre las células
cancerosas normales y las células madre cancerosas, se demostré que el crecimiento tumoral en el caso de las
células madre cancerosas era significativamente rapido. Adicionalmente, en el caso en que las células madre
cancerosas se trataron solo con 2-desoxiglucosa, el volumen del tumor disminuy6 ligeramente en comparacion con
el del grupo control. En el caso en que las células madre cancerosas se trataron con una combinaciéon de 2-
desoxiglucosa y metformina, el volumen del tumor disminuy6 ligeramente, pero en el caso en que las células madre
cancerosas se trataron con una combinacion de 2-desoxiglucosa y caloxina, el volumen tumoral disminuyé 5 veces o
mas. Ademas, en el caso en que las células madre cancerosas se trataron con una combinacién de 2-
desoxiglucosa, caloxina y metformina, las células madre cancerosas no crecieron sustancialmente.

Los resultados anteriores sugieren que el uso del inhibidor de la captacion de glucosa y el farmaco a base de
biguanida induce la privacion de nutrientes y el estrés del reticulo endoplasmico asociado al agotamiento de la
energia metabdlica en las células madre cancerosas para inducir asi la expresion de PMCA en las células madre
cancerosas. y que la administracion del inhibidor de la bomba de calcio en combinacién con el inhibidor de la
captacion de glucosa y el farmaco a base de biguanida reduce la resistencia de las células madre cancerosas a la
apoptosis mediada por Ca?* para inducir asi la apoptosis de las células madre cancerosas, lo que indica que puede
proporcionar un método de tratamiento eficaz especifico para células madre cancerosas. De acuerdo con lo anterior,
se podria encontrar que el uso del inhibidor de la captacion de glucosa y el farmaco a base de biguanida en
combinacién con el inhibidor de la bomba de calcio puede inhibir eficazmente la recurrencia y/o metastasis del
cancer mediado por células madre cancerosas, que es la limitacion de los farmacos contra el cancer
convencionales.

Ejemplo 7: Examen del mecanismo de supervivencia de células madre cancerosas
7.1: Examen de la diferencia en la expresion génica entre células cancerosas y células madre cancerosas

Para examinar el mecanismo de supervivencia de las células madre cancerosas, se recogieron cada una de las
lineas celulares p-MDA-MB-231, p-MCF-7, s-MDAMB-231 y s-MCF-7, cultivadas bajo privacion de la glucosa,
durante 40 horas de la misma manera que se describe en el ejemplo 2, y se extrajo ARN de las células recolectadas
de la misma manera que se describe en el ejemplo 5.3 y se sometié a analisis de micromatriz. Los resultados se
muestran en la figura 21.

Como se muestra en la figura 21, el gen SERCA2 que actia como Ca?*-ATPasa (ATPasa de calcio) aumento
significativamente en las células madre cancerosas.

Ademas, para examinar la diferencia en la expresion de genes reguladores de calcio, la transferencia Western se
realizd de la misma manera que se describe en el ejemplo 3.2. Los resultados se muestran en la figura 22. Como se
muestra en la figura 22, en las células madre cancerosas, la expresion de SERCA2 aumentd, mientras que la
expresion de IP3R disminuyd. En general, se sabe que, en las células bajo privacion de la glucosa, los iones de
calcio se liberan en el citosol a través del canal IP3R, y cuando la liberacion de calcio aumenta rapidamente,
finalmente se induce la apoptosis, y durante esta induccién de apoptosis, la recaptacion de iones de calcio a través
de SERCAZ2 puede ocurrir que inhiba la apoptosis.

A partir de los resultados anteriores, se pudo ver que, en las células madre cancerosas, la expresion de SERCA2
aumento para promover la recaptacion de calcio, y la expresion de IP3R se inhibid para que también sea inhibida la
liberacién de iones de calcio en el citosol.

Como se muestra en la figura 23, se pudo ver que, debido a la regulacion de CaMK-2q, la expresion de IP3R en las
células madre cancerosas se inhibié primero para que se inhibiera la liberacion de iones de calcio, y luego la
captacion intracelular de los iones de calcio liberados a través de SERCA se inhibié la apoptosis, de modo que la
viabilidad de las células aumentaria incluso bajo el agotamiento de nutrientes.

7.2: Examen de cambio en el mecanismo de senalizacion CaMK-2a

Para examinar el cambio dependiente del tiempo en el mecanismo de sefializacion CaMK-2o. bajo privacion de
nutrientes, se realiz6 la transferencia Western de la misma manera que se describe en el ejemplo 3.2, y se realiz6 un
ensayo EMSA usando p NF-kB de la misma manera que se describe en el ejemplo 5.1. Los resultados se muestran
en las figuras 24 y 25.

