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s Usasli

El estudio de los oncogenes tiene sran relevsancia en 1la -
actualidad, pues plantea la posibilidad de conocer las bases mole-
cularees del céncer.

El oncogene c-myc se ha encontrado involucrado en uns grsn =
variedad de procesos cancerosos; en lineas celuleres de pulmén -
(SCLC), colon (COLC 32C), estémago, neuroblastoma, retinoblastoma,
mama etc., se le'ha encontrado amplificedo; en linfomas y algunas
leucemias humanss y plasmacitomaes de ratdén se le ha encontrado -
t1anslocado (8:14, 2:8, 8:22).

En nuestro pals el céncer cervicouterino ocupa el primer -
luger de incidencia, principalmente en mujeres mayores de 40 afios
y multiparas, por lo que plantea un serio problema, pues en los -
préximos afos esta incidencia se incrementard de acuerdo al greado
de erradicacidén de enfe?medadea infecciosas, y al creciente ndmero
de mujeres en edad productiva \3U a 50 anos), sujetas a riesgos.

En nuestro laboratorio, y en colaboracién con el Centro iwédico
la Raza y el Centro Mé&dico Nacionel, hemos iniciado el estudio de
este oncogene a partir de muestras obtenides de tumores cervico -
uterinos primarios, con el objeto de detectar alteraciones en el
oncogene c-myc.

Le metodologia que hemos emplesdo implica: Aislamiento de DNA
tumoral, corte con enzimas de restricecién Eco RI e Hind III que -
nos den fragmentos de 12 y 13 Kb,, respectivamente, en donde se -
encuentra contenido c-myc, corrimiento electroforético en geles de
agarcsa al 0.%%, transferencia a filtros de nitrocelulosa por técni-

ca de Southern, hibridacién con una sonda c-myc (plésmido ilLM-Zta)

prevismenle preparada por marcaje radioactivo con 32p (Nick-Transla-
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tion), y autorradiografia.

Los recultecdos obtenidos a partir de 5 tumores estudiados -
indicen qgue €l oncogene c-myc se encuentrs alteradc en todos -
(100%); en todos los tumores se encontrd amplificacién .de 2 a 12
veces por genoma diploide) de c-myc; en cinco de los tumores se -
encontré tanto amplificacidén como resrreglos, apareciendo en dos
cesos presencia de pseudogenes, y s6lo en tres casos se observd -
Ynicemente amplificacién.

Los tipos histolégicos estudiados son: adenoescsanoso y epider-
moide, observéndose en este estudio ser el epidermoide ol wia fre-

cuente.



INT«ODUCCION:

La incidencia del céncer en la poblacién humana varfa zarcada-
mente en relscidn a la clese social, medio de vida y zonas geogré~
ficas. En la actualidad ocupe uno de los primeros cinco lugares
como causa de defuncién en paises desarrollados; en paises sub-
desarrollados este valor es mayor al 10% (lo).

E1l céncer ocurre principalmente en personas de eded productiva
(de 30 a 60); ceda afio més de 50,000 mexicanos mueren por esta -
enfermedad. Este cifra sumentara sl disminuir la mortalidad por-
enfermedades parasitarias y al aumentar el promedio de vida de 1la
poblacidén mexicana.

En NMéxico las estadisticas reportan que la mortalidad por -
neoplasias es del 11% (16)(14), donde el céncer cervicouterino -
ocupa el primer lugar (38), respecto a incidencia y mortalidad;
en otroe paises este carcinoma es poco frecuente y por lo tanto-
poco estudiado.

A nivel nacional (14), en su revisién de datos dd la Direccidn
General de Estadistica de la S.I.C. enconiraron que en 1970, de
un total de 407,848 cesos de céncer, correspondieron 41,454 al de
cuello uterino, o sea cerca del 10% del total. Entre 1965 y 1975
(38), reunieron 23,824 casos de céncer en el Centro Médico Nacio-
nal del I.M.S.S. en la Ciudad de Néxico, de loe cuales 8,907 fueron
de carcinoma cervicouterino, el mé&s frecuente. En Sonora,(57) -
encontraron que en 1973 la tsza de mortalidad para el céncer cervico-
uterino fue de 50.4 mientras que en toda la Repdblica fue de 52.9;
en smbos casos, este tumor tuvo el primér lugar en frecuencia con
1%.8 y 15.5 por ciento para Sonora y todo el pals, respectivemente.

En el Hospital del I.M.S.S. de Cd. Obregén, Sonorg en un -



trabejo reslizeco por !M.X. Piila Flores, encontraron gue catre 1.73
y 1979, 478 ceeos de cercinome cervicouterinoc contre 120 de céncer
de meuwa, el segundo en frecuencia (42)(12,,encontraron datos simila-
res, tento a nivel necional coxo en cada estedo de la Repihlice-
Mexicana, tras el estudio de las estadfstices vitales de certifica-
dos de defuncidn durente el aro 1577.12)(13%).

El cercinoma cervicouterino constituye un problema de graves
repercusiories necioneles, ; es une enfermeded que comparten los -
palses con atencidn médica insuficiente y marcade influencia de -
factores socioculturales ecdversos, que la ascen la neoplasisa --
maligna més frecuente en nuesgtro medio (57), y sin duda, nuestro
problers bésico en el canpo de le oncolosIa en nuestro pals, por
lo que concicderemos indispensable un conocimiento directo de este
enfermedad en nuestro medio, pera poder plenesr politicas de -
prevencién, disgnéstico y tretemiento, (42).

Los estudios epidemiolégicos atribuyen mdltiples causas & lo:
canceres humenos (3)(15), coco le exposicién e sustancias qufmices
cancerfgenas, a radiaciones y & virus. ILas anteriores causas, sctden
sobre el genotra celuler dendo una expresidn celular inaproniacda,
tal como se observa en el esquema 1.

Los mecenismos que controlan la proliferacién celuler, -
norcalmente no se conocen con precisidén s nivel moleculer, en -
tanto el crecimiento maligno se conoce zun menos (3).

Los descubrimientos modernoe en la investigacidn genética del
céncer, parecenofrecer una via para el entendimiento de los hechos
moleculeres que desencadenan el crecimiento irrestricto de las -
célulae malicnes (3). Cran cantidad de estos estudios estén enfoca-

dos hscia cl estudio de una de las posibles causas de esta enferme-



CRECIMIENTO Y
DESARROLLO NORMAL

EXPRESION
NOR

MUTAGENOS Y OTROS
——— _ _CARCINOGENOS.
(QUIMICOS, RADIACION
VIRUS, ETC.)
RETROVIRUS

CRECIMIENTO
CANCEROSO

£3(UEua 1. CUNCEPIO GuNw-CANC:ER



ded. La neturaleza de los eventos genéticos asociados con el -
céncer empieza a ser entendida. Recientemente, se han descibierto
alrededor de 26 proto-oncogenes, 19s cuales desempedan funciones
de grsn importancia para el crecimiento y diferenciacién de las
células (codificen pars factores de crecimiento, para receptores
de dichos factores, etc.).

En el aflo de 1978, M.S. Collett y R.L. Erikson en LEstados -
Unidos, demostreron que la carcinogénesis requerfa la expresidn
de un gene particular, en el caso de los sarcomas, el oncogene -
"grc", presente en el genoma del virus encontrado en estos tipos
de céncer, por P.E. Rous (1l>). El estesdo ceancerosc de las células
es, consecuencia directa de la actividsd de una protelna trans-
formante, producida por oncogenes.

Collett y Erikson también democetraron que el producto de =~
este gene, una protelna suplementaria entre los miles que hay en
una célula, puede hacer que ésta se haga neopldsice gracias a una
funcién particular; le de una proteincinasa, es decir, una enzime
que fosforila a otras protefnas, modificando profundamente su fun-
cién (5)(15)(2%,;. La activided trasformante es asignsda a una -
protelna codificada por uno o varios genesg, los oncogenes (8)(%5).

Haste el momento se han descubierto 2o oncogenes en tejidos
enimales (15), los cuales se presentan en la tabla I.

Los genes v-onc llevados por retrovirus se denominan medisnte
un codigo de tres letrss, que recuerdan el tumor de origen. Cada
uno ee llevado por virus distintos, lo que no excluye la existen-
cia de parentesco entre ellos.

En 19%2, en Cold Spring Harbor, U.S.A., Miller comunicé los

niveles de actividad de diversos genes del céncer en embriones de



Abreviacién

Src
Abl
Fps
Fes
Yes
Fms
Ros
Mos
Raf
Rel
ab=B
N-ras
H=-ras-1

H-ras=2
Ki=ras-1

Ki-ras-2
SIs

myc

myb
fos
bas

Ala

TABLA 1

Origen Virus

Virus de sarcoma de rous Rsv
( Pollo )

Virus de leucemia Abalson AMulv
( ratén )

Virus de sarcoma Fujinami
( Pollo )

Virus de sarcoma felino STTeSU
( gato

Virus del sarcoma Yamaguchi Y 73
( pollo )

Virus de sarcoma Mc Donough SM-IeSV
( gato )

virus de sarcoma Rochcistar-2 UR-2
( pollo )

Virus de sarcoma Moloney Mo-MSV
( ratén )

36 M - MSV 36M-MSV
(ratén)

Reticuloendo Teliosis
( péjaros)

Erythroblastosis
( Pé&jaros )

DNA Humano No Hay

virus de sarcoma de Haruay Ki-M5V

( rata y ratbn )

Virus de Sarcoma de Kirstan Ki-MSV
{ rata )

Virus de sarcoma de Simio Ssv

Virus de sarcoma Parodi-Irgens(gato)
Virus de Mielocitomatosis(pollo) MC29
Virus de carcinoma(pollo) MH2
Mielocitomatosis 15(pollo) 0K10
Virus de Mieloblastosis(pollo) AMV
Mieloblastosis / eritoblastosis E26

Virus de Osteosarcoma FBJ-MSV
( ratén )

Virus Sarcoma de ratdén balb
( ratén )

Virus de Sarcoma de mono
( monos )

Producto Cromosoma
Humano

P60 20

PSO qlq34)

P140

Gap95 15( q25-26)

P90

P170 « 5

P68

P37 8(g22)

P75 3

P64

P45

P21 14

P21 11 (p 14-1

(p 1j.1-15.3)

P29

P21 6
12(pli.l & a2a.2)

P28 22

P110 Hiq24)

100 p57/

P200

P30P44/ 3k 6(qrr-a)

P135

P3s 6

P21

Referencia

(43)
(40)
(40)
(23}
(an)
(40)
(a0}
$35)
{»0)
(40)

(a0)

(:7)

{7}
()

[ 35%)

()
| 261}
(a0}

(a0}



Abreviacién

L-myc
fgr
N-myc

V-Kit

Origen Virus Producto

Carcinoma de pulmén linea celular

NCI-H378 ( Humano )

Sarcoma felino Gardner-Rasheed GR-FeSV
( gato )

Retinoblastoma, neuroblastoma
{ Humano )

Fibrosarcoma felino HZ4-FeSV P80
( gato )

Crosoma
Hum ano

1P32
1P36.1-36.2

13 q 14

Referencia

(33)
(49)
(54)(29)

(4)



rats tomados de diferentes estacios de su desarrollo, ver esqueia 2,
concluyencéo que poesiblemente la funcién de estos genes cs neceseria
en los estadios embrionarios, donde no existe céiferenciscidn (1).

