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Resumen

Los leiomiomas uterinos son uno de los tumores de Gtero mas comunes en mujeres de
edad reproductiva, siendo provocados en el 71% de los casos por mutaciones del gen MED12,
implicado en la codificacion de una proteina del complejo Mediador. Se hace necesario
estudiar como el silenciamiento de este gen a nivel de ARNm puede inducir el silenciamiento
de la proteina y asi disminuir sus niveles en cultivos celulares 2D. Al tratarse de cantidades
muy pequefias y cuyas variaciones son minimas se precisa de un método cuantitativo exacto y
fiable. Para la cuantificacion de proteinas el método més empleado hoy en dia en los
laboratorios de cultivos celulares es el Western Blot, el cual presenta una serie compleja de
pasos interdependientes cuyas variaciones en el disefio experimental, la metodologia y la
experiencia del usuario pueden conducir con frecuencia a errores. El objetivo del presente
trabajo es poner a punto un inmunoensayo mas sencillo, replicable y barato, basado en la
obtencion de imagenes con quimioluminiscencia en células (CLIC, de las siglas en inglés
chemiluminescence imaging of cells) para la cuantificacion de la proteina MED12. El
silenciamiento de MED12 podria ser clave para los futuros tratamientos de los miomas

uterinos.

Palabras claves: cultivo celular, mutacién, silenciamiento, lipofeccion, GapmeRs.

Abstract

Uterine leiomyomas are one of the most common uterine tumors in women of
reproductive age, with 71% of cases being caused by mutations in the MED12 gene, which is
involved in the encoding of a protein in the Mediator complex. It is necessary to study how
silencing this gene at the mRNA level can induce protein silencing and thus decrease its
levels in 2D cell cultures. Since we are dealing with very small quantities and minimal
variations, an exact and reliable quantitative method is required. The most commonly used
method for protein quantification in cell culture laboratories today is Western Blot, which
involves a complex series of interdependent steps that can often lead to errors due to
variations in experimental design, methodology, and user experience. The objective of this
work is to develop a simpler, replicable, and cost-effective immunoassay based on
chemiluminescence imaging of cells (CLIC) for the quantification of the MED12 protein.

Silencing MED12 could be crucial for future treatments of uterine leiomyomas.

Keywords: cell culture, mutation, silencing, lipofection, GapmeRs.
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Introduccidén

Leiomiomas uterinos o fibromas

Uno de los tumores mas recurrentes en mujeres de todo el mundo es el leiomioma
uterino (UL), también conocido como fibroma, fibroide o mioma. Se trata de un tumor
benigno del musculo liso del dtero, que suele aparecer en mujeres de edad fértil, cuya
probabilidad incrementa con la edad y tiene regresion con la menopausia al depender de los
niveles de hormonas sexuales (Makinen et al., 2011). Aproximadamente la mitad de los casos
presentan sintomas como dolor abdominal, sangrado anormal e incluso alta probabilidad de
infertilidad (Mékinen et al., 2011), siendo la causa mas frecuente de histerectomia,
principalmente debido a hiperpolimenorrea 0o menorragias. EI tamafio suele ser variable,
encontrando miomas de pocos milimetros, asi como otros muy grandes, llegando a ocupar
toda la cavidad abdominal.

Los miomas se pueden clasificar segin la localizacién en el Gtero, y por lo tanto se
pueden desarrollar (Corrales et al., 2015):

- Dentro de la pared uterina, expandiéndose y haciendo que el Utero sea mucho mas

grande (intramural). Es la mayor causa de miomatosis.

- Hacia la capa externa (serosa), pudiendo alcanzar otros 6rganos (subserosos).

- Hacia la cavidad uterina, produciendo grandes desprendimientos del endometrio

durante la menstruacion (submucoso). En general, suelen ser los causantes de

infertilidad y aborto espontaneo en caso de embarazo.

- Entre las divisiones del ligamento ancho que conectan los lados del utero a las

paredes laterales de la pelvis (intraligamentario, variedad subseroso y en el cuello

uterino). Suelen ser poco frecuentes.

Hasta el momento, la etiologia de estos miomas todavia no queda clara, aunque se han
propuesto varias hipotesis, como la respuesta a lesiones sufridas en el Gtero como las causadas
por isquemia (falta de suministro de sangre), asociada al incremento de sustancias
vasoconstrictoras principalmente en mujeres con dismenorrea (Flake et al., 2003). Las células
musculares lisas del miometrio reaccionen a la isquemia de manera similar a las células del
musculo liso vascular, pasando a tener un fenotipo mas proliferativo que contractil. Ademas,
al igual que ocurre en las lesiones de los vasos sanguineos, en los miomas incrementa también

la expresion del factor del crecimiento de fibroblastos, favoreciendo la proliferacion tumoral
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por la liberacion de mitdgenos de células muertas (Lindner & Reidy, 1991; Mangrulkar et al.,
1995).

Otra propuesta para la formacion de los miomas mantiene que el aumento fisioldgico
de los niveles de hormonas ovéricas (estrogeno y progesterona) durante la fase ldtea del ciclo
ovulatorio o durante el embarazo para la expansion del miometrio favorece la aparicion y el
crecimiento del fibroide (Rein, 2000; Richards y Tiltman, 1996; Marshall et al., 1997). Estos
cambios hormonales hacen que las células madre sean vulnerables al desarrollo de mutaciones
puntuales, como la que afecta a la funcion de MED12 y que puede ser el evento iniciador de
la tumorigénesis. Las células musculares lisas maduras expresan receptores de estrogeno o
(ERa) y receptores de progesterona (PR) en niveles mas altos que las células madre. Estos
receptores median la proliferacion celular dependiente de estrégeno y progesterona. Los
factores liberados por las células maduras actian sobre las células madre para inducir su
autorrenovacion y proliferacion. Una mutacion en MED12 o un reordenamiento cromosémico
puede transformar una célula madre miometrial en una célula madre fibroide, que se divide de
manera descontrolada y se diferencia en una célula de musculo liso de fibroma. Los ERa y los
PR se concentran en las células maduras de los fibromas y transmiten sefiales estrogénicas o
progestagenas a través de mecanismos paracrinos. La célula madre fibroide transformada da

lugar a un tumor fibroide benigno (Bulun, 2013).

