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5.3.1. Andlisis de la expresén del gen Timidilato Sintasa en la exposicién a
Oxaliplatino, 5-Fluorouracilo y la combinacion Oxaliplatino/5-FU por Northern
Blot

Td y como hemos comentado anteriormente, diversos estudios in vitro e in vivo
demuestran que los niveles de expresén (ARNmM) dd gen Timidilato Sintasa (TS) estén
directamente relacionados con larespuestad tratamiento con 5-FU.

En ede goatado s andiza la influencia de Oxdiplaino adminisrado como
agente Unico y/o previamente a 5-FU (esquema de asociacion OXA® 5-FU) en la
expreson de TS como un pardmetro relacionado directamente con la sensbilidad a 5
FU, que nos permita darificar las bases moleculares ddl efecto sinérgico observado en
la asociacion secuencid de OXA/5-FU tanto en lineas sensbles como en sus pargas
resgentes a 5-FU.

La expreson de TS (ARNmM) en la pargias HT29/HT29-5FUR y LoVo/LoVo-
5FUR s andiza en los sguientes puntos (figura 30):

Esquema 1) Después de la exposicion a Oxaliplatino: alas 0, 12 y 24h después del
tratamiento

Esquema 2) Durantelaexposicion a5-FU: alas12hy 24h

Esguema 3) En e esquema secuencial OXA® 5-FU después de la exposicion previa a

OXAy durante la exposicion a 5-FU: alas 12h y 24h durante la exposicion a 5-FU

En e esquema n° 1, se observd un marcado descenso de los niveles de TS en
todas las lineas cdulares andizadas después del tratamiento con Oxdiplatino a las Oh
(justo en el momento de retirar el farmaco) cuando se compararon con sus respectivos
controles, a excepcion de la linea LoVo-5FUR en la que se observd una ligera
disminucion en la expresdn cuando se comparé con su respectivo control sin tratar. Los
nivdes de TS incrementaron progresvamente a partir de las 12h y 24h después de
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tratamiento con Oxdiplatino hasta dcanzar niveles practicamente igudes o superiores a

las células control sin tratar (figura 31).

Esquema Intervalo de tiempo
Oh 12h 24h
4 a a
(1) OXA (4h)
2) 5-FU(24h)
3 OXA (4h) 5-FU(24h)
24h 48h
Control : |

Figura 30. Esquema del andlisis de expresion de TS realizado en lineas celulares
sensiblesy resistentes a 5-FU. Las flechas sefialan | 0s puntos de recogida de muestras tras
la administracion de OXA y durante la exposicion a 5-FU. Los valores obtenidos para
cada linea celular se estandarizaron respecto a sus respectivas células control sin tratar. La
concentracion de cada uno de los farmacos utilizados en los esguemas analizados,
corresponde a las dosis inhibitorias del 50% (Dl utilizadas en el estudio de citotoxicidad
para cada unade las lineas celulares (sensibles/resistentes).

En el esqguema n°2, se observo un incremento progresivo en los nivelesde TS a
las 12 y 24h durante la exposicion a 5-FU como agente Unico (figura 32). As alas 24h
(justo en & momento de retirar € 5-FU del medio de cultivo) se observé un incremento
en los nivdes de TS en todas las lineas cdulares andizadas, tanto sensbles como
resstentes, de entre 4 y 6 veces en comparacion con los respectivos controles sin tratar
(figura 32). Esta sobreeexpresion de TS se explica como la respuesta ceular a la presion

gercidapor € 5-FU.

En e esquema secuencia OXA® 5-FU (esquema n° 3), se observo también un
aumento progresivo en los niveles de expresdn de TS durante la exposicion a 5-FU (a
las 12h y 24h) en todas las lineas cdulares sensblesresgentes. Sin embargo, este

incremento (de entre 2 y 3 veces respecto a sus correspondientes controles Sn tratar)
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sempre fue menor que la sobreexpreson dd ARNm provocada por la exposicion a 5

FU como agente Unico (de 4 a 6 veces respecto alos controles sin tratar) (figura 32).