En el Nastional Csncer Institute (M.C.I.), demostraron que -
los oncogenes son una versidn altereda de genes normales, a los -
cueles llameron proto-oricogenes. Encontraron tewpién que un proto-
oncogene se activa, es decir da lugar el oncogene, por medio de
cuatrc mecanismos independientes: Mutacidn puntuel, rearregloc -
cromosdémico, amplificacidén del gene y activacidén retrovirsl (7)-
(22).

Los productos de los oncogenes difieren en su funcidn, -

existiendo variss clases, segin Hunter y colaboradores (25)1}

CLASE FUNCION ONCuGEh
I Tirosina proteina cinasa v-fes,v-fgr,v-fps
v-abl y v-ros.
I1 Protelnas que se unen s GTP c¢-ras, v-rac,
y Adenilato-Ciclasa (19)
11T Factores de Crecimiento c-sis.

Iv Proteines nucleares v-myc, C-myc.

Las células tumorales de pacientes con Linfome de Burkitt -
mostreron ciertas snormalidades cromosomsles, de las cuales la més
comin consiste en un cambio de segmentos entre los cromosowas 8 y
14 (26).

Hacia fines de 1982, diferentes grupos de trabajo encontraron
que una consecuencia de esta anormalidad es la translocacidn del

gene myc celular, de su posicién normal en el cromosoma 8 a una -
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aueva localizacién en los cromosomas 14 en la bdanda 32 en la -
region que contiene los Lenes que codificen pere producir lss cade-
nas pesadas de las inmunoglobulinas. Una trenelocscién siwilar -

fue tembién encontrada en células de un tumor anélogo, en el plasma-
citoma de ratén (22).

51 descubrimiento de que en varios tumores llevan consigo unsa
alteracién del oncogene c-myc atrajo un gran interés, lo que sugie-
re gue el oncogene esté directsmente involucrado en la etiologle
del tumor.

En 1983, se detectd$ un incremento en la expresién del oncogene
c-myc (aument6 en la trenscripcién), en células tumorales, acompafia-
do de una translocscidén cromosdmica, lo nue indiceaba que una trsns-
locacidn afecta la regulacién del oncogfene c-myc (34)(37,.

Le determinecién de ls secuencia nucleotfdica del oncogene -
c-myc (18), revela, que el primer exon, el cual consiste de més de
65C pores de bases, no codifics para orotefnas activas. Aun asi,-
la secuencia del primer exon se ha conservado no en su totalidad
filogenéticamente hablando, en contraste con lo encontrado usual-
mente pare segmentos de genes que no codifican, lo cual sugiere -
que el primer exdn sirve de alfuna meners en alguna funcién esen-
cisl. La funcién del primer exon puede ser el controlar la expre-
sién del gene myc. El primer exdn contiene un segmento de casi 70
pares de bases, el cual es homélogo a un segmento del segundo exon.
Estos segmentos pueden combinarse para formar una estructurs (tallo
y ese), la cual podrfa impedir la traduccién del RVA mensajeroc del
oncogene c-myc. La pérdida del primer exon puede dar lugar a un -
incremento de los productos del oncogene c-myc y un aumento en la

vide medis del IlNs menssjero de myc (18)(17).
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En estudios recientes (44), se observd el aumento de expresidn
de 1) oncogeres celuleres en 20 tumores diferentes encoutréndose
une mayor incidencia en el oncogene c-myc (Y34).

4s! mismo el grupo de Danuta éozbor y Carlo M. Croce (%), -
encontré la expresidén del oncogene c-myc amplificada en una de cin-
co lineas celulares de carcinomas humano (representando ¢l 20.). 4n
otros estudios se observo que el oncogene myc se encuentra amplifi-
caedo en diferentes canceres, como se observa en la tabla 1I,

Estudios més recientes, muestran que existe una combinaecién
de la amplificacién de c-myc y c-k-ras, acomparados por una activa-
cién por mutacién puntual de c-k-res en céncer humano de pulmén -
(51).

Para el estudio de los oncogenes se cuenta con técnicas de -
3iologie molecular ya establecidas (32). El oncogene se aisla a -
partir de muestras de DUNA humano obtenido de los tumores, el cusal
se digiere con enzimes de restriccidém pars poder separar el frag-
mento que contiene el oncogene, esquema 3.

Estos fragmentos se separan por electroforesis para luego ser
clonados en vehiculos tales como el plésmido pBR3%22 etec. (5). De
esta menera se conetruyen los plédsmidos hibridos, y @stos se intro-
ducen (trensformacién) a bacterias (p. ejem. Cepa Escherichia coli
C-600, Cepa E. coli HB-101 etc./, para su mejor menipulacién y uso
en experimentos de hibridizacién con DNA tumorsl, para la deterai-
nacién de las posibles alteraciones del oncogene (amplificacidn o
rearreglo cromosémico).

Para poder llevar a cabo éstas determinaciones, es necesario
tener las segurided de ester manejando el plésmido construide (y por

lo tanto el oncogene de interés). Para este efecto el Q.3.P. Rodolfo



ONCOGENE

C-myc

C-mye

C-myc

N-myc

N-myc

N-myc

L-myc

C-myc

TABLA 11: AMPLIFICACION DE ONCOGENE MYC HUMANO

TUMOR
Linea celular de leucemia promielocitica
HL-60 y tumor primario
Linea celular APUDoma, COLO 320

Lineas celulares de Carcinoma de pulmdn
en células pequefias ( aunantes )

Neuroblastoma primario ( Estadio 111 y
IV ) y lineas celulares de Neuroblastoma

Linea celular de Retinoblastoma, Y 79 y
Tumores primarios

Lineas celulares de carcinoma de pulmdn
en celulas pequefias y tumor

Linea celular de pulmon SCLC

Tumores primarios cervicouterinos ( Estadio 114 )

* Datos reportados en el pregente trabajo.

GRADO DE
AMPLIFICACION

40 X

5-30 X

5-1000 X

10-200 X

50 X

10-20 X

2-12 X

REFERENCIA

(q)

(1)

(31)

(45),(46),(6)

(6),(29)

(53)

(33)

€1
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Ocadiz Delgado, caracterizé el plésmido ilw-aba (donado por el -
Dr. Dominique Stehelin del Instituto Pasteur), el cual contiene un
fregmento del oncogene humano c-myc (primer exon) clonado en el -
vehfculo pBR322 pers utilizarlo cowo sonde marcada (32P), en 21 -
estudio de la amplificacién o rearreglo de este oncogene en muestras
tumoreles de céncer cervicouterino.

El empleo de estas técnicas especificas de gran sensibilidad,
nos permitirén hecer una valorscién a nivel molecular de los onco-
genes en células tumorsales.

Cabe mencionar que en México no se cuenta con este tipo de -
estudios siendo el presente trabajo, el inicio del anélisis de los
oncogenes de tumores malignos en el pafs, sin olvidar las colsbors-
ciones de : Q.B.P. Rodolfo Qcadiz Delgado, Q.3.P. lfauricio Salcedo
Vargas y el Biol. René Sauceda Lﬁpez, bajo asesorla del Dr. Patricio
Ceriglio Vidal del CINVuSTav, I.P.MN.

Il presente trabaja corresponde & un proyecto del CINVoSTAV-
UANL, con apoyo del Centro Mé&dico la Raza y Centro Médico Nacionel,

el cual tiene como objetivo general el de cuantificer la expresidn

y les alteraciones del oncogene c-myc en tumores cervicouterinos.



lu

UoJBTIVUS:

UBJLTIVO Guisdal Del PROYwClu:

Determinar y caracterizar el comportamiento de el oncogene
c-myc humano, que pudiese estar implicado en carcinowa cervicoute-
rino; esto podria llevarnos a la deteccién de un patrén anormal
(smplificacién o rearreglo del oncogene) en diferentes casos -

clinicos.

OBJETIVO PARTICULAR:
Determinar las posibles alteraciones del oncogene c-myc

humano en céncer cervicouterino.



MATERIALES Y moTCDOS:

I.- LAToHIAL:
l).- KATaKIAL oIOLUGICU:

=Cepe K12 de Egscherichia g¢oli, que contiene sl plésmido .iL.i—
Xbe (5.86 Kb.) donado por el Dr. Dominique Stehelin del Instituto
Pasteur (Lille, Francia).

Este plésmi?o confiere la resistencis a ampicilina y es =--
tetraciclina sensible, el pléesmido consiste en un fragmento del -
oncogene humano c-myc (5.5 Kb.), clonado en el vehiculo de clona-
c¢ién p 3R 322 (5). Adjunto con la cepa se tiene el mapa de restric-
cién, esquems 4, el cual fue caracterizado por el 3.3.P. Rodolfo
Océddiz Delgado.

Como se observe en el maps (esgquems 4); el plédsmido sélo.. ~
contiene la regién del primer exon (5.5 Kb.) del oncogene c-myc.
El vehiculo, pok 322 (4,3&1 Kb.), perdié un fragmento pequedio de
un poco més de 150 pares de bases =1 hacer la construccién, el -
sitio Xba I fue reconstituido, (informacién proporcionada por el
Dr. Dominique Stehelin por correspondencia).