Predisposicion genética

Varias evidencias apoyan la idea de una base genética que predispone al desarrollo de

miomas, incluyendo:

- Laraza, las mujeres afroamericanas presentan una prevalencia mayor, los miomas
aparecen a edades mas tempranas y los sintomas suelen ser mas severos en
comparacion con las mujeres de raza blanca, llegando a duplicar la probabilidad de
padecer la enfermedad (Makinen et al., 2011).

- Mayor tasa de concordancia entre gemelos monocigoticos que dicigoticos, al
compartir el mismo material genético (Flake et al., 2003).

- Agregacion familiar, siendo mas probable desarrollar miomas si pacientes de
primer grado, como madre o hermanas, presentan UL (33,2% vs 17,6%) (Schwartz
et al., 2000).

- Asociacion entre el sindrome hereditario de Reed (Fisher & Helwig, 1963; Reed et
al., 1973; Thyresson & Su, 1981), donde hay inactivacion bialélica del gen de la

fumarato hidratasa (FH), que parece actuar como un supresor tumoral. Las
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pacientes con este sindrome desarrollan leiomiomas cutdneos y uterinos,
leiomiosarcomas uterinos y cancer de células papilares renales, por lo que la

pérdida de este gen predispone al desarrollo de UL.

Mutaciones somaticas involucradas en el desarrollo de los UL

Varios estudios, utilizando técnicas de secuenciacion masiva, han podido detectar la
relacion entre UL y la mutacién en el gen que codifica la subunidad 12 del complejo
Mediador (MED12). Este gen se localiza en el brazo largo del cromosoma X y codifica una de
las 30 subunidades del complejo proteico de preiniciacion de 1,2 MDa, llamado Mediador
(Figura 1). En el 67-70% de los miomas el exdn 2 de MED12 estaba mutado, lo que permitio
establecer una relacion causal entre la mutacion en este gen con la presencia de estos tumores
(Mékinen et al., 2011; Kim et al., 2017). Ademas, todas las mutaciones se detectaron en el
alelo activo de MED12. Estudios posteriores en diferentes poblaciones han confirmado estos
hallazgos (Gonzélez et al., 2022; He et al., 2021).

Debido a que el complejo Mediador interactia con mas de 3000 factores de
transcripcion (TF), controla la transcripcién de una amplia gama de genes de una manera
conservada evolutivamente. EI complejo Mediador se ensambla en cuatro médulos distintos,
denominados "cabeza", "medio", "cola" y "quinasa". Mientras que el médulo cabeza, medio y
cola forman un complejo denominado nucleo del Mediador, el médulo quinasa se asocia de
manera reversible con este nucleo del Mediador. Los modulos cabeza y medio son esenciales
para la regulacion de la transcripcion, mientras que los médulos de la cola y quinasa-CDK
desempefian funciones reguladoras (Figura 1). Los TF especificos de genes generalmente se
unen al Mediador a través de su dominio de cola y quinasa, luego transducen sefial a través
del modulo medio y termina en la cabeza donde interacciona con la ARN Polimerasa Il a
través de los TF generales (Figura 1). Por lo tanto, todos los médulos del complejo Mediador
estan involucrados en la regulacion transcripcional especifica de genes y la arquitectura del
Mediador permite la activacion de genes situados a gran distancia de las secuencias

reguladoras (Zhang et al., 2020).
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Figura 1. Estructura del complejo Mediador y su interaccion con elementos del promotor nicleo y elementos distales como

los potenciadores de la transcripcion. Tomada de Zhang et al., 2020.

MED12, junto con MED13, Cyclin C (CycC) y CDK8 o CDK19, comprenden el
maodulo quinasa. MED12 estimula la actividad quinasa de CDK8 al actuar como puente entre
MED13 y el complejo CycC-CDK8 (Figura 1). La actividad quinasa de CDK8 con MED12

puede tener los siguientes efectos:

1. CDKS8 puede fosforilar factores de transcripcién especificos, lo que puede tener un
impacto en su actividad transcripcional. La fosforilacién de estos factores puede

modular su capacidad para unirse al ADN y regular la expresion de genes especificos.

2. Laactividad quinasa de CDKS8 puede regular la actividad transcripcional a través de la
fosforilacion de componentes del complejo Mediator. Esto puede afectar la interaccion
entre el complejo Mediator, los TF y la ARN polimerasa Il, influyendo en la iniciacién

y la elongacion de la transcripcion.

3. La actividad quinasa de CDK8 puede fosforilar proteinas involucradas en la
regulacién de vias de sefializacion intracelulares modulando la respuesta celular a
sefiales externas y contribuyendo a la transcripcién diferencial de genes involucrados

en estas vias.

Por lo tanto, la actividad quinasa de CDKS8, en combinacién con MED12 y otros

componentes del complejo Mediator, participa en el control de la expresion génica a través de
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la regulacién de la transcripcion. Esto incluye tanto la activacion como la represion de genes

especificos en respuesta a sefiales celulares y condiciones ambientales.

Mutacion de MED12
Debido a que MED12 regula procesos fisiologicos esenciales como el desarrollo y la
determinacion del destino celular, la desregulacion de MED12 a menudo se relaciona con

canceres humanos.

En los Gltimos afios, la incidencia de mutaciones somaticas heterocigoticas de cambio
de sentido en MED12 en tumores humanos ha ido en continuo crecimiento. Las mutaciones
de MED12 ocurren con una frecuencia alta (59-80%) en tumores benignos dependientes de
estrogenos, incluidos leiomiomas uterinos, fibroadenomas y tumores filoides de mama (Zhang
et al., 2020). Estas mutaciones se agrupan en residuos de aminoacidos altamente conservados
(L36, Q43 y G44) siendo la mas frecuente la que afecta al coddn 44 del exén 2. Estas
mutaciones alteran sustancialmente la union de MED12 con la CycC y por tanto la activacion
de CDKS, lo que lleva a cambios globales en la expresion génica que, a su vez, deriva en el
aumento de la proliferacion celular y, por ende, en la formacion de tumores. Ademas, una
mutacion de MED12 asociada al leiomioma uterino, MED12 ¢.131G>A, se ha considerado
como una mutacién de ganancia de funcion, que causa inestabilidad genémica e impulsa la

formacion de tumores (Mittal et al., 2015).

