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Figure S1. (A) Structure to activity relationships (SAR) of WS6 analogues by comparisons of IC50 

concentrations  for  treated neuroblastoma cells  (SK‐N‐BE(2)‐C and Kelly cells) and normal  fibro‐

blasts (MRC5 and WI36 cells) for R1 and R2 substituents of WS6. (B) Western blot showing a con‐

centration‐dependent decrease in MYCN and PA2G4 protein expression following #3567 treatment 

of SK‐N‐BE(2)‐C and   Kelly neuroblastoma cells. (C) SAR of #3567 analogues with R1 and R2 sub‐

stituents by comparisons of IC50 concentrations for treated neuroblastoma and normal fibroblast 

cells. (D) Differential Scanning fluorimetry (DSF) of #5333 and #5338 changing the melting temper‐

ature of the PA2G4 protein, relative to DMSO control. 

 

Figure S2. Representative colony formation plate images and the size of the colonies of (A) Kelly 

and  (B) SK‐N‐BE(2)‐C neuroblastoma cells treated with #5333 or #5338  for 2 weeks at a range of 

concentrations. “***” is p value < 0.001 and “****” is p value <0.0001 when compared with no treat‐

ment control.   
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Figure S3.  (A) Alamar blue assays comparing cell viability of SK‐N‐BE(2)‐C shMYCN cells with 

Dox‐inducible inhibition of MYCN expression using stable shMYCN, followed by 48 hours either 

#5333 or #5338 treatment. (B) IC50 comparisons, with and without Dox, of SK‐N‐BE(2)‐C shMYCN 

treated with either #5333 or #5338 for 48 hours. (C) Alamar blue assays comparing cell viability of 

Kelly shMYCN cells with Dox‐inducible inhibition of MYCN expression using stable shMYCN, fol‐

lowed by 48 hours of either #5333 and or #5338 treatment. (D) IC50 of comparisons, with and with‐

out Dox, of #5333 and #5338 treated SK‐N‐BE(2)‐C shMYCN cells for 48 hours. (E,F) Alamar blue 

assays comparing cell viability of BE(2)‐C shMYCN and Kelly shMYCN cells with Dox‐inducible 

inhibition of MYCN expression, followed by 72 hours of WS6 treatment. (G–I) IC50 of comparisons, 

with and without Dox, of #5333, #5338 or WS6 treated SHEP MYCN3 cells for 72 hours. (J) Western 

blot measuring MYCN expression  in Dox‐inducible SHEP MYCN3 cells treated with DMSO or 2 

μg/ml of Dox for 96 hours. 
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Figure S4. (A) Heat map of the differentially expressed proteins in SK‐N‐BE(2)‐C cells treated with 

2 x the IC50 concentrations of #5333, #5338, and incubated for 72 hours, compared to DMSO. (B) and 

(C) Up‐regulated GO biological processes ‐log10 p value bar plots for #5333 and #5338. (D) and (E) 

Venn diagrams of up‐regulated and down‐regulated proteins following treatment of SK‐N‐BE(2)‐C 

cells by #5333 and #5338 for 72 hours, showing proportionate overlap. (F) Table showing proteins 

with  the highest  fold  changes  in expression  following  the  treatment of SK‐N‐BE(2)‐C  cells with 

#5333 and #5338 which were also MYC target genes. 
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Figure S5. (A) and (B) Cell viability was measured by the Alamar blue assay in SK‐N‐BE(2)‐C cells 

following overexpression of GATA2 plasmid DNA for 72 hours and treatment with #5333 or #5338 

for 48 hours. (C) Confirmation of overexpression of GATA2 in SK‐N‐BE(2)‐C cells detected by DDK‐

tag and GATA2 antibodies. (D) and (E) Cell viability was measured by the Alamar blue assay in 

Kelly cells following overexpression of GATA2 plasmid DNA for 72 hours and treatment with #5333 

and #5338  for 48 hours.  (F) Confirmation of overexpression of GATA2  in Kelly cells detected by 

DDK‐tag and GATA2 antibodies. (G) Kelly cell viability was measured after transfected with siRNA 

control and two GATA2 siRNAs (siRNA#1 and #2) for 96 hours, and treated with #5333 (26.5 μM) 

or #5338 (23.3 μM) for 72 hours using Alamar Blue assay. “*” is p value < 0.05, “**” is p value < 0.01 

when compared to DMSO treated control, ns: non‐significant. 