La cepa crece bien en medio de cultivo Lurie, con ampicilina
a una concentracién de 50pg/ml, y se mantiene tanto en gelosa -~
especial (medio de conservacién a medio plezo 6 meses), asi como
en medio Luris-ampicilina en placa (resiembras semanales).

-yuestras de tejido de diferentes pacientes con céncer cervico-
uterino de aproximadamente 5g por muestra, asi como tejido sano.
Estas muestras fueen donadas por el Centro Médico la Raza y el -
Centro VMédico Nacional, por medio del Q.B.P. Miguel Cruz Lépez y

el Dr. Cerlos Cordillo respectivemente.
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-Mercador de peso molecular: Se utilizé el UNA del fago lambda
cortado con la enzima de restriccién Zipd III. =1 valor =n pares
de bases de cade una de las bandas que aparecen en los geles se -

describen en la siguiente tabla:

FRAGLENTO Kb DALTUMS
1 23.1 15%10°
2 G.4 v.12%X10°
3 6.5 4.26X10°
4 4.3 2.84x10°
5 2.3 1.51x10°
6 2.0 1.32x10°
7 0.5 0.37x10°

2).- MEDIOS D& CULTIVOU:

-Gelosa especial (medio de conservacién de cepas)

Base agar sangre 20g
Peptona 2.5g
Agar 15.5¢
Extracto de Carne l.5¢

Agregar agua destilada a 1 litro (esterilizar en autoclave)

-L B; L-8roth; Luria.

Bactotriptona 10¢
Extrecto de levadura S5g
Cloruro de Sodio 10g

Apua destileda a 1 litro (pH 7.0),(esterilizar en autoclave)
%).- SOLUCIONES:

-Acetato de Sodio 1 M.



-Acetato de potasio 5 ., pH 4.8

Acetato de potasio 9 ¥. o0ml
Acido acético glecial 11.5ml
Agua bidestilada 28.5ml

Ajustar a pli 4.8 con 4cido acético glacial.
-4dmpiciline.
2omg/ml en agua bidestilada, esterilizar por filtracién y
almacenar a -2o°c., concentracién de trabajo: 35-50ug/ml.
=3romuro de etidio (lOmg/ml).
Bromuro de etidio O.1lg
Agua bidestileada 10ml
Agiter veriss hores, almacenar en frascos &ubar a 4°C. Es un
acente mutagénico. User guantes y méscara pera trsabajarlo.
-Cloruro de Vagnesio 1 M.
-Cloranfenicol.
34mg/ml en etanol al 100%, almacenar a -20%.
-Cloruro de Sodio 2 M. y 0.Y%.
-Colorante 6X (indicador para seguir corrimiento en geles de
agarosa)
Azul de bromofenol 25%
Sacarosa en agua (peso-volumen) 40%
Almacensr a 4°C.
-DNA desnaturalizado de esperma de salmén.
DNA (Sigma tipo III de sal de sodio), en agua a 1Cmg/ml
Agitar de 2-4 horas a t°c. ambiente. Romper el DNA por
pesajes en jeringa. Hervir 10 minutos y guardar a -20°¢

en alicuotas.



-EDTA pH 8.0 ; 0.5 y 0.25 ¥,

~Formamide (desionizada):

Formamida 20ml

Resina de intercambio

iénico (Bio-Rad AG 501-X 8) 5¢

Agiter 3C minutos a temperatura embiente.
=Glucoss % M.
-LIqhaido de centelleo:

PPO (2,5 difeniloxazol) 58

POPOP (p-bis-(2=(5-feniloxazolil))-bengeno 0.3g
llevar a un litro con tolueno.

-Solucidén amortiguadora del marcador de peso molecular:

Tris-[IC1 (pH 8.0) 2 mM
EDTA 1 mM
NaCl 20 mM

-Solucidn amortiguadbra de lisis:

Trig-HC1l (pH 8.0) 20 mM
NetAcT 300 mM
EDTA 1 my

Ajustar a pH 7.5, almacenar a 4°C.

-Solucién amortipguadore para la enzima E¢o RI 10X:

Tris-ilCl (pH 8.0) 500 mM
Cloruro de Nagnesio 100 m¥
Cloruro de Sodio 500 mM
Ditiotreitol 10 mM

-Solucién amortiguadora de columna:
NaCl 150 mM

EDTA 10 mi

21



DU Col &
Tris=!IIC1 (pH 7,9) 50 m

-5o0lucién emortiguedora "Core-buffer" 1{X:

Tris-HCl (pH 8.0) 500 ml
Cloruro de lagnesio 100 md
Cloruro de Sodio 500 mM

Almacenar a -20°C.

-Solucidén pere prehibridacién:

Formamida 50 %
Sol. Denhart's 5 X
SSPE 5 X
SDs 0.1 %

DIkA de esperma de
Salmén 100 ug/ml

-Solucidédn pera hibridacién:

Formamida 50 %
Sol. Denhardt's 5 X
SSPE 5 %
SDS 0.1 %

DNA de esperma de
Salmén 100 pg/ml

DNA con alfa-(’2p)d CTP (1x107-1x10% cpm)
EDTA 0.01. M

-Solucién Denhardt's 50 X:

Ficoll 5¢g
Polivinilpirrolidona 5 g

Albdmina Bovina 5 g

Agua bidestilada a 500 ml

Esterilizar por filtracidén (filtro milipore 0.45 pm)



=-Solucién emortiguasdora ik \Trig-alia,:
Tris=HC1 (pH 7.5) 10 m
EDTA 1 mM
Ajustar a pi 7.5
=Solucién emortiguadora de corrida 1P (Tris-fosfatos-wDia):
Tris-fosfatos 0.08 X
EDTA 0.008 ¥
-Solucién desnaturalizedora:
NaCl 1.5 ¥
NaOH 0.5 ¥
-Solucién neutrelizadora:
Tris-HCl (pH €.0) 1m
NaCl 1.5 ¥
-Solucidén SSC (Citrato de sodio salino) 20 X:
YaCl 175.3 g
Citrato de Sodio 8é.2 F:4
Ajuster a pH 7.0 con NaQOH, aforar a 1 litro con agua.

-Solucién I, pera sislemiento de plésmido:

Clucosa 20 M
Tris-HCl (pH 8.0) 25 mM
EDTA 10 mM
Lisozima 5 mg/ml Agregar en el momento de usar.

-SSPE (Solucién salina fosfatos wDTA) 20 X:

NaCl 3.6 M
BDTA 20 mM

Ajuster a pil 7.4
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~-Goluciones para lavados de hibridacién:

Solucién I ool 20 50 ml
S5 108 25 ml
Solucidén II o5C 204 50 ml
<DS 10% 5> ml
Solucidn III SSC 20x 2.5 ml
SDS 10% 25 ml

Llevar en todoe los casos a 500 ml con agua bidestilada.
-Solucién 1I, pare aislemiento de plésmido:
NaOH 0.2 M
SDS 1%
-5DS (dodecil sulfato de sodio) &l 10
4) .- MATSRIAL ESPECIAL:
-Equipo para realizar la técnica de rompimiento y sustitucién
(Nick-Translation Kit, Amersham) (2).
Solucién l.- Solucién emortiguadora con nucledtidos.
Solucién 2.~ 30lucién enzimética (DVA polimerasa I y DNAsa I).
Solucién 3.- Solucidén acarreadora de LKA,
Solucién 4.- Solucidn de DNA estandar.
Solucién 5.- Agua desionizada.
-Bolsas de didlisis:
Sectrapor 0.29 mm. Calentar a ebullicién 10 minutos con bicarbo-
nato de sodio al 2 %; EDTA 1 mM, enjumgar. Esterilizar al auto-
clave, guarder a 4.
-Sephadex G-50:
Agregar amortiguador TE (pH 8.0), dejer a temperastura ambiente
toda la noche, 6 a 65°C de 1 & 2 hores, 6 al asutoclave 15 minu-

tos. Decantar el sobrenadante y reemplazar a un volumen igual
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de TE (pH 8.0), almacenar a 4°C en botella > tapén de rosca.
5).= ZNZIMAS:
- Eco BRI .~ Aislada de E, goli «f 13
Sitio de corte y secuencia
5¢ GiATiu 3!
30 CTTAAF 5

- Hind 1I1 .- Aisleda de Haemophilus influenzae id
Sitio de corte y secuencia
5' AaGUIT %0

3 TTCGAfd 5*

Nota: Una unidad de enzims de restriccién, es definida como -
la cantidad de enzima requerida para la completa digestién
de 1 pg de DNA del fago lambda en 60 minutos, a 37°C_y
a pH T.5.

- RNAsa .- Solucién patrén 1lOmg/ml en Tris-JICl 10 mM, pH 7.5;
NaCl 15 mM. Celentar a 100°C durante 15 minutos ¥y permitir
enfrier & temperatura ambiente., Guerdar alfcuotas a -20°C
Concentracién de trabajo: 50pg/ml.

-Lisozime .- Prepsrar en el momento de utilizar, a una concentra-
cién de 5mg/ml.

- Proteinasa K .~ Stock 20mg/ml en agua, almacenar a -20°C

concentracién de reaccién 450ug/ml.
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1I.,- kibSTUDUS:

1)."

C.sCLelon®O Do LA CoPA &, coli Y AMPLIFICACION DEL
PLASWIDO iiLN-ZXbs:

La bacteria Egcherichia c¢oli que contiene al plésmido '[Lk-Xba

es mantenida en placas de medio Lurie-ampicilina a 4°C; sieupre -

se trataje la ampicilina a una concentracién de 50 ug/ml.

BJ--

b).-

c).-

d)."

Tomar un inéculo de bacterias a partir de la pleca y sewbrar
en 25 ml de medio Luria con empicilina, e incubar a 379¢C en
agitacién constante (200 rpm), durante toda la noche (12 & -
16 horas).

Inocular con los 25 ml de cultivo del passo anterior, a un -
matraz conteniendo 1 litro de medio de cultivo Luris-ampicili-
na. Incubar a 37°C en egitacién constente durante 2., horas.
Agregar cloranfenicol a una concentracidén finael de 17C ug/ul,
para amplificacién del plésmido (esquems 5), incubar toda le
noche (12 a luv horas), a 3700, con agitacidn, (nunce se deke
exeder de 1lu hores).