Métodos de cuantificacion de la expresion génica a nivel de proteina:

La eleccion de un método experimental rapido, sensible y objetivo para cuantificar las
proteinas presentes en la célula es un paso clave para poder sacar conclusiones fiables de los
resultados. ElI método estdndar mas ampliamente utilizado para cuantificar proteinas es el
Western Blot, conocido como inmunotransferencia o transferencia de proteinas. Para llevar a
cabo este procedimiento, primero se separan las proteinas aisladas mediante una electroforesis
desnaturalizante en gel de poliacrilamida, que separa las proteinas segun su tamafio y carga
eléctrica. Luego, las proteinas separadas se transfieren del gel a una membrana, donde se
pueden unir a un anticuerpo primario especifico de la proteina de interés. Finalmente, para la
deteccion y anélisis de la sefial generalmente se usan anticuerpos secundarios especificos del
anticuerpo primario conjugados con una enzima como la peroxidasa de rabano picante (HRP)
capaz de generar luz tras reaccionar con un sustrato quimioluminiscente (ECL) (Hnasko &
Hnasko, 2015).
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Pese a que el Western Blot es una técnica versatil y ampliamente utilizada para
cuantificar proteinas, posee numerosos inconvenientes incluyendo: 1) necesita varios pasos
previo (Pillai-Kastoori et al., 2020) como lisar la célula, liberando proteasas y fosfatasas
peligrosas para la integridad de la proteina de interés y que, por lo tanto, requiere la adicién de
inhibidores y la manipulacion de la muestra en frio (Jensen, 2012); 2) la sensibilidad y
especificidad del Western Blot pueden variar dependiendo de los anticuerpos utilizados y de
las condiciones de la técnica. La deteccion de proteinas de baja abundancia puede ser
desafiante y puede requerir métodos de amplificacion de sefial; 3) la interpretacion de los
resultados del Western Blot puede ser subjetiva. La deteccién y cuantificacion de bandas de
proteinas requiere experiencia y habilidades en la interpretacion de bandas, evitando errores
de sobreexposicion o subexposicion (Mahmood & Yang, 2012); 4) la cuantificacion precisa
de las proteinas detectadas en el Western Blot puede ser desafiante. La intensidad de las
bandas puede no ser directamente proporcional a la concentracion de proteina, lo que dificulta

la obtencion de datos cuantitativos precisos.

Imagen de células mediante quimioluminiscencia (CLIC)

Por todo ello, se hace necesario utilizar métodos alternativos capaces de
cuantificar las proteinas de manera sencilla, fiable y reproducible. En este trabajo
hemos puesto a punto el método de imagen de células mediante quimioluminiscencia
(CLIC). El método de CLIC es capaz de cuantificar las proteinas presentes en células
en cultivo de manera sencilla y similar a otros métodos como la microscopia de
inmunofluorescencia y el Western Blot (Fisher et al., 2020).

En general, la técnica CLIC (Figura 2) consiste en fijar las células en una placa de
cultivo y tras permeabilizar y bloquear uniones inespecificas se afiade un anticuerpo
primario especifico de la proteina de interés, el cual se unird a un anticuerpo
secundario conjugado con HRP. La adicion de ECL genera una sefal
qguimioluminscente que se detecta mediante un sistema de fotodocumentacion de
geles. La intensidad de la sefial sera directamente proporcional a la cantidad de
proteina presente en la célula (Figura 2).
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Figura 2. Pasos a seguir para la realizacion del método CLIC (imagen propia creada con Biorender).

Ademas, para el andlisis cuantitativo se requiere de una 0 mas proteinas de
referencia cuya expresion sea estable en todas las muestras analizadas, para usar como
control interno para normalizar los resultados (Cafas et al., 2016). Una proteina que se
suele utilizar para normalizar los niveles de expresion, que se expresa en niveles altos
y de manera constitutiva es la gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa, GAPDH, que
cataliza la fosforilacion oxidativa de gliceraldehido 3-fosfato a 1,3-bisfosfoglicerato

durante la glucdlisis (Zainuddin et al., 2010).

Silenciamiento de la expresion génica

Un método ampliamente utilizado para silenciar la expresidn génica consiste en afiadir
a las células en cultivo oligonucledtidos antisentido monocatenarios o ASOs (Antisense
Oligonucleotides) siendo una variante de estos los GapmeRs. Estas moléculas son secuencias
de desoxirribonucleétidos de aproximadamente 16 pb de longitud, complementarios al ARNm
diana y se encuentran formados por LNAs (locked nucleic acid), una clase de ARN que
presentan un puente adicional de metileno. Este enlace conecta el atomo de oxigeno en el C-
2’ de la ribosa con el atomo C-4’°, fijando el anillo de ribosa en conformacion cerrada
(locked), aumentando la resistencia frente la degradacion de nucleasas, y favoreciendo el
empleo de concentraciones menores de este (Braasch & Corey, 2001). También aumenta la

afinidad con el sustrato, al tener un esqueleto de fosforotionato (DeVos & Miller, 2013). La

8
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region central de mayor longitud o “gap” no presenta las modificaciones de los azucares
(Figura 3) para que pueda ser reconocida por la RNasa H. La RNasa H es una endonucleasa
ubicua, capaz de reconocer la union entre ADN y ARNm e hidrolizar la cadena de ARNm
unida al GapmeR. Suele ser bastante eficiente, llegando a romper el 80-95% de las moléculas
(Dias & Stein, 2002).

10 Nucleotides

S e <

o S Phosphorothioate 2'- Sugarjring Unmodified
jbio (PS) backbone I o modification O sugar ring
o)

Figura 3. Ejemplo de la estructura de un ASO tipo GapmeR (Tomada de DeVos & Miller, 2013).

Para introducir el GapmeR en el interior de la célula generalmente se usa la
lipofeccion que consiste en el empleo de lipidos para la formacion de liposomas cationicos
gue encapsulan los GapmeRs y son endocitados al interior celular. Una vez dentro de la

célula, se produce el escape del endosoma, liberando el GapmeR en el citoplasma.

El silenciamiento del ARNm de MED12 conlleva una disminucién de su traduccién

que podria detectarse mediante CLIC.
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OBIETIVOS E HIPOTESIS

Hipotesis
La lipofeccion con GapmeRs especificos dirigidos frente a ARNm del gen MED12 en

células en cultivo induce una disminucion tanto del transcrito como de la proteina, lo que se

puede cuantificar mediante PCR a tiempo real (JPCR) y el método de CLIC respectivamente.