Como se muestra en la figura 24, en las células madre cancerosas, las sustancias de sefializacion del mecanismo
de sefializaciéon CaMK-2a se activaron a medida que progresaba la privacion de nutrientes, a diferencia de las
células madre normales.

Adicionalmente, como se muestra en la figura 25, p NF-kB actué como un factor de transcripcion para aumentar las
expresiones del inhibidor de IP3R Bcl-2 y SERCAZ2. Tales resultados sugieren que, cuando se activa la sefializacion
de CaMK-2a, el NF-kB se fosforila y se activa, y debido al NF-kB activado, las expresiones de Bcl-2 y CERCA2 se
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aumentan para que aumente la recaptacion de iones de calcio, y la expresion de IP3R se inhibe de modo que se
inhibe la liberacién de iones de calcio.

7.3: Examen del efecto de la inhibicidon del mecanismo de sefalizacion CaMK-2a

Para examinar un efecto que ocurre cuando se inhibe la sefializaciéon de CaMK-2a, las células madre cancerosas se
trataron con 10 uM de KN62 (1-[N,O-bis(5-isoquinolinasulfonil)-N-metil-L-tirosil]-4-fenilpiperazina) bien conocido
como un inhibidor de CaMKL-2q, y luego se realizé un ensayo TUNEL de la misma manera que se describe en el
ejemplo 3.1 para examinar la apoptosis y la fragmentacién del ADN. Ademas, la transferencia Western se realiz6 de
la misma manera que se describe en el ejemplo 3.2 para examinar la expresion de genes, y la viabilidad de las
células se midié de la misma manera que se describe en el ejemplo 2. Los resultados se muestran en las figuras 26
a 28.

Como se muestra en las figuras 26 a 28, cuando se inhibio la sefalizacion de CaMK-2a en las células madre
cancerosas bajo privacion de nutrientes, no se produjo la fosforilacion de NF-kB, y por esta razon, se inhibio la
expresion de IP3R mientras que se aumenté la expresion de SERCA2 de modo que la liberacion de iones de calcio
aumentaria, induciendo asi la apoptosis. Tales resultados sugieren que un inhibidor de CaMK-2a puede reducir la
resistencia de las células madre cancerosas a la apoptosis mediada por Ca?* para inducir asi la apoptosis de las
células madre cancerosas, lo que indica que el uso del inhibidor CaMK-2a puede proporcionar un método de
tratamiento especifico eficaz para células madre cancerosas.

Ejemplo 8: Examen de caracteristicas de modelos animales de células madre cancerosas

Para examinar las caracteristicas de los modelos animales construidos de la misma manera que se describe en el
ejemplo 6, el tejido de cancer de mama producido se extrajo de los modelos animales y se midié el volumen del
tumor. Los resultados se muestran en la figura 29. Ademas, los niveles de expresion de proteinas en el tejido de
cancer de mama se analizaron mediante transferencia Western e inmunohistoquimica. La transferencia Western se
realizdé de la misma manera que se describe en el ejemplo 3.2, y la inmunohistoquimica se realiz6 de la misma
manera que se describe en el ejemplo 6.2. Los resultados se muestran en las figuras 30 y 31,

Como se muestra en la figura 29, la tasa de crecimiento de tumores en los modelos animales basados en las células
madre cancerosas fue mayor que en los modelos animales basados en las células cancerosas normales.

Ademas, como se muestra en las figuras 30 y 31, la expresion de IP3R en los modelos animales basados en las
células madre cancerosas disminuyod y la expresion de SERCA2 aumentd, en comparacion con las de los modelos
animales basados en las células cancerosas normales. Tales resultados fueron consistentes con los resultados del
experimento in vitro.

A partir de tales resultados, se pudo ver que, en el caso de las células madre cancerosas, el mecanismo de
sefializacion de CaMK-2a se podria activar en un entorno pobre in vivo para inhibir asi la expresion de IP3R y
aumentar la expresion. de SERCAZ2, inhibiendo asi la apoptosis inducida por la liberacién de iones de calcio para
aumentar la viabilidad de las células cancerosas in vivo y promover la recurrencia y/o metastasis del cancer. Esto
sugiere que una composicion para el tratamiento de células madre cancerosas, que es eficaz contra las células
madre cancerosas, se puede usar como un método terapéutico eficaz que puede superar la limitacién de las terapias
convencionales contra el cancer para maximizar la eficacia del tratamiento del cancer e inhibir la recurrencia del
cancer y/o metastasis

Aunque la presente descripcidon se ha descrito en detalle con referencia a las caracteristicas especificas, sera
evidente para los expertos en el arte que esta descripcion es solo una realizacion preferida de la misma, y no limita
el alcance de la presente invencién. De este modo, el alcance sustancial de la presente invencion estara definido por
las reivindicaciones adjuntas y sus equivalentes.