Determinar crecimiento midiendo la densidad éptica i(OD) a -

©C0 nm. Congiderando que 1 ch = 8A108 cél/ml de cultivo.

00
Se realizaron dos modificaciones a esta técnica, por un lado

se obtuvo un cultivo de la misma forme que el anterior, pero sin

hacer amplificacién con cloranfenicol.

2)."'

AISLAMIENTO DEL PLASMIDO ilm-Xba, LISIs PUR ALCALL (32).

Pare obtener una eficiencia aceptable en el sislamiento del

pldsmido, es necesario no exceder los tiempos especificados y con-

servar el meteriel en frio.

8)0-

Centrifuger el cultivo obtenido anteriormente en jarras de -
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500 ml esteriles para rotor GS-3, centrifugsr a 7000 rpm -
durante 10 minutcs & 400, en una centr{fuga Sorvall u-5Ho,
Desechar el sobrenadante en uQ recipiente gque contengs hipoclo-
rito de sodio 30 % (v/v).

Resuspender el paquete en 20 ml de solucién I (ver soluciones).
Consiguiendo con eeto romper la pared celulsr (esquems v).
Pasar esta suspensién e un tubo LOKia de 150 ml, tapar el tubo
con parafilm, mezclar delicademente y dejar Y minutos a teumpe-
raturs ambiente.

Afladir 4C ml de solucién II (ver soluciones), recién prepsrads
y mezclar suavemente (observar la viscosidad de la solucidén),
dejer 10 minutos en hielo, (las célulss se rompen)(escuems o).
Afledir 30 ml de la solucién fria de acetato de potasio » I,-
tapar y mezclar suavemente de dos a cuatro veces, observar un
precipitado grueso de color blanco, dejar 10 minutos en hielo.
(precipitan los restos celulares y el oLo, menos el plésmido)
(esquemsa 6).

Centrifuger esta suspensién para separar el precipitado del -
sobrenadante, a 7000 rpm durante una hora a 4°C en un rotor
GSA, en una centrifuga Sorvall RC-5s.

Transferir el sobrenadante a tubos COREX de 150 ml, limpios

Yy esteriles.

Afladir 0.6 volumenes de isopropanol, tapar y mezclar por =
inversién,de jar 15 minutos a temperatura ambiente para pre--
cipitar el plésmido.

Centrifugar a 7000 rpm durante una hora a 1500, en una centri-

fuge Sorvall RC-58, no centrifugar a 4°C, porque esto ayuda

a la precipitacién de sales.
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Zliminar el sobrenasdente, laver con etsnol al 70 % y secar
al vacfo 16 horas e 4°C.

Resuspender el paguete en Y ml de solucién amortiguadora Ya
(ver soluciones), y guardar a 4°C.

PURIFICALCLION Dl PLASWIDU sliu-Xba (32).

Equilibrio en gradiente isopicnico de cloruro de cesio-bromuro

de etidio:

8).-

b).-

c)--

dJ--

e).-

f)o-

8)--
h).-'

Incubar el plésmido resuspendido en amortiguador Tk con -
illAse & una concentracién final de 50 ung/ml, durante 45 minu-
tos a 37°.

Disolver 30 g de cloruro de cesic en %5 ml de amortiguador -
TE.

Transferir con una jeringa estéril, la solucidén de cloruro de
cesio a un tubo de polialémero para el rotor VTi 50 de le -
ultracentrifuga Beckman L8-55.

Transferir el plésmido con une jeringa estéril, con aguje de
gran celibre (p. ej. 18 X 32). Este paso debe hacerse lenta-
mente para no romper el plésmido.

Afiadir 200 pl de bromuroc de etidio (RBet. 1lOmg/ml); UsAd GUaNTwo
ve AQUI EN ADELANTE,

Mezclar gentilmente por inversidén y cubrir al tubo de la luz.
Eliminer todag las burbujas, debido a que el tubo se pucde -
colapsar al ser centrifugado a alta velocidad. Ademés, para
evitar lo anterior, se agrega al final una capa de aceite -
mineral.

Balancear el tubo con un contrapeso y sellar el tubo sl calor.
Centrifugar en una ultracentrifuga 1L8-55 3eckman usando un -
rotor vertical de titanio VIi-50, a 45,000 rpm durante lo =~

horas & un rango de 15 a 259¢ a1 vacio y sin freno.
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Después de la.centrifugacién sacar el tubo con mucho cuidado
pera evitar deshecer el gradiente formado y observar contrea
una lémpara de UV de onda larga; comdnrtente se observan dos
bandes. Para colectar las bandas es necesario cortar la parte
superior del tubo y por puncién lateral (esquema 7), usando
una jeringa extraer lenteamente las bandas precentes por separa-
do.

Desechar el Tresto del tubo en un depdsito especial para cance-
rigenos.

Pare eliminar el bromuro de etidio en las muestras colectadas,
se hacen extracciones con alcohol isoamilico, un volumen, se
mezcla vigorosamente, y se centrifuga a 8000 rpm durante 1C
minutos a 15°C en un rotor 55-34.

Se elimina la fase superior (orgénica). Repetir este procedi-
miento de dos a cuatro veces hasta que desaparezca el color
rosa de la fase orgénica.

Dializar la fese acuosa contra amortiguador TE g 4°C, para
eliminar el cloruro de cesio, (hacer dos cambios de 2 litros
cada uno).

CONCENTRACION DuL PLASWIDO (32).

Agreger 2.5 volUmenes de etanol absoluto frio por cada ml.

de solucién, y ajustar a 100 mM de cloruro de sodio. Mezclar
gentilmente.

Dejar a -20°C durante toda la noche 6 a -70°C durante 40 -
minutos. _

centrifugar a 10,000 rpm durante 30 minutos en un rotor HB-4.
Resuspender el paquete en un minimo volumen de Ts (p. ej. 100-

200 pl). Hacer una dilucién 1:100 en TE a un volumen m{nimo -
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de 500 pl, y deterwminar la concentracidn en un espectrolotéme-
tro 3eckmen LL-T7 leyendo a 20C nm.

BXTRACCION bz Diva TULURAL (11,.

Cortar el tejido tumoral (céncer cervicouterino), aproximada-
mente 0.5 g.

Homorenizar el tejido, con una solucién de NaCl C.$ % en un
homogenizador tipo Potter, hasta disgregar lo més posible el
tejido.

Realizar varios lavados del tejido con MaCl 0.9 %, eproximada-
mente 3 ml por lavedo, para eliminar la mayor sangre posible.
Resuspender el tejido en solucién amortiguadora de lisis.
Afladir Proteinasa K y D5 a una concentracién final de 450ug/
ml y 0.2 % respectivamente.

Incubar a 37°C con agitacidn toda la noche (de 12 a 1t horas).
Realizer de 3 a 4 extracciones de protelnas agregando un volu-
men de Fenol-Cloroformo (l:1), se toma la fase superior acuos:
8in tocar la interfase.

Reelizar de 4 a 6 extracciones del fenol agregando un volumen
de éter etllico sesturado con agua. Deshechar la fese superior
(éter) y guerder la fase inferior.

Pare concentrar el DNA tumoral agregar 2.5 voldmenes de etanol
absoluto frio por cada mililitro de solucién, y ajustar a -
100 m¥ de Cloruro de sodio y mezclar gentilmente.

Dejar a -70% por 40 minutos o a -20°C toda la noche.
Centrifugar a 10,0CC rpm durante 20 minutos en un rotor do-4
Resuspender el paquete en TE (p. ej. 100 pl), hacer una dilu-
cién 1:100 6 1:20C y leer en un espectrofotdémetro 3eckman -~

W-7 a 260 nm y determinar la concentracién de DNA. Censideran-
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do que & 200 nm 1 OD = 50 pg/ml de DNs, y la relacién -

CD200/0D280: 1.8 se refiere e preparaciones puras de DNA(32),
6).~ LDIGESTICN LbL LUNA TUwORAL (32)(17).

Une vez determinada la concentracién de DNa tumoral digerir
con enzimas de restriccién ; Ego iI que da un fragmento de 1% Kb
donde se encuentra el oncogen (esquema 8), Hind I1I gque da un -
fragmento de 12 Kb donde se encuentra el oncogen (esquema 8).

Frocedimiento:

a).- Mezclar en el siguiente orden:

Solucién emortiguadore TE,

Solucidén amortigusdora para cads enzima.

DNA tumoral.

Enzima.

b).- Incubar a 37°C durante 16 horas, detener la reaccidén agregando
EDTA a una concentracién final de 2 mM.

c).- Agregar 4 pnl de colorante pars electroforésis (ver soluciones),
y 2 pl de glicerol al 30 %.

7)+~ ELECTROFORESIS LE DNA TUmOKAL DIGuRIDO CON ERZImAS LE
RESTRICCIUN i32).

Realizar la electroferesis en geles de agarosa horizontales
de 19 X 13 cm.

a).- Preparar un gel de agarosa al 0.9 %, disolviendo la sgarosa
por ebullicién en solucién amortiguadora de corrids TPu(ver
solucioneg), incubar a 50°C.

b).~ Preparar la camara de electroforesis niveldndola perfectamente
para que las muestras corran de manera recta. Colocer el -
peine con el nimero ce carriles deseados.

c).- Una vez que la temperatura de la agerosa es de 50°C agregar
18 pl (18 pg) de solucién patrén de bromuro de etidio, y -
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mezclar. Veciar la agarosa en la cémara y dejer gelificar.
Desprender con mucuo cuidado el pcine una vez gelificads la
agarosa (esquema Y). =
Llenar lentesmente el depésito con solucién amortigusdors TPD
de tal manere que sl finalizar, el nivel de la solucién sobre-
pase la superficie del gel (esquema 10).
Conectar las terminales de una fuente de poder (voltaje cons-
tente), a los electrodos como se muestra en (esquema 10).
Correr la electroforesis a 5C V. durante 16 horss, a tempera-
turas ambiente.
Observar el gel en un trasiluminacdor de U.V.; concluido el tiem-
po de corrids, y tomar fotos con une cédmara Polaroid wmP-4,
utilizendo pelfcula tipo 57 4S54 3000; Polsaroid.
analizar el gel con la foto obtenida de la siguiente maners:
i).- Graficar el corrimiento del marcador de peso molecular
colocando en las ebscisas los centimetros recorridos N
en las ordenadas el logeritmo del peso moleculsar en pares
de bases; esto nos permite estimar el peso molecular de
las bandas que se obtengan.
TRANSFERENCIA TIPO SOUTHEEN A FILTRO DE NITROCELULOSA DEL
DNA TULORAL (32)(47).