La disminucion de los niveles de expreson de TS (ARNm) tras la exposicion
previa a Oxdiplatino en € esquema secuencid OXA® 5-FU cuando se compara con
los niveles de TS tras la administracion de 5-FU como agente Unico en todas las lineas
ceulares andizadas, correlaciona con la sinergia observada in vitro en la combinacion
secuencid OXA® 5-FU tanto en lineas sensbles como resgtentes a 5-FU vy judtifica la
senghilizacion de edas lineas resgtentes de nuevo a tratamiento con 5-FU (“reverson’

del fenotipo de resstenciaa farmaco).
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HT29 HT29-5FUR
e e s WS
Ce  24h 48h  Oh 12h 24h Ce 24h 48h  Oh 12h 24n
<+“—r <« > <+“—r <« >
control OXA (4h) control OXA (4h)

LoVo LoVo-5FUR
e
Ce 24h 48h Oh 12h 24h Ce 24h  48h Oh 12h  24h
<+“—r <« | < > <« >
control OXA (4h) control OXA (4h)

Ejemplo de Northern Blot de TS en las pargjas sensible/resistente tras la exposicién a
Oxaliplatino como agente Unico (4h). (Ce representa el control externo). Obsérvese la
desregulacion en los niveles de TS en e momento de retirar el Oxaliplatino del medio (Oh) en
todas las lineas celulares a excepcion de la linea LoVo-5FUR que muestra niveles similares a
los del control sin tratar.

B 3 -
= O HT29
8 B HT29-5FUR
n 2
|;) OLoVo
5) m LoVo-5FUR
- 1

. ﬂ

Oh 12h 24h

Tiempo después de Oxaliplatino

Figura 31. Expresion de TS (ARNm) tras la administracion de Oxaliplatino como
agente Unico en lineas celulares sensibles y resistentes a 5-FU, cuando se comparan con
los correspondientes controles sin tratar. En todos los casos se utilizaron las dosis
inhibitorias del 50% (ID50) de OXA correspondientes a cada una de las lineas celulares
analizadas. Obsérvese la desregulacién en los niveles de TS justo en e momento de retirar
ladroga (Oh).
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HT29
L e e R SR e S
Ce 24h 48h Oh 12h 24h 12h 24h
«—> « > < >
control OXA® 5-FU 5FU
HT295FUR
S —— m———
Ce 24h 48h Oh 12h 24h 12h 24h
4> < > o« >
control OXA®5-FU 5FU
LoVo

Ce 24h 48h Oh 12h 24h 12h 24h
“—» 4 > < >
control OXA® 5-FU 5FU
LoVo-5FUR
- RS - D
Ce 24h 48h Oh 12h 24h 12h 24h
«—» « > < >
control OXA® 5-FU 5-FU

Ejemplo dd analisis por Northern Blot de la expresion de Timidilato Sintasa en las
pargjas sensibles/resistentes. Las bandas se normalizaron con la sefia del ARN
ribosémico 28S de cada una de las lineas y se estandarizaron respecto a los controles sin
tratar (vedse material y métodos). El control externo (Ce) es e mismo en todos los blots
analizados.
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TS

TS

HT29 HT29-5FUR

n
|_
31 34
21 21
0 T T 1 R T T 1
12h 24h

Oh Oh 12h 24h

Exposicién a 5-FU Exposicién a 5-FU

B oxA®s5-FU [ 5-Fu

LoVo LoVoSFUR
8- 87
7 71 ]
6 1 6 ]
5 5
N
4 = 41
31 37
21 24
Jml M TE i TN BN N
0_; , : , 0 , , ,
Oh 12h 24h Oh 12h 24h
Exposiciéon a 5-FU Exposicion a5-FU

Figura 32. Expreson de TS ARNm en las c8lulas HT29/HT29-5FUR y LoValLoVo-
5FUR durante la exposicion a 5-FU en los esqguemas 2 y 3. Los datos, una vez
estandarizados respecto a ARN ribosdmico (ARNr) 28S, representan la expresion (mtSD)
respecto alas células control sin tratar (valor 1).
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5.3.2. Anadlisis de la expresion de Timidilato Sintasa a nivel proteico en la
exposicion a Oxaliplatino, 5-Fluorouracilo y la combinacion Oxaliplatino/5-FU por
Western Blot