Objetivos

En funcion de esta hipoétesis, el objetivo general del presente trabajo consiste en
cuantificar la disminucion de la proteina MED12 tras silenciar su transcrito. Para ello se

proponen los siguientes objetivos especificos:

- Silenciar la expresion del gen MED12 mediante lipofeccion con GapmeRs especificos
en células en cultivo primario de miometrio tras diferentes tiempos de incubacion.

- Determinar el silenciamiento de ARNm del gen MED12 mediante qPCR tras la
lipofeccion.

- Cuantificar la expresion de la proteina MED12 en células en cultivo tras la lipofeccién

mediante el método de CLIC.

10
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Material y Métodos

Descongelacion y subcultivo de células en placa

Las células que se utilizaron para trabajar provenian de cultivos primarios de
miometrio, previamente congeladas en N2 liquido. A la hora de realizar los cultivos 2D se ha
procedido a la descongelacion de las células. Para ello, se saco de N2 liquido una alicuota de 1
ml de las células congeladas e inmediatamente se incubé a 37°C hasta su completa
descongelacion. A continuacion, se afiadio gota a gota a un tubo de 15 ml, conteniendo 10 ml
de medio de DMEM conteniendo 10% de suero bovino y antibidticos (1% penicilina 'y 1%
estreptomicina), denominado medio completo (Sigma-Aldrich). La muestra se centrifugd 5
minutos a 250 x g y se elimind el sobrenadante. El sedimento celular se resuspendi6 en 1 ml
de medio completo y se afiadié a una placa de cultivo de 100 mm con el mismo medio
(volumen final de 10 ml). Las células, se incubaron a 37°C y 5% de CO, cambiando el

medio cada 3 dias. Las células usadas en este trabajo se encontraban entre el pase 1y 5.

Tras comprobar que las células habian crecido adecuadamente y alcanzaban una alta
confluencia, se elimind el medio y se lavé con PBS 1X (Phosphate-Buffer saline) y se incubd
durante 5-10 minutos con 1 ml de tripsina-EDTA 0,25% (Sigma-Aldrich) para levantar las
células de la placa. Se afiadieron 2 ml de medio completo para bloquear la tripsina y se pasé
toda la muestra a un tubo de 15 ml que se centrifugd durante 5 minutos a 250 x g. Se elimin6
el sobrenadante y se resuspendié el sedimento celular en 1 ml de medio completo. Para el
contaje de las células viables, a 10 pl de células se afiadieron 10 pl del colorante Tryplan Blue
y las células se analizaron al microscopio usando la cAmara Neubauer o hemocitomero. Para
la realizacion del CLIC y que las células estuvieran en torno al 60-80% de confluencia, se
afiadieron a cada pocillo 18.500-22.500 células en placas de 24 pocillos y un volumen final de
medio completo de 500 pl. Las células se incubaron a 37°C y 5% de CO> hasta el momento de

comenzar los experimentos.

Fijacion, bloqueo y permeabilizacion de células

Para fijar las células, a cada pocillo se eliminé el medio de cultivo y se afiadieron 500
ul de paraformaldehido al 4% (PanReac AppliChem) y se mantuvieron 45 min en agitacion a
temperatura ambiente (TA). Posteriormente, las células se lavaron 2 veces con 500 ul de TBS
1X (Tris-Buffer Saline) durante 8 minutos en agitacion a TA. Para bloquear las uniones
inespecificas del anticuerpo, las células se incubaron con 500 ul de TBS 1X conteniendo 5%

de albimina de suero bovino (Corning), 5% de suero bovino (Gibco™ Goat Serum) y 0,1%

11



MATERIAL Y METODOS

de Triton-X100 (Sigma-Aldrich) durante 1 hora en agitacion a TA. Finalmente, las células se

lavaron con 500 pul de TBS 1X durante 3 minutos por 4 veces, en agitador y TA.

Prueba de diluciones de anticuerpos secundarios
Para la correcta elaboracion del método CLIC se necesito optimizar las diluciones de
los anticuerpos a emplear, tanto primarios como secundarios. Es importante determinar la
dilucion 6ptima puesto que cantidades insuficientes podrian no ser Utiles para la deteccion de
la sefial, mientras que cantidades elevadas podrian conllevar uniones inespecificas y falsear
los resultados. Para ello, se prepar6é una placa de 24 fijando, bloqueando y permeabilizando
las células y se probaron las diluciones 1:10.000, 1:20.000, 1:40.000 y 1:60.000 para el
anticuerpo de cabra anti-conejo (Peroxidase-conjugated AffiniPure Goat anti-Rabbit 1gG
JAC-115-035-114) con tres réplicas de cada y las diluciones 1:5.000, 1:10.000, 1:20.000,
1:40.000, 1:60.000 y 1:70.000 del anticuerpo de cabra anti-raton (Peroxidase-conjugated
AffiniPure Goat anti-Mouse 1gG JAC-115-035-003) con dos réplicas de cada. Las diluciones
se dispusieron en los pocillos, asi como muestra la Figura 4. Para el revelado, tras 3 horas de
incubacién con las distintas concentraciones y tipos de anticuerpos secundarios conjugados
con HRP (peroxidasa de rabano picante), en agitador, se pasé a lavar 4 veces con TBS 1X
durante 3 minutos y se incub6 con 250 ul de sustrato quimioluminiscente ECL (SuperSignal
West Pico Chemiluminescent Substrate; Pierce) durante 4 minutos.
La placa se analizd con el sistema ChemiDoc™ XRS* (Bio-rad) y las iméagenes se
tomaron empleando la aplicacion “Chemi” Hi Resolution y marcando la opcién Image
Exposure, Signal Accumulation, tomando15 imagenes durante un total de 300 segundos (una

imagen cada 20 segundos).