La transferencia se lleva & cabo por el principio de capilari-

Al gel se le da un tratamiento con solucién desnaturslizadora
(ver soluciones), durante una hora con agitacidén lenta.

Lavar el gel varias veces con agua bidestilada y poner en -
solucién neutralizadora (ver soluciones), durante unea hora,

con agitacidén lenta.



N
N\

<3
S N

ESQUsMA 9.

Solucidn Amortiguadora
de corrida

Ge! de Agarosa

ESQUEKA 10.

CAARA DE ELECTROFORLSIS

)



32

¢).- Colocer solucién amortiguadora <ot 10 X (ver soluciones), -
poner una place de nodo ce poder hacer un puente con papel -
Whatman 3 MM, humedecido prev%amente con solucién S5C 10 X.
Voltear el gel de sgarosa y colocarlo encima del papel -
Whatman 3 2. Eliminar todas les burbujas; cortar al gel su
parte supericr (arriba de los pozos), y una esquina de la -
parte inferior del gel como referencia.
Sumergir el filtro de nitrocelulose por 2 minutos en uns solu-
cién SSC 2 X.
Colocar cuidedosamente el filtro sobre el gel, eliminsr burbu-
Jas. Humedecer dos pespeles Whatmen 1 M en solucién SSC 2X y
colocerloes sobre el filtro, eliminar burbujas.
Colocer sobre el papel Whatmen 1 MM de » a 2 centlImetros de
altura de toallas de papel absorbente. Colocar une plscs sobre
las toellas y sobre ésta un peso de aproximadamente 500 g -
(esquema 11).
El objetivo es permitir que se forme un flujo de 1fquido del
tanque a través del gel y del filtro de nitrocelulosa, de tal
manera que los fragmentos de Dili sean elufdos del gel y deposi-
tados en el filtro de nitrocelulosa.
La transferencia se lleva a cabo de 18 a 20 horas. Despucs de
este tiempo secar el papel horneando dos horas a 80°C a1 -
vacio.

9).- MARCAJE DEL PLASMIDO HLM-Xba POK WICA TRASLATIUN PaRA
USABS. COMO SONDA RADIOACTIVA (41)(2).
La DNA polimerasa I de B. coli, aflade residuos nucleotidicos

en el extremo 3' el cual es creado cuendo una de las dos cadenss-

de la molécula de DNA es abierta. Ademés la enzima, por medio de
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su actividad exonucleassa, puede remover nuclebtidos del extremo -
5' de la ebertura.

La eliminacién de nucledétidos del extremo ' y la adicién -
secuencial de nucledtidos el extreéo 3', da como resultado el movi-
miento del rompimiento y sustitucidn (Nick Traslation) s lo laryo
del DNA. Reemplazando los nucleétidos preexistentes con nucledtidos
altemente radioactivos, es posible preparar DNA marcado con 32? -
con una alta ectividad especiIfica (%2,(41,.

a).- En un tubo Eppendorf siliconizado agregar en crden:
i)= Solucién de UNA (1 ug) 5-10 ul .
ii)- Solucién ANTP (nucledbtidos) 20 ul, y agitar.
iii)- Solucién {a1f5—32P}dCTP, 25=5C ul, y agitar.
iv)~ Solucién enzimética (DNAsa I pancreética y DNA pol. I)
10 pl, agiter suavemente.
V)= Llevar a un volumen final de 10C pl con agua desionizada.
Vi)- Incubar a 15°C durante 2.5 hores.
Vii)- Detener la reaccidén asgregendo 200 pl de EDTA C.25 i.
b).~ Hacer una filtracién en gel (esquema 12), empleando una colua-
na con Sephadex G-50, y una solucién amortigusdors d= colutnsa

(ver soluciones).

Al realizar la cromatografia se detectan dos zonas:

La primera que eluye, es el plédsmido marcado y ls segunda en

eluir son nucledtidos no incorporados, se colectan muestras

de 1 ml (10 gotas por minuto). Para determinar la actividad
especifica obtenida, tomar alfcuotas de 1 pl de cada muestrs
colectada y leer en un contador de liguido de centelleo.

Graficar nimero de muestras contra actividad especifics, las

muestras con los méximos valores de radioactividad del primer
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pico se junten (pool). Esta mezcle serd el materisl necesario
pera cdetectar rcnes especIficos (sonda radioactiva).

10) .- HIBRIDACION (32,.

Se explica graficamente en eéﬁuama 2 by

e).- Una vez que se ha transferido el DNA &l filtro de nitrocelulo-
sa, suwergir el filtro en una solucién SSC &X por Y minutos,
inmediatezmente colocar el papel humedecido en bolsas de plésti-
co (bolsas Seal-N-save).

b).- Agregar solucién prehibridadora (ver solucicnes), U.2 ml por
cada cu? de papel, eliminar lss burbujes presentes, secllar la
bolsa a calor, e incubar por 20 horas a 42% sumergida la -
bolasa en agua.

¢).~ Abrir la bolsa por una esquina, después de incubsar, elininer
toda la solucién prehibridadora y agregar shoras la solucién -
hibridadora (ver soluciones), 50 ul por cada cn® de papel, -
eliminar las burbujas presentes, sellar la bolsa a caslor e -
incubar durante 16-20 horas (32) e 4200, sumergida la bolsa
en agua.

d).- Después de la incubescién, abrir la bolsa por uns esquina y -
eliminar lo més posible de esta solucidén. Sacar con umucho -
cuidado el papel de la bonlsa y seguir los siguientes lavados:

-Solucién I (ver soluciones) por 5 minutos a temperatura
ambiente.

-Solucién II (ver soluciones) por 15 minutos a temperatura
ambiente.

-Solucién III (ver soluciones) por 2 horas y un cambio a 30
minutos a 68°C.

c).= Al termino de la incubacién, sacar el filtro de la solucién
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III y secsrlo entre dos papeles Whatmen 3 VMM, a temperature
ambiente. Después, envolver el filtro con uGaPaln, y some-
terlo a autorradiografia (esquema 14), usar pelfcula NUDANn -
(X-Omat-K) y cassette intenaiéicador KODAK (X-Omstic), a -
-7000, el tiempo depende de la actividad especifica usada -
(tabla IIT).

11).- «ICrOSCOPIA sLeCTRUNICAa Di mACROmOLECULAS, TsuliliA PaAwa

EXTENDIDO Dm ACILOS KUCLELCUS (28),

a).- Preparsr las rejillas cubriéndolas con parlodidn.

b).- Preparar la nipofase y colocarla en un recipiente de tefldn
hasta el borde.

¢).- Colocar un portasobjetos limpio en les hipofase que serdé la -
rampa.

d).- Agregar talco sobre la hipofase (opcional).

e).- Afladir entre 25 y 50 pl de hiperfase a la rampa, slrededor de
5 a 8 ml antes de la superficie de la hipofase. Agreger constan-
temente y permitir que corra despacio sobre la superficie de
la hipofase,

f).- Permitir que se extienda por unos 45-b0 segundoes.

g) .~ Coger la rejilla para presionar en un #éngulo conveniente.

Con mucho cuidado pero f{rmementa, tocar con la rejilla la -

h).
superficie del extendido, més o menos el didmetro de una reji-
lla de la base del portaobjetos.

i).- Tefiir la rejilla con acetato de uranilo 10K (10 ul de -
acetato de uranilo 10-2K en 10 ml de etsnol al Y0 %) durante
20 segundos.

j).- Colocar la rejilla en isopentano durante 1C segundos y dejar

secar a temperatura ambiente.
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TABLA III.

CONDICIONES D& AlSxiDI4acICN Pana
FILTKOS (SOUTHE:I)\32)

DNA kiv FILTInO alTivVival poFullificva CANTILAD TN (V]
o Db cpm/ug. (horas)
T 5 1460
Fragmentos de 10 10°-10"cpm 34
DNA clonadoa (0.01-0.1 ug)

(100 ng/frag.)

DNA total ' 10 1-5 X 107cpm 12-15
Eucariotico (0.1-0.5 ug)



k).~ Sormbrear con metal pesado Pt:Pd (30/20), soore una platina -
rotstorie (Jeol) & oC rpm , usendo un £ngulo de sombreedo -
menor de 10° por v minutos.

1).- Observar y fotografier la rejilla usando un wicroscopio -

electrénico Carl Zeiss YP4-54.



KESULTADGS :

I).- heSULTADUS biv BaPEalewlTCo PleLluINAnos:

1)- Crecimiento de la cepa K-12 de E, ¢oli conteniendo el pldsmido

2)-

)=

HLM-Xba, amplificacién y aiala&iento del plédsmido.

El crecimiento de la cepa, fue positfvo en medio Lurias-ampicili-
ne y negativo en medio con tetraciclina, es decir, ls cepa es
tetraciclina sensible, ampicilina resistente.

El crecimiento de la cepa se determindé por lecturas de Asooonm
con dos varientes, con amplificacién y sin amplificar (con cloran-
fenicol), observéndose los siguientes resultados.

Sin amplificar & 2.5 horas se tiene as6oo=0.4 (32X10?c61/m1);
después de 12 horas de crecimiento una A855070-9 {?2x107c61/m1).

7

Amplificsdo a 2.5 horas se tiene una As_ ..=0.4 (32X10'cél/ml),

600
(8in amplificar); después de 12 horas se observa una A3600=
0.6 (48x107cé1/m1). Como podemos observar, el cultivo amplifi-
cado presenté menor crecimiento, pero més adelante se observa
que tiene mayor cantidad de plésmido.

Purificacién del DNA plasmidico (Gradiente isopfcnico):

El patrén obtenido el realizar los gradientes de cloruro de -
cesio, fué como el que aparece en la literatura (32)(21).

Este resultado se presenta en la (figura 1).

La cantidad de DNA plasmlIdico obtenido a partir de los cultivos
amplificados y no amplificedos, asl como sus lecturas de As a
260 y 280 nm se muestira en la (tabla IV).