En este gpartado se andiza S la desregulacion de la expreséon de ARNm de TS
observada tras la administracion de Oxdiplatino tanto en lineas sensbles como
ressentes a 5-FU, se traduce en una dteracion en los niveles proteicos de TS.
Admismo andizamos 9§ la adminidracion previa de Oxdiplaino en d esquema
secuencid OXA® 5-FU, permite disminuir los niveles de proteina TS cuando se
compara con los niveles de TS obtenidos tras la administracion de 5-FU como agente

Unico, que nos permita explicar la Snergia de esta combinacion observadain vitro.

El andiss por Wedern Blot (ver gjemplo) se llevd a cabo en las lineas sengbles
y resstentes a 5-FU (HT29/HT29-5FUR y LoVo/LoVo-5FUR) en los sguientes puntos
(figura 33):

Esquema 1) Después dela exposicion a Oxaliplatino: alas0, 12 y 24h después del
tratamiento.

Esguema 2) Durantela exposicion a 5-FU: alas 12hy 24h.

Esguema 3) En e esquema secuencial OXA® 5-FU después de la exposicion previa a

OXA'y durante la exposicion a 5-FU: alas 12h y 24h durante la exposicion a 5-FU.

En el esqguema n°l se observo tras la exposicion a Oxaliplatino y justo en el
momento de retirar d famaco dd medio de cultivo (Oh), una disminucion en los nivees
de proteina TS en todas las lineas celulares cuando se comparara con los respectivos
controles sn tratar, a excepcion de la linea HT29-5FUR que muestra niveles
ligeramente superiores (1,15 veces) a los de su control (figura 34). Los nivees
enzimaticos de TS incrementaron pogteriormente a partir de las 12h y 24h después de
tratamiento con Oxdiplatino en todas las liness cdulares andizadas, hasta acanzar

niveles superiores alos de sus respectivas controles sin tratar (figura 34).
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Esquema

@
e
©)

Control

Intervalo detiempo

Oh 12h 24h
4 4 1
OXA (4h)
5-FU(24h)
OXA (4h) 5-FU(24h)
24h 48h

Figura 33. Esguema del analisis de expresion proteica de TS por Western Blot
realizado en lineas celulares sensibles y resistentes a 5-FU. Las flechas sefialan los
puntos de recogida de muestras tras la administracion de OXA y durante la exposicién a
5FU. Los valores obtenidos para cada linea celular se estandarizaron respecto a sus
respectivas células control sin tratar. La concentracion de cada uno de los farmacos
corresponde a las dosis inhibitorias del 50% (D) utilizadas en el estudio de citotoxicidad

paracadalineacelular.

Oh

Niveles de proteina TS

12h

24h

Tiempo después de Oxaliplatino

OHT29
BHT2 5FUR
OLovo
ELovo FFUR

Figura 34. Niveles de proteina TS tras la administraciéon de Oxaliplatino como agente
anico en lineas celulares sensibles y resistentes a 5-FU, cuando se comparan con los
correspondientes controles sin tratar. Obsérvese la desregulacién en los nivelesde TSjusto en el
momento de retirar €l farmaco (0Oh) a excepcion de la linea HT29-5FUR que presentd niveles
ligeramente superiores a los de su control sin tratar. Los niveles proteicos de la enzima
incrementaron posteriormente (12h y 24h) en todas las lineas celulares.
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- En d caso de las lineas sensbles (HT29 y LoVo) d pefil de expresén proteica

correlacion con € observado parala expreson dd gen (ARNm).
- En € cao de la linea LoVo-5FUR, los niveles de proteina a las Oh correlacionaron

con la expreson dd ARNm dd gen (justo en  momento de retirar d Oxdiplatino del
medio de cultivo) que también se mantenia ligeramente inferior asu control Sn tretar.

- En cambio en la linea HT29-5FUR, se observo una clara discordancia entre los niveles
ded mensgeo (claramente disminuidos a las Oh después de la exposcion a
Oxdiplatino) y la proteina La disminucion en los nivedes de ARNmM pero no de
proteing, podria estar relacionada con una mayor eficiencia de la traduccion de TS en

edalinea cdular tras laexposcion a Oxdiplatino.