Prueba de las diluciones de los anticuerpos secundarios.
18.500 células/pocillo
1 2 3 4 5 6
GAEHAEAE
Anticuerpo de cabra anti-conejo _|
conjugado con peroxidasa
(JAC-115-035-144) B @ @ @
C 1:10.000)(1:10.000
Anticuerpo de cabra anti-ratén _J
conjugado con peroxidasa
e D

Figura 4. Disposicion de las diluciones de los anticuerpos de cabra anti-conejo y de cabra anti-ratén en placa de 24

pocillos.
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Prueba de diluciones de anticuerpos primarios Anti-MED12 y Anti-GAPDH

También se quisieron optimizar las concentraciones de anticuerpos primarios anti-
MED12 y anti-GAPDH. Tras la preparacion de una placa de 24 se quisieron probar tres
diluciones del anticuerpo primario Abcam 70842 anti-MED12 (1:250, 1:500 y 1:750) y dos
diluciones del anticuerpo primario Mab5718-R&D Systems anti-GAPDH (1:50 y 1:100). En
cada pocillo se afiadieron 175 ul de TBS 1X con la correspondiente dilucion del anticuerpo y
se incubaron durante toda la noche en agitacion a 4°C.

Al dia siguiente, se lavo 4 veces durante 3 minutos por cada lavado con TBS 1X en
agitador a TA y se incubd durante 3 horas con 250 pl por pocillo de una dilucién 1:20.000
(optimizada mediante el anterior ensayo) de los correspondientes anticuerpos secundarios. La
placa se mantuvo en agitacion durante la incubacion. Posteriormente se afiadio el sustrato

quimioluminscente y se obtuvo la sefial tal y como se describid en el apartado anterior.

Prueba de eliminacién de anticuerpos primarios

Para normalizar la sefial obtenida de la proteina de interés, MED12, se quiso
cuantificar esta proteina y la de expresion constitutiva (GAPDH), en las mismas células, tal y
como propone Fisher et al., 2020. Ello evitaria variaciones entre pocillos en cuanto al niUmero
de células. Para ello, se realiz6 una prueba de eliminacién del anticuerpo primario anti-
MEDJ12 (stripping) para posteriormente detectar GAPDH en las mismas células.

Tras el revelado para la cuantificacion de la proteina MED12 se lavaron los pocillos 4
veces con 500 pl de TBS 1X durante 3 minutos y se incubd con 200 pl de la solucién Reblot
strong (Merck) dos veces por 20 minutos en agitador a TA. Para confirmar la eliminacién de
anticuerpos primarios, se afiadié el sustrato y se capturaron 15 imagenes durante 300
segundos de exposicion.

Al obtener sefial tras el ensayo, se intent6 repetir el experimento variando los tiempos y

temperaturas de incubacion:

- Dos incubaciones a 37° durante 30 minutos. Para eso se lavaron los pocillos 4 veces
por 3 minutos en agitacion, se incubo dos veces con la soluciéon Reblot 1X a 37°C en
agitacion durante 30 minutos. Sucesivamente se volvio a lavar de la misma manera e
incubar con ECL durante 4 minutos en agitador.

- Una incubacion a 4° durante toda la noche tras las anteriores incubaciones a 37°C. Se
volvié a lavar de la misma manera que en el caso anterior y se volvié a incubar con la

solucion Reblot 1X durante toda la noche a 4°C, en agitacion.
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Lipofeccion y eficiencia de transfeccion

Se siguio con la lipofeccion y el calculo de la eficiencia de transfeccion. Para el
silenciamiento de MED12 se emplearon dos productos distintos: Dharma FECT 1
Transfection Reagent (Cultek) y Lipofectamina 3000 (Invitrogen) siguiendo las
recomendaciones del fabricante. Se emplearon GapmeRs frente a MED12 (concentracion
final 50 nM) marcados con FAM, GapmeR control positivo frente a GAPDH (concentracion
final de 25 nM) también marcados con FAM y GapmeR control negativo (Scrambled SCR
con concentracion final de 25 nM) que no se une a ningin ARNm de la célula. Para realizar la
transfeccion, se prepar0 la mezcla para la formacion de los liposomas y por otro lado la
mezcla de cada uno de los GapmeRs. Tras incubar 5 minutos, la mezcla de GapmeR se afiade
a la del agente transfectante gota a gota evitando que toque las paredes del tubo. Se deja
reposar la mezcla 20 minutos y finalmente se afiade gota a gota en el pocillo de 24
conteniendo las células en un volumen final de 400 ul de DMEM sin suero. La placa se
incub6 a 37°C y 5% COso.

Tras 24 horas las células se levantaron de las placas que se muestran en las Figuras 5 y
6 con 3 réplicas técnica para cada uno de los experimentos (cada réplica correspondiente a un
pocillo). En total se realizaron 4 ensayos diferentes: células transfectadas con GapmeR frente
a MED12, células transfectadas con GapmeR frente a GAPDH, células control sin transfectar
para determinar la auto-fluorescencia celular y células no transfectadas para determinar la

muerte celular.

Transfeccion 24h Transfecciéon 24h

18.500 células/pocillo 18.500 células/pocillo
MEDI2 GAPDH NADA NADAIP
i ) i I}

L 1L 1 [

X
6 1 2 3 4

0000 N0 0000
¥ol0/00/00 Yololo000

(2}

O 1000000

Figuras 5-6. Distribucion de las diferentes condiciones en la placa para citometria. Por cada experimento empleamos tres

pocillos para conseguir el nimero de células adecuado para su deteccion con el citometro.

Las células se levantaron usando tripsina, se lavaron con PBS 1X y se mantuvieron

en hielo hasta su analisis en el citometro. Antes de analizar cada muestra, las células se
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incubaron para obtener una dilucién final de 1:1000 de yoduro de propidio (IP) durante 5
minutos en oscuridad, menos aquellas usadas para medir la auto-fluorescencia celular. En el
citometro se analizaron 50 pl de la suspension celular y se midieron entre 10.000 y 20.000
eventos por réplica. Las células se excitaron con laser verde (FL-1) y con l&ser rojo (FL-3)
para detectar la sefial con los fluoroforos. Los datos obtenidos se analizaron con el programa
Accuri Start Up.

gPCR para determinar silenciamiento a nivel de ARNm
Tambien se quiso determinar el porcentaje de silenciamiento a nivel de ARNm

mediante gPCR. Para ello, se siguieron los siguientes pasos:

Extraccion del ARN

A las 72 horas tras la transfeccion se extrajo el ARN de las células utilizando el kit
de extraccion de ARN Quick-RNA Microprep Kit (Zymo Research) y el ADN
gendmico residual se elimind incubando las muestras con DNasa | (Promega Corp.
Madison, W1, EE. UU.) siguiendo las instrucciones de los fabricantes.