Microscopia electrénica del plésmido HLM-Xba (Sonda):

La muestra del plédsmido HLM-Xba, fue enviada a la Unidad de -

Microscopla electrénica en donde se desarrollé la técnica de

microscopfa electrénica de macromoléculas para visuelizar el-



TABLA IV,

RENDIWIENTO DEL DNA PLASKIDICO EN DIFERaNTES
CONDICIOKES DLm CULTIVO

- + s
TIPO DE CULTIVO A8y ABpgg Asyio/Aspg, CONCENTRACION
Amplificado 0.6 0.4 1.4 18Tug/750ul

No Amplificado 0.12 0.1 1.2 T75ug/T50ul

*Esta relacién da una estimacién de la pureza del &cido nucleico.



FUGURA 1. PURIFICACION DoL PLASKIDO iiLii-YXba.
GRADIENTE ISOPICNICO DE CLORURO DE CESI?.

Se lleva a cabo en una solucidn saturada de
05012 usando como colorante bromuro de etidio,

se centrifuga & 45,000 rpm. durante 16 horas.



plésmido; el resultado obtenido se muestra en la figura 2.
Al realizar lea medicidén en ls fotografia que corresponde al -
plésmido HLM-Xba con un curvimetro, dicho resultado correspon-
de efectivamente al plésmido en estudio (9.86 Kb).
El estudio se realizé con la ayuda del Biélogo Pedro Chévez
0., que es el encargado de la unidad de microscopias electrénica
del departamento de Genética y B. M.

4)- Extraccién de DNA tumoral:
Con respecto & esta parte se tuvo una alta eficiencia de extrac-
cién de DNA de tejido tumoral cervicouterino hunano.
Se tratéron 8 tumores (biopsias), obteniéndose en promedio uns
cantidad de 400 ug de DNA tumoral. Més adelsnte se dan las concen-
traciones obtenides de DNA pars cada caso.

5)- Digestién de DNA tumoral:
Se realizaron varias pruebas para determinar la cantidad de -
unidades de enzima por ug de DNA tumoral y el tiempo de diges-

tién de éstas, obteniéndose el siguiente resultado:

ENZILA UNIDADES POR ug DE TEnPERATURA TIwilPO
LNA

Ego RI S5u/ug 37°¢ 12 horas

Hind IIT 4u/ug 30-37°C 16 horas

Una vez estanderizadas estas condiciones fueron utilizadas para

los experimentos posteriores.

6)- Transferencia (tipo Southern) a filtros de Nitrocelulosa del

DNA tumoral:
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Al llevar a cabo la transferencia del DNA tumoral al filtro de
nitrocelulosa ege observé que usando solucién S3C 10X como =~
solucién de transferencia, existe mayor transferencia del DNA

tumoral (digerido con Eco RI e Hind III) sl filtro de nitro-

celulosa que cuando se usé solucidn SSC 6X.

lLa determinacién de mayor o menor transferencia del DNA en rela-
cién a le concentracién de SSC, se hizo con base en los resulta-
dos del gel ya transferido, al tefiir el gel con bromuro de eti-
dio (5 mg/ml) durante 15 minutos. Cuando se usé SSC ©X el gel
presenté algo de fluorescencia un 20% de la que se observa antes
de transferir, en tanto que cuando se usé SSC 10X no se observé
fluorescencia.

Otro factor que contribuyd a una transferencia 6ptima fue el-
tiempo de transferencia el cual fue el 6ptimo & las 20 horas.
Warcado del plésmido HLM-Xba. (Obtencién d= una sonda radiacti-
va):

Se realizd de acuerdo a la técnica descrita en métodos, y la
radiactividad obtenida fue de hasta 9x108 cpm por ug de DNA
plasmidico, lo cual corresponde & una alta activided ya& que se
reportan actividades especificas relativamente bajas como se

muestra en la tabla V.

TABLA V.
ACTIVIDAD ESPECIFICA
AUTOR SONDA ACT. ESPECIFICA REFERENCIA
Stehelin T. c-mye 2-5 X 10° (48)

Thes

ag P.S. DNA 2-4 X 10 (52)



ALTun SUNDA ACT, wmoSPuCIFiCA fersmeinCLa
Lee, ‘Wen-Hwa N-myc 259 & 108 (2%)
Denuta K. c-myc ~2 ¥ 108 (8)
Hayday A.C. c-myc 1-2 X 108 (24)

. X e
Parrs F. c-myc Y X 10 -

Para separar el DNA plasmidico de los nucledtidos no incorpo-
redos, as! como también comprobsr que la rediectivided se -
encontraba en el plésmido se sometid a una separacién en Sepra-
dex G-50.
Después de reslizer varios ensayos, se obtuvo un Sptimo de -
incorporacién como anteriormente se menciones, se incorpord el
80 % de marca radiactiva.

8)- Hibridacién:
Esta se realizdé conforme a la técnica sntes mencionzda, los -
resultados que se muestran més adelante demuestran une alts -
eficiencia de hibridacién de la sonda (HLM-Xba) con el oucoge-
ne c-myc del DNA tumoral.
Se realizaron estudios preliminares corriendo también sl plésmi-
do e hibridéndolo contra él1 mismo, observédndose un patrdén de
bandeo en la autorradiografia diferente a cuando se hibriddé -
con DNA tumoral; de ésto concluimos que lo que se detecta es -
el oncogene y que en caso de contaminacién con plésmido en el
gel se detecte fé&cilmente. Por esta razén en los resultados que
se presentan més adelante no hay ningin control de hibridacién,

de plésmido contra plésmido.
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II).- RiSULTADOS (ALTmiACION Dal CGNCOGuin c-~myc & Calluwic
CLRVICOUTERING, :

Respecto a estos resultados que son los més importantes de
estes tesis se precentan:; Tomesndo en cuenta las caracteristicass =
clinicas del donador y el procedimiento realizedo para cada ca-
80:

BaPeRLnENTO I,
i)- Caso 1.

Tumor cervicouterino nidmero (4):

Nombre: Rico Cerrero Consuelo. Fecha: 25/11/85.

a)- Datos ClInicos:
Edad 46 aflos, Céncer cervicouterino epidermoide estadio
II 3. Abundante tejido necrético, inflamacidn agude, foco
microscépico de carcinoma epidermoide poco diferenciado,
invesor. Metaplasia escamosa endocervical. Carcinoma con
metastasis.

b)- Extraccién de DNA:
Ceantidad de tejido: 0.4g
Concentracién de DNA: 140 ug/l00 ul
Relacién 59260/35280‘ 1.8

c)- Restriccién del DNA:
DNA usado: 10 ug
Enzima de restriccién: Hind III
Unidades usadas: 4 u/ug

ii)- Caso 2.
Tumor cervicouterino ndmero (5):

Nombre: Miranda Pelcastre 3rigida. Fecha: 7/11/85.



S0
e)- Datos Clinicos:
Edad 49 afios, Céncer cervicouterino adenoescamoso estadio
IV. Sangrado transvaginal escaso, lesién exofitica -4 cm,
carcinoma adenoescamoso invasor, carcinoma con metastasis.
b)- Extreccién de DNA:
Cantidad de tejido: 0.5 g
Concentracién de DNA: 145.8 ug/400 ul.
Relacién 35260/13280: 1.7
c)- Restriccién del DNA:
DNA usado: 10 ug
Enzima de restriccidén: Hind III
Unidades usadas: 4 u/ug
iii)- Caso 3.
Tumor cervicouterino ndmero (%4):
Nombre: Serrano Dominguez Elena. Fecha: 1/11/85.
a)- Datos Clinicos:
Edad 58 afios, Céncer cervicouterino epidermoide estadio
ITIB. Cercinoma poco diferenciado de células grandes no
queratinizente invasor, sale de pelvis.
b)- Extraccién de DNA:
Cantidad de tejido: 0.49 g
Concentracién de DNA: 350 ug/250 ul
Relacidn As,;o/A85gn3 1.78
c)- Restriccién del DNA:
DHA usado: 10 ug
Enzima de restriccién: Hind III
Unidades usadas: 4 u/ug



iv)=- Caso 4.
Tumor cervicouterino ndmero (2Y):
Nombre: Arizmendi Ana Maria. Fecha: 18/T1/85.
a)- Datos Clfnicos:
Edad 49 afios, Céncer cervicouterino epidermoide estadio
III B. De b afos de evolucién, lesién exofitica que -
ocupa todo el cérvix, invade tercio inferior de vagina
Yy peramétrios fijos, esale el carcinome de pelvis células
grendes, invasor.
b)- Extraccién de DNA:
Cantidad de tejido: 0.49 g
Concentracién de DNA: 420 ug/4C0 ul
Relacién £°260/38280= 1.7
c)- Restriccién del DNA:
DNA usado: 10 ug
Enzima de restriccién: Hind ITI
Unidades usadas: 4 u/ug
Vv)- DNA control de tejido normel.
Una vez conocida la concentracién de el DNA de las diferentes
muestrae se procedid a correr la electroforésis bajo las condi-
ciones descritas en la metodologla. Para determinar el peso mo-
leculer se utilizé el DNA del fago lambda tratado con Hind III
el cual se corrid en el mismo gel paralelsmente con las muestras
de DNA tumoral figura 3.
Terminada la electroforésis el DNA se transfirié a filtro de
nitrocelulosa siguiendo las condiciones descritas en material

y metodos.

Una vez iransferido €l DNA a filtro de nitrocelulosa se hibridé



Electroforesis del DNA de los tumores cervico-

uterino (C,, C., C,,, C,s), y tejido normal,

digeridos con Hind II.

FIGURA 3,
La electroforesis se realiza en geles de agarosa -
horizontales & una concentracién de 0.9 % en solu-
cién smortiguadore TPE con 18 ug de bromuro de etidio,
las muestras se corren a 50 V durante 16 horas a tempe-

ratura ambiente.
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usando una actividad especifica para este caso de 2X108cpm.

Una vez hibridado el DVA que se encuentra en el filtro con -
la sonda, se realizé la sutorradiografia.

En la figura 4, se presentan los resultados obtenidos en la
autorradiografia. Se pueden observar las bandas que corresponden
al sitio del DNA tumoral en el que la sonda hibridé.

En algunos casos, como el 04, 05, 034 y 029 se observa una -
banda més intensa, lo cual nos indica una amplificacién del onco-
gene, pero también se observa un desplazamiento de las bandas a -
(9 Kb), en caso de Cyqr C5 ¥ 034 con respecto a la banda de (12 Kb),
que en el caso de 029 se mantuvo, lo que quiere decir que éste solo
estd amplificado y que en los otros casos estén tanto smplificados
como rearreglados.