[Aplicabilidad industrial]

Como se describié anteriormente, la composicion de la presente invencidon se puede usar como un agente para
tratar células madre cancerosas induciendo efectivamente la apoptosis de las células madre cancerosas. De
acuerdo con lo anterior, la composicion de la presente invencion se puede usar como una composicion farmacéutica
capaz de tratar eficazmente diversas células madre cancerosas para inhibir eficazmente la recurrencia del cancer
y/o metastasis.
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REIVINDICACIONES

1. Una composicion que comprende un inhibidor de la captacion de glucosa y un inhibidor de la bomba de calcio
para su uso en la inhibicién o tratamiento del crecimiento de células madre cancerosas.

2. La composiciéon para uso segun la reivindicacion 1, en la que el inhibidor de la captacién de glucosa es la 2-
desoxiglucosa (2DG).

3. La composicion para uso segun la reivindicacion 1, en la que el inhibidor de la bomba de calcio es un inhibidor de
la Ca?* ATPasa de la membrana plasmatica (PMCA).

4. La composiciéon para uso segun la reivindicaciéon 3, en la que el inhibidor de la bomba de calcio es caloxina o
nifedipino.

5. La composicion para uso segun la reivindicacion 1, en la que el inhibidor de la bomba de calcio es un inhibidor de
CaMK-2a (quinasa-2-alfa dependiente de calmodulina/Ca®*).

6. La composicién para uso segun la reivindicacion 5, en la que el inhibidor de la bomba de calcio es KN62 (1-[N,O-
bis(5-isoquinolinasulfonil)-N-metil-L-tirosil]-4-fenilpiperazina) o un ARNip que se une especificamente a CaMK-2a..

7. La composicién para uso segun la reivindicacion 1, que ademas contiene un compuesto a base de biguanida.

8. La composicion para uso segun la reivindicacion 7, en la que el compuesto basado en biguanida es uno o mas
seleccionados del grupo que consiste en metformina, fenformina y buformina.

9. La composicién para uso segun la reivindicacion 1, en la que el cancer es uno o mas seleccionados del grupo que
consiste en cancer de mama, cancer uterino, cancer gastrico, cancer de cerebro, cancer rectal, cancer colorrectal,
cancer de pulmén, cancer de piel, cancer de sangre y cancer de higado.
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[FIG. 2]
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[FIG. 4]
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[FIG. 5]
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[FIG. 6]
MDA-MB231
59 L
E 4 'S
a &
i $7
¥ e e
&
I 1
L] = T T 1 o T T T 1
LN . 1 15 ieweaty L 1 15 Ipteen
PDA B T MDA MR 251
59 e
m i 4
|k X,
L N 5
3w, W,
&
17 19
o T T T 1 @ T T T 1
& a3 ] 15 T 0ty b o5 1 15 P TR
Pt el 50 S0 ME 731
MCF-7
37 59
E 4 2"
£ 4 &
g © 2 * 2]
i _.\.J,r,,_._...__.._ b
17 1
L] T T T 1 [ T 1 T 1
0 (%] L] 15 Ty L oS L. -1 2 )
La i ST
l‘ ‘.-
i 47 4
b
& 3 .
&
P t 2
17 1"
L i T T 1 g T T T 1
L] s L] is 208w [ 0s ] 1] 2
FbiaFT S-MiF-T

20



ES 2743 493 T3

[FIG. 7]
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[FIG. 10]
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1. competider (sonda caliente HNF4a + sonda fria HNF4a) + extracto nmlei?u

2. control (senda caliente HNF4a, mutante) + extracto nucleico

3. P temprana [sonda caliente HNFda + extracto nucleico)

4. 5 temprana (sonda caliente HNFda + extracto nucleico)

= 3-11: supershift.

5. P temprana [sonda caliente HNF4da + extracto nucleico) + anti-PGC1a Jug
6. 5 temprana [sonda caliente HNFda + extracto nucleice) + anti-PGC1a Jug
7. P tardia (sonda caliente HNFia + extracto nucleico) + anti-PGC1a 3ug

8. 5 tardia (sonda caliente HNFia + extracto nucleico) + anti-PGCia Jug

9. sh-3 tardio (sonda caliente HNFie + extracto nucleico) + anti-PGC1a Jug
10. sh-4 tardio (sonda caliente HNF4a + extracto nucleico) + anti-PGC1a 3ug

11. sh-v tardie (sonda caliente HNFda + extracto nucleico) + anti-PGC1a Jug
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[FIG. 15]
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[FIG. 18]
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[FIG. 19]
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[FIG. 20]
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[FIG. 21]
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[FIG. 22]
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[FIG. 24]
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[FIG. 25]

37



ES 2743 493 T3

[FIG. 26]
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[FIG. 27]
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[FIG. 29]
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[FIG. 30]
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[FIG. 31]
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