Retrotranscripcion (RT-PCR)

Antes de realizar la retrotranscripcion, se afiadieron 2 pl de hexdmeros
aleatorios (5 uM, Roche) y 1 ul de Oligo-dT (2,5 uM, Jena) a los 11 ul de ARN (0,5
ug de ARN) de cada muestra y se desnaturalizaron a 65°C durante 5 minutos. Los
tubos se dejaron en hielo durante 5 minutos vy, tras ello, se afiadieron a cada tubo 11 pl
de la mezcla de retrotranscripcion consistente en 5 pl de tampén 5X, 1,25 pl de dNTPs
10 mM, 3,75 ul agua-DEPC y 1 ul (200 unidades) de M-MLV (Promega). A
continuacion, se desarrolld la retrotranscripcion con el siguiente perfil térmico: 5°-
65°C, 10°- 25°C, 60’- 50°C, 5’- 85°C. Una vez finalizada, se hizo una dilucién 1/12 de

cada muestra de ADN complementario (ADNCc).

PCR a tiempo real o cuantitativa (QPCR)

El ADNc obtenido se amplific6 mediante PCR a tiempo real o cuantitativa
(QPCR). Para ello, se empled el kit 2X gPCRBIO SyGreen Mix Lo-Rox
(PCRBiosystems London, UK) el cual contiene SYBR Green como agente
intercalante. En las placas de 384 pocillos se realizaron las reacciones en un volumen
final de 5 pl con una composicion de 2,5 pl de 2X gPCRBIO SyGreen Mix Lo-Rox,
0,125 pl (0,25 uM) de cada cebador y 2,25 pl de la dilucion 1/12 del ADNc. En este

experimento se realizaron tres réplicas técnicas por muestra de ADNCc.
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La gPCR se utilizd usando el termociclador LightCycler® 480 Il (Roche) con
el siguiente perfil térmico: 2’- 95°C (10-95°C, 20”-60°C; 30”- 72°C) x 40-45 ciclos.
Una vez finalizada la amplificacion, se comprobo la especificidad de las reacciones
mediante el andlisis de las curvas de fusion. Para normalizar los valores de Ct se
usaron 2 genes de expresion constitutiva o housekeeping: GNB2LI, que codifica para
las proteinas G de union a nucledtidos de guanina y RPL32, que codifica para la

proteina ribosomal 60S L32.

Analisis de los datos
Los datos de las placas se importaron al software de analisis de datos GenEx
ver. 6.1.1.550 (MultiD Analyzes AB). La media de los Cts de las tres replicas se usé
para calcular la expresion relativa de cada gen normalizando los niveles de expresion
con dos genes de referencia y calculando la expresion relativa con respecto al

Scrambled.

CLIC de MED12 para determinar silenciamiento a nivel de proteina

Para determinar el silenciamiento a nivel de proteina se emple6 el método del CLIC
para la cuantificacion de MED12 descrito previamente. Tras 48 y 72 horas de la transfeccion
las células se fijaron, bloguearon y se incubaron toda la noche a 4°C en agitacion con
anticuerpo primario de GAPDH y de MED12.

Esquema de la placa para la transfeccion, CLIC y normalizacién.

18.500 células/pocillo Ab.GAPDH Ab. MED12

1000000
o00000 "
‘o 00000 "
OO0}

Figura 7. Distribucion en la placa para realizar los ensayos de transfeccion, inmuno-quimioluminiscencia y normalizacion.

Al dia siguientes, las células se lavaron y se incubaron durante 3 horas con anticuerpo
secundario anti-raton para GAPDH y anti-conejo para MED12. Tras los lavados pertinentes,

se capturo la sefial de las células tras la incubacion con ECL.
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Para cuantificar la cantidad de proteina MED12 se analizaron los archivos de imagen
con Fiji/lmageJ. Primero se eligié un area de interés (AOI). ElI AOI utilizado era tipicamente
una seleccion circular de aproximadamente el 60% del tamafio del pocillo en la imagen,
colocada aproximadamente en el centro de cada pocillo para evitar los bordes de esto, ya que
provocan ruido y variabilidad en los ensayos basados en células, asi como propuesto por
Fisher et al., 2020.
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Resultados

Cultivo celular

Las células de los cultivos primarios de endometrio crecieron presentando una
morfologia estirada propia de células musculares, alcanzando una afluencia del 60% tras
subcultivar la placa con 18.500 células y del 80% cultivando con 22.500 células tras 24 horas
de incubacién a 37°C y 5% de CO>

Eficiencia de transfeccion

Para el estudio del silenciamiento de MED12, se midié mediante citometria deflujo la
eficiencia de transfeccion celular. Para eso, se empled el programa BD Accuri C6 Software,
se definieron los umbrales de autofluorescencia celular en el verde y en el rojo con las
muestras control y, marcando estos como ejes de coordenadas, pudimos calcular una
eficiencia de transfeccion a las 24 horas del 60-70%. Como se puede apreciar en la Figura 8,
en el cuadrante 2 observamos las células que presentan fluorescencia en verde (debido a la
incorporacion de GapmeR con FAM), pero no en el rojo (correspondiente a la incorporacion
de IP, que se une al ADN, pero solo es capaz de entrar a la célula cuando esta esté rota), es

decir, las células transfectadas y viables.

Eficiencia de transfeccion

[ Plot 3: AD7 MED12_1
GATE R1
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Figura 8. Grafico de puntos para el analisis de los resultados obtenidos a partir de las muestras analizadas en el citometro
de flujo de una de las réplicas de MED12. En los cuadrantes podemos observar las células no viables y transfectadas (I
cuadrante), las células viables y transfectadas (Il cuadrante), las células viables y no transfectadas (Il cuadrante) y las
células no viables y no transfectadas (IV cuadrante), dependiendo si se encuentran por encima o por debajo del umbral de

fluorescencia para el verde (eje y) o para el rojo (eje x).
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Silenciamiento a nivel de ARNm
El porcentaje de silenciamiento a nivel de ARNm de MED12, realizado con qPCR a

las 72 horas de la lipofeccion fue del 90,78% y se calculé con la siguiente formula:

1”Ct normalizado del tratamiento (MED12)"—"Ct normalizado del control (C-)"
100 — < > * 1 OO)

El valor del fold-change fue de 0,0922 (Figura 9).