Para corroborar ésto y determinar el grado de amplificacién -
se corrio un Scan (barrido), a la autorradiografia a una OD560 en
un espectrofotémetro Beckman DU-7, observéndose lo que se muestra
en la figura 5. Por este método y calculando el 4rea bajo la curva,

ge determiné el grado de amplificacidén, el cual se muestra en la

tabla VI.
TABLA VI
TUKOR CERVICOUTERINO AMPLIFICACION DATOS CUANTITATIVOS
Cy 4X 26.67
05 X 46.70
034 2X 1%.40

Cog 3X 20.15
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Rutorradiografia del DNA digerido con Hind I,
de los tumores cervico-uterino (Cs, Cs, Cagy
Coe. y teiido normai.

FIGURA 4.
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FIGURA 5,
A la autorradiografia se le somete a una densi-
tometria en un espectrofotémetro, leyendo a 560

nm con fuente de luz visible a 10 lecturas por

m-
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2XPERInENTO II,
i)- Caso 5.
Tumor cervicouterino ndwero (U):
Nombre: Lopéz Padilla Juana. Fecha: 13/11/85.
a)- Datos ClInicos:
Edad 62 afios, Céncer cervicouterino epidermoide estadio -
II1I B. Carcinoma invasor moderadamente diferenciado quera-
tinizente de célulss grandes, sale el carcinoma de pelvis.
b)- Extraccién de DNA:
Cantidad de tejido: 0.5 g
Concentracién de DNA: 320 ug/200 ul
Relacién 33200/A5280‘ 1.7
c)- Restriccién del DNA:
DNA usado: 10 ug
Enzimas de restriccién: Eco RI, Hind III
Unidades usadas: 5 u/ug y 4 u/ug respectivamente.
ii)- Caso 6.
Tumor cervicouterino nimero (46):
Nombre: Argullo Gonzales Cleotilde. Fecha: 14/11/85.
a)- Detos ClInicos:
Edad 55 afios, Céncer cervicouterino adenoescamoso estadio
ITI A. Carcinoma poco diferenciado queratinizante de células
grandes.
b)- Extraccién de DNA:
Cantidad de tejido: 0.19 g
Concentracién de DNA: 350 ug/250 ul
Relacién A3260/A5280: 1.8
¢)- Restriccién del DNA:
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DNA usado: 10 ug

Enzimas de restriccién: Eco RI, Hdind 1II

Unidades usadss: 5 u/ug y 4 u/ug respectivamente.
iii)= DNA control de tejido normel.

Una vez conocida la concentracién de el DNA de las diferentes
muestras se corrié la electrotorésis bajo las condiciones descritas
en metodos. Para determinar el peso molecular se utilizé el DNA del
fago lambda tratddo con Hind III el cual se corrid en el mismo gel
(figura 6).

Terminada la electroforésis el DNA se transfirid al filtro de
nitrocelulosa siguiendo las condiciones descritss en metodologia.

Una vez transferido el DNA a filtro de nitrocelulose se hibridé
usando una actividad especifica para este caso de 2.62X108cpm.

Una vez hibridado el DNA que se encuentra en el filtro con -
la sonda se realizé la autorradiografia.

En la figura 7, se presentan lo resultados obtenidos en la -
sutorradiografia.

Se puede observar las bandas que corresponden al sitio dél -
DNA tumorel en el que la sonda hibridé.

Tanto para el caso 09 como para el 046 se observan las bandas

esperadas de 13 Kb para Eco RI y de 12 Kb para Hind III, lo cual

nos indica que no hay rearreglo del oncogene, pero se observan
amplificados respecto al normal.

Para corroborar ésto y determinar el grado de amplificacidn,
se corrié un Scan (barrido), a la autorradiografia a una 0D560 -

en un espectrofotémetro Beckman DU-T.

A continuacién se muestran los Scan comparativos para el

frogmento de 13 Kb, Eco RI (figura 8), y el fragmento de 12 Kb
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Electroforesis del DNA de los tumores cervico uterino
Co Cag Y tejide normal digeridos con Eco RI y Hind I

FIGURA 6.
La electroforesis se realiza en geles de agarosa -
horizontales a una concentracidn de 0.9 % en solu-
cién amortiguadora TPE con 18 ug de bromuro de etidio,

les muestras se corren a 50 V durante 16 horas a tempe-

ratura ambiente.
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Autorradiografia del DNA digerido con enzimas
de restriccidn (EcoRI e HindII), de los
tumores cérvico-uterino (C,y C..), y tejido

normal .

FUGURA 7.



Hind II1 (figura 9).

Por este método y calculando el 4rea bajo las curva para cada
caso, se determiné el grado de amplificacidén, el cual se auesirs en

la tabla V1I.

TASLA VII,
TUKOR CERVICOUTERINO AWPLIFICACION DATOS CUANTITATIVOS
09 2x 10.30
4X 22.6

C46
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l.- Pico que detecta a la banda de 13 Kb en la sutorradio-
grafia, comparacién de c-myc entre los tumores C. y Caor
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FIGURA 9,

2.~ Pico que detecta a la banda de 12 Kb en la autorradio-
grafia, comparacién de c-myc entre los tumores Cq y Cyq-
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i)- Caso 7.

Tuzmor cervicouterino ndmero (37):

Nombre: Solis Didz Isabel. Fecha: 1/I1/85

a)-

b)-

c)=

Datos Clinicos:

Eded 71 anos, Céncer cervicouterino epidermoide e¢stadio -
I1T B. Lesién exofitica necrética, carcinoma moderadamente
diferenciado invasor de célules grandes, carcinoma nmetasta-
eico.

Extraccién de DNA:

Cantidad de tejido: 0.37 g.

Concentracién de DNA: 35C ug/250 ul

Relacién A3260/£8280: 1.75

Restriccién del DNA:

DNA usado: 10 ug

Enzimes de restriccién: Eco RI, Hind III

Unidades usadas: 5 u /ug y 4 u/ug respectivamente,

ii)- Caso 8.

Tumor cervicouterino ndmero (35):

Nombre: Maldonado Rico Maria. Fecha: 29/I/85

a)- Datos Clinicos:

Edad 38 afios, Céncer cervicouterino epidermoide estadio -
II B. Carcinoma invasor, de células grandes no querastini-
zentes medianamente diferenciado. En una segunda biopsia:
carcinoma adenoescamosc inmeduro invasor, abarca todo el

cervix con predominio en labio inferior.

b)- Extraccién de DNA:
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Centidad de tejido: 0.52 g
Concentrecién de DNA: 105.¢ ug/l0C ul
Relacién ASy/ASygh: 1479
c)- Restriccién del DNA:
DNA usado: 10 ug
Enzimes de restriccién Eco RI, Hind ill
Unidades usadas: 5 u/ug y 4 u/ug respectivamente.
iii)- DNA control, tejido normeal.

Une vez conocida la concentracién del DNA de las diferentes
muestras, se corrid la electroforesis bajo lss condiciones descritas
en la metobologia. Para determinar el peso molecular se utilizd -
el DNA del fego lambda tratado con Hind 1ii, el cual se corrié en
el mismo gel (figuras 10).

Una vez terminada la electroforesis, el gel se prepara para
la transferencia del DNA al filtro de nitrocelulosa siguiendo las
condiciones descrites en la metodologla.

Después de la transferencia se procedid a la hibridacién -
usando una sctividad especifica para £ste caso de 3}(10T cpm.

Una vez hibridado el DNA que se encuentra en el filtro de -
nitroceluloss se realizé la autorradiografia siguiendo la técnica
descrita en metodologfa.

En la figura 11, se presentan los resultados obtenidoa de 1ls
autorradiografia. Se puede observar las bandas que corresponden al
gitio del DNA tumoral en el que la sonda hibridé.

Se puede observer que se experimento en particular un ndmero
de bandas mayor que para los experimentos anteriores y no asi para

el tejido normal el cual presenta el pairén de bandeo esperado 13

Kb pare Eco RI y 12 Kb pera Hind III.
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Flectroforesis del DNA de los tumores cervico uterino

C37Cas y tejido normal digeridos con Eco Rl y Hind I

FIGURA 10.

La electroforesis se realiza en geles de agarosa
horizontales a una concentracién de 0.9 % en solu-
cién amortiguadora TPE con 18 ug de bromuro de etidio,

les muestras se corren a 50 V durante 16 horas a

temperatura ambiente.
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Reslizando un anélisis a primera vista se observé lo siguien-

Para el caso cuando se digirig el DNA tumoral con la enzima
Eco RI: Se observa la banda de 13 Kb esperada més el rearreglo
a 9 Kb.

Pars el caso cuando se digiere el DNA tumoral con Hind I1I1 se
observa, la presencia de la banda esperadas de 12 Kb y aparte
una banda de 9.4 Kb, muy parecida a la encontrada en experi-
mentos anteriores.

Para el caso cuando se digiere el DNA tumoral con dos enzimas
Eco RI e Hind III a la véz, se observa la presencia tembién

de dos basndas en vez de una, la primer basnda corresponde & -~
13 Kb como en el corte con Eco RI sola, y también el fragmen-
to de 9.4 Kb como en el caso del corte con Hind I1.I sola.

Algo importante en este caso, que se debe hacer notar es la -
presencia de dos bandas que aparecen constantes independiente-
mente del tratsmiento de la muestra, las bandas de ( y 4.8 -
Kb.

Por dltimo, se hace notar que el patrén de bandeo es igual -
para loe tumores analizados 037 y 035, y algo tembién importan-
te es el patrén de comparacién con el DNA normal en el cual se
observa que aunque se corrié bajo las mismas condiciones que
las otras muestras no presenta mds que una banda, la esperads
13 Kb para Eco RI y 12 Kb para Hind III.

Para corroborar ésto y determinar el grado de eamplificacién
del oncogene se corrié un Scan (barrido), a la autorradiografia

leyendo cada carril a una 0D560 en un espectrofotémetro 3Beckman
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DU-7.

