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Supplemental Figure 1. HL60 cell gene expression after 36 hours of treatment with Eltrombopag. (A) Microarray analysis of 
HL60 cells treated with or without 3ug/ml EP for 36 hours (fold change ≥2).  The color intensity represents the ratio of 
expression in EP –treated compared with control cells.  The relative overexpression and underexpression compared with p p p p p
control cells are shown in red and blue, respectively. (B) Corresponding data table displaying the probe set, gene symbol, and 
fold change for all genes displayed in the heat map. 
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Supplemental Figure 2. Eltrombopag inhibits cell cycling and leads to a block in G1 phase. (A) U937 Cells were incubated in 
10uM Cell Tracker Orange for 30 minutes, washed and analyzed by FACS (red line= hr 0).  Cells were treated without EP (blue 
line) or with 5ug/ml EP (orange line) and FACS analysis was performed 48hrs after initial treatment (i). Fold change of U937 ) g/ ( g ) y p ( ) g
cells (ii) of FACS mean fluorescence intensity (MFI) +/‐ SD (n=3) of cell tracker orange labeled U937 cells treated with 5ug/ml 
EP relative to untreated cells (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001). EP  slows cell division in URE cells as higher fluorescence 
represents slower cell division. (B) Cell cycle analysis of U937 cells with or without 5ug/ml EP for 48hrs. EP induces a cell cycle 
block in G1 phase with a subsequent decrease in S phase (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001). 
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Supplemental Figure 3. Molecular Structure of Eltrombopag. (A) Molecular structure of Eltrombopag. The structure consists 
of a chelator backbone with a lipophilic end and an acidic end.  (B) Molecular structure of iron chelators: SIH, 311, PIH, 
Triapine, and Dp44mT.  Eltrombopag is a biphenyl‐hydrazone and shares similar structural chelator properties to known iron p , p p g p y y p p
chelators.  
, 
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Supplemental Figure 4. Romiplostim, a peptidyl TPO‐R agonist does not deplete intracellular iron in leukemia cell lines. (A) 
HL60 Cells were labeled with 0.25uM intracellular iron‐chelating dye calcein‐AM for 5 minutes.  Cells were washed then 
treated with 0ug/ml EP 5ug/ml EP 10ng/ml Romiplostim (NP) 100ng/ml NP 25 ng/ml TPO (‐ control) or 100uM DFO (+treated with 0ug/ml EP, 5ug/ml EP, 10ng/ml Romiplostim (NP), 100ng/ml NP, 25 ng/ml TPO ( control), or 100uM DFO (+ 
control) for 4 hours at 37oC.  Cells were analyzed by FACS.  Data represents the change in the mean fluorescence index (MFI) 
+/‐ SD (n=3) compared to untreated HL60 cells *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.  Romiplostim does not reduce intracellular 
iron in HL60 cells.
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Supplemental Figure 5. Eltrombopag induces ROS in leukemia cell lines. (A) ROS levels HL60, U937, and URE cell lines treated 
with 5ug/ml EP for 1 hour by FACs measurement of H2DCFDA induced FITC fluorescence.  Representative FACS histograms of 
untreated HL60 cells (blue line) versus cells treated with 5ug/ml EP (orange line). (B) Fold change of FACS mean fluorescence ( ) g/ ( g ) ( ) g
intensity (MFI) +/‐ SD (n=3) of H2DCFDA induced FITC fluorescence in HL60 cells treated with 5ug/ml EP for 1 hour relative to 
untreated cells. (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001).  EP induces ROS formation in HL60, U937, and URE cells. (C) Fold change of 
FACS mean fluorescence intensity (MFI) +/‐ SD (n=3) of H2DCFDA induced FITC fluorescence in HL60 cells treated with 5ug/ml 
EP with or without 5uM NAC (anti‐oxidant) relative to untreated cells. (***p<0.001). (D) Fold change of FACS mean 
fluorescence intensity (MFI) +/‐ SD (n=3) of CD11b expression and CD14 expression in untreated HL60 cells versus cells treated 
with 5ug/ml EP or treated with 5uM NAC and 5ug/ml EP. Incubation with NAC decreases expression of CD11b and CD14.  (E) 

i h l bl d l ll f 2 h l h i di id l d i h i h / l / SPeripheral blood mononuclear cells from 2 healthy individuals were treated with or without 5ug/ml EP +/‐ 5uM NAC. FACS 
analysis was performed assessing CD41a  expression with DAPI exclusion. 



A
15

20
nt
ig
en

 
el
ls

0 EP

1mg/ml EP

0

5

10

CD11b CD14

%
 S
ur
fa
ce
 A
n

Po
si
ti
ve

 C
e

*

Suppl. Fig. 6



Supplemental Figure 6. Eltrombopag induces leukemia cell differentiation in a mouse model of leukemia. (A) Bone marrow aspirates were performed 
on day +17 post‐transplantation and FACS analysis was performed gating on engrafted HL60 cells (CD15+, Ly5.1‐) assessing CD11b and CD14 expression 
(n=4) (*p<0.05).
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Supplemental Figure 7. Co‐incubation with stromal cells does not abrogate the anti‐leukemic effect of Eltrombopag on HL60 cells. (A) HS5 cells were 
loaded with or without 500ug/ml FAC for 72 hours and then co‐incubated with HL60 cells with or without 5ug/ml EP.  Seventy‐two hours later cells were 
analyzed by FACS and the percentage of HL60 cells of the total live cells (DAPI‐) was determined by CD15 positivity.  Manual cell counts were performed 
and multiplied by the percent of HL60 cells (*p<0.05, **p<0.01).