Expresion de ARNm MED12

1,00
1,00
S 0,80
C s
B W Células no
? 060 silenciadas
=}
£ 0,40 m Células silenciadas
0,20 0,0922
0,00 [

Figura 9. Fold-change de ARNm de MED12, normalizado respecto al grupo control.

Silenciamiento a nivel de proteina
Para la cuantificacion de proteinas MED12, con el método CLIC, previamente se
obtuvieron los resultados sobre las diluciones de anticuerpos a utilizar con el fin de optimizar

la técnica para el estudio de MED12.

Diluciones de anticuerpos secundarios

Los resultados que se presentan a continuacion pertenecen al estudio de las
diluciones de anticuerpos secundarios. Tras la obtencion de las imagenes con el
transiluminador (Figura 10), se escogieron las diluciones que tuvieran una sefial
minima para reducir el ruido de fondo a la hora del analisis de las imagenes con el
Fiji/lmageJ. Se eligio la dilucion 1:20.000 para ambos anticuerpos secundarios.

A) w . - ~ - B)
1:5.000 1:5. 000 1:10. 000 1:10.000 1:20.000 1:20.000
/* /‘\ / 2N s N
N / \ N N
1:40.000 1:40.000 1:60.000 1:60.000 1:70.000 1:70.000

-

110000110000 110000 1:20.000 1:20.000 1:20.000

O@OO’

l40000 1:40.000 1:40.000 1:60.000 1:60.000 1:60.000

Figura 10. Iméagenes obtenidas con el transiluminador; A) diluciones del anticuerpo secundario de cabra anti-conejo (JAC-

115-035-003; B) diluciones del anticuerpo secundario de cabra anti-ratén (JAC-115-035-114).
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Diluciones de anticuerpos primarios

En cuanto a las diluciones de anticuerpos primarios se escogieron las que
presentaran sefial, pero sin saturarse e intentando dar preferencia a las méas diluidas
para reducir el coste de la técnica. Se eligio la dilucién 1:1000 para MED12 y 1:100
para GAPDH (Figura 11).

©COL

s 1500 1500  1:1.000  1:1.000  1:1.000 250 430 1:50 1100 1:100 1:100

] g
1:1.500 1:1.500 1:1.500 SinAb1¢ Sin Ab 12 Sin Ab 12 SinAb12  SinAb 12 Sin Ab 12

Figura 11. Imagenes obtenidas con el transiluminador; A) incubando con anticuerpo primario Abcam 70842 anti-MED12 y
sucesivamente con anticuerpo secundario anti-conejo; B) incubando con anticuerpo primario Mab5718-R&D Systems anti-

GAPDH y sucesivamente con anticuerpo secundario anti-ratdn.

Eliminacién de anticuerpos primarios

La eliminacion de anticuerpos primarios después de la medicién de los niveles
de MED12 para la normalizacién nos hubiera permitido volver a emplear las mismas
células y asi eliminar la posible variacién entre un pocillo y otro en cuanto al nimero
de células presentes. Sin embargo, tras los varios ensayos con la solucion Reblot Plus
Strong Antibody Stripping Solution (Merk) en concentracion 1X, la sefial seguia

presente (Figura 12).
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Figura 12. Imagenes obtenidas con el transiluminador tras la realizacion del stripping con Reblot 1X (Merk) A) con dos

~v

incubaciones de 20 minutos a temperatura ambiente; B) con dos incubaciones de 30 minutos a 37°C; C) con dos

incubaciones de 30 minutos a 37°C y dejandolo toda la noche a 4°C.

Con el primer ensayo la sefial seguia intensa (Figura 12.A). Incubando la placa
dos veces a 37°C durante 30 minutos la sefial disminuia levemente (Figura 12.B) y tras

volver a incubar la placa durante toda la noche a 4°C, aunque la sefial seguia
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disminuyendo se comprobé al microscopio que las calvas que se presentaban (Figura
12.C) eran debido a que las células se habian despegado de los pocillos. Para eso se

optd por realizar la normalizacién en pocillos distintos.

Cuantificacion de proteinas
La sefial que se obtuvo tras la realizacion del CLIC para la cuantificacion de la

proteina MED12 a las 48, 72 y 96 horas se observa en la Figura 13.

DOOOC
**¢¢

Figura 13. Deteccion quimioluminiscente por el método CLIC de las proteinas MED12 y GAPDH 48h (A), 72h (B) y 96h (C)
tras el silenciamiento génico de MED12. Las imagenes fueron obtenidas a los 155 segundos (A) y a los 30,7 segundos (B

y C) de exposicion, momentos en los que la sefial era apreciable sin saturacion excesiva de los bordes.

Porcentaje de proteina MED12

frente al control negativo
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Figura 14. Porcentaje de proteina MED12 detectadas en los tres tiempos de ensayo respecto a los porcentaje en

Porcentaje de proteina MED12

las células control (control negativo).

Se midié la densidad integral promedio eliminando el ruido de fondo y tras la
normalizacion de los datos, se ha podido observar un silenciamiento aproximado del 10% a
las 48 y 72 horas y del 4% a las 96 horas, asi como muestra la Figura 14. Se observa una

expresion a nivel de proteina menor a las 48 y 72 horas que a las 96 horas.
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En resumen, las células del cultivo primario de endometrio presentan alto
silenciamiento a nivel de ARNm y una disminucion leve de la cantidad de proteina. La
cuantificacion de MED12 con el método CLIC ha sido analizada y optimizada en especifico
para este ensayo, llegando a conocer las concentraciones de anticuerpos primarios y

secundarios a utilizar y realizando la normalizacion sin el empleo de la solucion de Reblot.
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Discusion

Los leiomiomas son tumores benignos que se presentan cada vez con mas frecuencia
en la poblacién (Mékinen et al., 2011), sin embargo, son poco estudiados. ElI empleo de
cultivos celulares primarios de miometrio en la investigacion, dedicado a futuros fines
farmacéuticos, desempefia un papel fundamental, ya que mantienen una notable fidelidad a las
caracteristicas intrinsecas de los tejidos en su entorno natural, obteniendo una representacion
mas precisa y fiable de la fisiologia y respuesta celular in situ (Dairkee et al., 2004), por lo
que probar en estos cultivos posible diana terapéutica se hace necesario, debido a que

actualmente la cirugia es el tratamiento principal.