En e esquema n°2 (durante la exposicion a 5-FU) se observé que los niveles
totales de TS (libretligada) aumentaron tanto a las 12h como a las 24h (figura 35). A
las 24h , justo en d momento de retirar d 5-FU dd medio de cultivo, se observd un
incremento en todas las lineas celulares, de entre 25 y 4 veces comparado con sus
respectivos controles sin tratar. Este incremento de los niveles enziméicos es paraelo
aunque dgo inferior a la sobreexpreson observada a nivd de ARNm y e interpreta

como larespuestacdular d 5-FU.

En d esguema de asociacion OXA® 5-FU (esqguema n° 3) en las pargas
sengblesresgentes también se observd un incremento en los niveles totdes de TS
(libretligada) durante la exposcion a 5-FU (a las 12h y 24h) (figura 35). Al andizar
con més detale, se observo que:

a) A las 12h, los niveles proteicos se mantuvieron smilares (Lovo y HT29) o incluso
superiores (LoVo-5FUR y HT29-5FUR) para la asociacion OXA® 5-FU respecto a
5-FU como agente Unico, a diferenciade o observado anivel de ARNm.

b) A las 24h, las cdulas tratadas previamente con Oxdiplaino en d esquema
OXA® 5-FU presentaron niveles inferiores en comparacion con las tratadas con 5-
FU como agente Unico (figura 35). La disminucion de TS corrdacion6 con la
reduccion de la dosis de 5-FU en la combinacion OXA/5-FU y esta en concordancia

con € obtenido para d ARNmM aunque cabe sefidar que las diferencias en los niveles
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proteicos fueron ligeras en comparacion con los cambios observados a nivel de
ARNmM en edas lineas (gproximadamente e doble de expreson cuando 5-FU se

administra como agente Unico comparado con la combinacién OXA® 5-FU).

128



Resultados-3-

HT29
—38,5KDa
‘r ——— -”'w —-36,0KDa
Oh 12h 24h 12h 24h 12h 24h
&5 < > < > < >
Control OXA (4h) OXA(4h)® 5-FU 5FU
HT29-5FUR

—— — e e W W W | 05KDa
—36,0KDa
24h 48h Oh 12h 24h 12h 24h 12h 24h
< > < = = >

Control OXA (4h) OXA(4h)® 5-FU 5FU

LoVo
— s e TS S| —385KDa
-36,0KDa
2h 48y O 10 2dn 1h 2 10 24

< > < > < > <
Control OXA (4h) OXA(4h)® 5-FU 5FU

LoVo-5FUR

—38,5KDa

e ——— e e B —— WS — ~36,0KDa

24h 48 Oh 12h  24h 12h 24h 12h 24h
< hP < > < > —>

Control OXA (4h) OXA(4h)® 5-FU  5FU

Ejemplo dd andliss por Western Blot de Timidilato Sintasa en lineas
sensibles/resistentes a 5-FU. Obsérvese que tras la administracion de Oxaliplatino
no existen cambios apreciables en los niveles de TS, por tanto la administracion de
OXA no dtera los niveles de la enzima. La banda de 36KDa corresponde ala TS
libre mientras que la banda de 38,5 KDa corresponde a la TS ligada formando el
complejo ternario deinhibicion.
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TStotal

TStotd

HT29

TStotal

Exposicion a5-FU

2 »
JF_iT____ B _ l-r--- B ]
0 T T 1 0+ T T

Oh 12h 24h

HT29-5FUR

Oh 12h 24h

Exposicion a5-FU

B oxA®5-FU L] 5FU

LoVo

Oh 12h 24n

Exposicion a5-FU

LoVo5FUR

Oh 12h 24h

Exposicion a5-FU

Figura 35. Niveles proteicos de Timidilato Sintasa en lineas sensiblegresistentes a 5-FU.

Los datos representan los niveles de TS total (libretligada; mtDS) respecto a las
correspondientes células control sin tratar (valor 1). La sobreexpresion de TS durante la
administracion de 5-FU administrado como agente Gnico y/o en la combinacion OXA® 5-FU.
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