Es por eso por lo que en este trabajo nos centramos en el gen MED12 como posible
diana terapéutica y se quiso estudiar como el silenciamiento de la expresion de este gen

podria ser clave para el estudio del comportamiento de los leiomiomas.

En primer lugar, en relacion con el silenciamiento del gen MED12, se observé una alta
disminucion en los niveles de ARNm, implicando un funcionamiento Optimo de la
transfeccion. Sin embargo, los niveles de la proteina MED12 no disminuyen como cabia
esperar. Esta falta de reduccion puede ser atribuida a diversas razones. Una posibilidad es que
la proteina MED12 tenga una vida media prolongada, lo que podria mantener la sefial de la
proteina estable y saturada durante el tiempo de estudio. Esta estabilidad proteica esta
relacionada con su papel esencial en la regulacion de la transcripcion génica, como se ha
sefialado en investigaciones anteriores (Gonzélez, C. G. et al., 2022). Ademas, hay que tener
en cuenta que, durante la incubacion, las células se siguen dividiendo tras la lipofeccion y

estas células no estaran silenciadas.

Otra explicaciéon plausible es que el anticuerpo primario policlonal utilizado para
detectar la proteina MED12 pueda unirse de manera inespecifica a otros epitopos, dificultando
la deteccion precisa de la disminucion real de la proteina. Ademaés, aunque la reduccién
observada en los niveles proteicos sea leve, es posible que esta cantidad sea suficiente para

tener un efecto bioldgico.

Considerando estos resultados, seria interesante replicar los experimentos utilizando
anticuerpos monoclonales especificos para MED12 y/o realizar estudios adicionales para

evaluar la estabilidad de la proteina. Estos enfoques podrian brindar una mayor precision en la
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deteccion de los cambios en los niveles proteicos y proporcionar una comprension mas

completa de los efectos del silenciamiento de MED12 en los cultivos celulares.

Por otra parte, en este estudio se emple6 el método CLIC para la cuantificacion de
proteinas, el cual presentd ventajas y desventajas. Este método permitié el uso de reactivos
comunes y equipos no altamente especializados, posibilitd la deteccion de proteinas de alto
peso molecular como es el caso de la proteina MED12 (280 kDa), a diferencia del Western
Blot, con un rango recomendado entre 10 kDa y 250 kDa y permitiendo un ensayo en células
enteras y sin desnaturalizacion de las proteinas, lo que puede conllevar la union de
anticuerpos a epitopos inespecificos. También, proporciona una sefial estable y libre de ruido
de fondo: a diferencia de técnicas como la inmunofluorescencia, en el CLIC no se detect6
fluorescencia de los reactivos, lo que contribuyd a una mayor precision de los resultados.
Ademas, se minimizd la manipulacion de las muestras, lo que permitidé aumentar la

reproducibilidad del ensayo.

Sin embargo, es importante tener en cuenta algunas consideraciones. La eleccién del
anticuerpo es crucial para una cuantificacion precisa de la proteina objetivo, ya que la
especificidad del anticuerpo evita uniones inespecificas y posibles falsos positivos. Es
necesario emplear agentes de blogueo y tiempos de incubacién adecuados para evitar uniones
no deseadas del anticuerpo. Ademas, las diluciones de los anticuerpos son altamente
concentradas, lo que puede requerir una cantidad elevada de estos reactivos y puede encarecer

desproporcionadamente la obtencién de resultados.

Comparando nuestros ensayos con los realizados por Fisher (2020), por un lado,
pudimos comprobar que la adicion del Triton-X100 al 0,01% en las diluciones de anticuerpos
no era eficiente en nuestros ensayos, ya que dafiaba a la integridad celular y eliminaba la sefial
detectada por el transiluminador. Por lo tanto, se opt6 por emplear este detergente solo en el

paso de permeabilizacion celular.

Por otro lado, en cuanto a la eliminacion de anticuerpos primarios para poder volver a
emplear las mismas células para la normalizacion y asi reducir un posible factor de error, las
pruebas con la solucion de Reblot no eliminaron los anticuerpos y, debido a la limitacion de
tiempo para este trabajo, se optd para emplear otros pocillos, teniendo presente la posible
variacion en el nimero de células. Como futuro ensayo, se propone probar con una solucién
de acido acético al 10% a distintos tiempos de incubacion y temperaturas. El &cido acético es

capaz de inactivar la enzima del anticuerpo secundario y volver a emplear las mismas células
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incubandolas con anticuerpos primarios anti-GAPDH y anticuerpos secundarios (de distinta
especie para evitar uniones no deseadas al anticuerpo primario anti-MED12) e incluyendo un
control para comprobar que las células no se vean afectadas por las incubaciones (Han et al.,
2020).

En resumen, a pesar de las consideraciones mencionadas, el método CLIC proporciona
una valiosa herramienta para la cuantificacion relativa de la proteina nuclear MED12. Su
aplicacion en futuros experimentos con anticuerpos monoclonales especificos y estudios
adicionales sobre la estabilidad de la proteina permitirdn una mayor comprension de los

efectos del silenciamiento de MED12 en los cultivos celulares.
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Conclusiones:

El silenciamiento del gen MED12 mediante lipofeccion con GapmeRs especificos muestra un

alto porcentaje de silenciamiento a nivel de ARNm.

El silenciamiento a nivel de proteina MED12 es menor al esperado en relacion al
silenciamiento a nivel de ARNm obtenido, lo que puede deberse a una inespecificidad del

anticuerpo.

El método CLIC es un método muy util para cuantificar proteinas en su conformacion
original, que permite emplear materiales comunes en un laboratorio y disminuir errores de
manipulacion. Sin embargo, las altas concentraciones de anticuerpos requeridos encarecen el

método.

Conclusions:

Silencing of the MED12 gene through lipofection with specific GapmeRs shows a high

percentage of mRNA silencing.

MEDA12 protein level silencing is lower than expected in relation to the mRNA-level silencing

achieved, which may be due to antibody nonspecificity.

The CLIC method is a very useful technique for quantifying proteins in their native
conformation, which allows the use of common laboratory materials and reduces handling
errors. However, the high concentrations of antibodies required can increase the cost of the

method.
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