En la figura 12 se observa el Scan correspondiente al -
fragmento de 13 Kb, corte con Eco RI. En éste se observan cuatro
picos, correspondientes a las cuatro bandas observadas en la -
eutorradiografia, el primer pico para 037 y 035 corresponden al
pico esperado en 13 Kb, luego el pico més alto correspondiente al
fragmento de 9 Kb y por dltimo dos pequefios picos correspondientes
a las bandas de © y 4.8 Kb. Junto con esta figura 12 se muestra
una tabla con el grado de emplificacién de cada pico.

En la figura 13, ce observa el Scan correspondiente al frag-
mento de 12 Kb, corte con Hind III1. A éste, al igual que el ante-
rior se observan picos correspondientes s las cuatro bandas.
Observéndose que el primer pico corresponde al fragmento esperado
de 12 Kb para los doe casos 03? y 035.

Se observa, &l igual que en el csso anterior, que el segundo
pico es el més alto y corresponde a la banda de 9.4 Kb, y los picos
de los fragmentos de 6 y 4.8 Kb, junto con la figura 13 se muestra
una tabla con el grado de amplificacién de cada pico.

En la figura 14, se observa el Scan correspondiente al fragmen-
to producido por la digestidén con Ego RI e Hipnd III a la vez ( se
esperaba un fragmento de 7 Kb). En éste caso como en todos los de
éste experimento se observan cuatro picos, los cuales corresponden
a les bandas de 13, 9.4, 6 y 4.8 Kb. Observéndose al igusl que en
los casos anieriores que se repite en el mismo orden el tamafio del
pico. Junto con la figura 14 =< muestra una tabla con el grado de
emplificacién de cade pico.

Después de terminado este andlisis se comparsron los resulta-

dos de los diferentes casos y se presentan en la tabla VIII.
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TABLA VIl

ESTADIO

1118

1118

1118

TIPO HISTOLOG! C{

EP1DERMOI DE

ADENQESCAMOSC

EPIDERMOIDE

EPIDERMOIDE

EPIDERMOIDE

ADENOESCAMCSO

EPIDERMOIDE

ADENOESCAMOSO

EDAD

L6

L9

58

55

71

55

AMPLIFICACION REARKEGLO

L X +
7X +
2 X -
3 X -
2 X +
10 X +
12 X +
4 X -
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DISCUSION:

icespecto a los resultados anteriores, se analizaron por cada
experimento observandose 1o siguiente;

Para extraccidn y purificacién de pldsmido se obtuuieron las
concentraciones sun més altas que las reportadas en la bibliografia
(21); respecto a la purificacién, el plésmido HLNV-Xba se obt.v> -
puro.

Respecto a la microscopia electrdénica fu& una herramienta -
pares corroborar junto con el trabajo de caracterizacién por enzimas
de restriccidédn reelizedo por el Q.3.P. Rodolfo Ocadiz D., que se
contaba contsbe con la sonda adecuada para &stos experimentos; -
ésto se demostro midiendo en la microfotograffa con un curvimetro
y luego verificendo el temafio, el cual correspondic perfectamente.

Como un trabajo complementario para &ste estudio y muy espe-
cislmente como base para estudios posteriores de &ste oncogene, se
reporta la secuencia del fragmento utilizado como sonda y se pone
a le disposicién de los interessdos progreamas ds computadora para
conocer més a fondo las caracteristfcas moleculares de &ste fragmen-
to del oncogene c-myc.

Respecto al marcaje de la sonda radioactiva (HLM—xba—32

P)

que se llevd a cabo por la técnica de rompimiento y sustitucién -
(Nick-Traslation), se obtuwo una incorporacién de marca radigactiva
mucho muy alts, 80 %, en comparacién a lo reportado en la literatu-
ra que es de un 37 % (41). Esta alta eficiencia fue muy util -
dado, que con pocos marcajes de la sonda,se llevaron a cabo varios
experimentos importantes, y dada la alta actividad se redujo el -

tIempo de exposicién de las autorradiograffas.

El aspecto de el marcaje y una buena hibridacién junto con -
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adecuados lavedos para eliminar ex®so de sonda fueron determinan-

tes pera la obtencién de buenos resultados.

Lo que respecta a los resultados del estudioc en DNA tumoral,
se anallzan por experimento realizado conciderando cadas caso.

Pera el experimento (I) observamos: Un rearreglo acompaiado
de amplificacién pars los tumores C4,C5 y 034, le amplificacién
fu€ de 4, 7 y 2 veces més que el normal respectivamente, acompa--
fiandose para los tres casos de un rearreglo de un fragmento de 12
Kb (fragmento esperado) a un fragmento de Y Kb. Para &Btos casos
la alteracién del oncogene c-myc se llevo a cabo en los dos ale-
los del mismo modo , &€sto se explica por el hecho que aparece -
una sola banda la cual indica que en los dos alelos el oncogene
c-myc se cortJ igual por la enzima. Ahora el rearreglo puede ser
debido a dos posibles causas:

a).- Aparicién de un polimorfismo a enzimas de restriccién generado
por mutacién puntuel, el cual hace que se pierdan y se generen
nuevos eitios de restriccién, de tal manera que la longitud
del oncogene se modifique de 12 a solo 9 Kb.

b).~- La otra causa probable es la translocacidn de los dos alelos
de &ste oncogene de un cromosoma a otro, con lo que adquirir{a
otros citios de restriccién del lugar al que se traslocd y
perderia los sitios originales que quadar{an en la parte que
no se transloco.

Para comprobar cualquiera de éstas dos hipotesis es necesario
realizer hibridacién in-gitu para determinar la pogicién cromosémi-
ca del oncogene reportada (35), ai la posicién es la misma 8(q24)
se pensaria ea un polimorfismo a enzimas de restriccién, pero si

le posicién fuera otra,por ejemplo en el cromosoma 14 en la posicidn
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de los genes pars las cadenas pesadas de las inmunoglobulinas -
42b (3v), se tratacis de una translocecién 8:14 del onccrene y la
variscién del tamafio se deberia a que tomaria el pitio de restric-
cién de su nueva localizecidén.

Respecto al tumor {:29 éste no se encuentra rearreglado, da
el fragmento esperado de 12 Kb, pero se encuentra amplificado 3
veces respecto al normel.

Para el experimento (II) observamos lo eiguiente: Para los dos
tumores C ¥ C46 Gnicemente amplificacién de 2 a 4 veces m4s que
el normel respectivemente., No aparece ningdn resrreglo dado que -
se obtienen las bandas esperadas de 1% Kb para Eco RI y 12 Kb para
Hind II1, ésto guiere decir que no hay ni polimorfismo a enzimas
de restriccidn ni traslocacién del oncogene c~sino sdlo smplifica-
cién.

Para el experimento (III) que es el més interesante por los
resultados obtenidos, observsmos lo siguiente: En &ste caso fueron
dos tumores el 037 Yy 035 en los que se observo un patrén muy seme-
Jjante entre ellos, algo que los diferencia de los otros resultados
e3 que ninguno de los dos alelos ee igusl y que presentan la m4s
alta amplificacién de 10 y 12 veces més que el normel respectiva-
mente.

Estos tumores fueron dijgeridos por separado con Eco RI, Hind III

¥y Eco RI+Hind III; para los dos casos cuando se corto con Eco RI

se encontro lo siguiente: un fragmento de 13 Kb (fragmento espera-
do), y un fragmento de 9 Kb, ésto se explica coneiderando que uno
de los alelos estaba normal y amplificado, y el otro se encontraba
fuertemente amplificedo (més que el primer alelo) y rearreglado -

(polimorfiemo a enzimas de restriccién o translocacidn).
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Para el corte con Hind III, en los dos casos se encuentra -
igual un fragmento de 12 Kt (fragmento espersdo) y un fragmento de
9.4 Kb, ésto se explica al igual que en el caso anterior que cada
bands corresponde a un alelo, uno se encuentra en el sitio espera-
do pero smplificado y el otro alelo rearreglado y fuertemente -

smplificado.

Para el corte con Eco RI + Hind III se esperaba un fragmento
de 7 Kb, y se enduentran para un alelo un fragmento de 13 Kb, éato
se puede explicar considerando la pérdide de el eitio Hin III -
(pérdida por mutacién puntual) en el extremo 5' del oncogene, lo
que Trios gonorar{a un fregmento de 13 Kb detectable por la sonda,y
otro de 3.16 Kb que no serla detectado por la sonda, como se mues-

tra en el siguiente eaquema.

Eco RI Eco RI
13 Kb |

v
S —EN—

Perdida del sitio
Hind I por mutacibén Hind T
Puntual
——
IKb

Pera el otro alelo que da un fragmento de Y.4 Kb se explica
como un rearreglo el cual pod{a ser un polimorfismo a enzimas de
restriccién o una translocacién.

Algo importante son dos bandas que aparecen en todos los casos

menos en el normal, &stas bandas corresponden a 6 ¥y 4.8 Kb las -
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cualee son reportadas por Dalla Favera y colaboradores como -
pseudogenes (9)(1C). Un pseudogene es definido como genss no fun-
cionales pero con cierta hotnlosia con protooncogenes, son conside-
rados como residuos evolutivos (30).

En resumen se encontraron alteraciones en las que los dos -
alelos tenfan el mismo comportamiento y en otros que cada alelo -
se encontraba elterado de diferente modo, otro punto importante
es que =0lo en dos casos se encuentran pseudogenes lo mismo reporta
(9)(10).

Como resum®n general de todo el trabajo tenemos que de 8 -
tumores cervicouterinos estudiedos en el 100 % se encontrd aliens-
do €l oncogene c-myc, es decir se encontreron .odos los tumores-
anplificadoe, de éstos,cinco estaban smplificados y rearreglados,

y tres solsmente amplificados; ésta cifra de alterscidn es imporian—
te dado que para c-myc se reporta un porcentaje de alteracidn de
este oncogene relativamente bajo para otros tipos de carcinomas:
Carcinoma epitelial (11 %), Sarcomes (22 %), linfomas (19 %) de un
100 % de muestras estudiadas (56).

Cabe mencionar que el céncer cervicouterino es poco estudiado
a dste nivel, x exepto por estudios recientes realizados en E. U.,
en la Ciudad de Los Angeles en donde el céncer cervicouterino -
comienza a ser un problema (39).

Por dltimo se observo que no hubo correlacién entre el grado
de amplificacién con el estadio y tipo histoldgico, es probable que
si existe &sta correlacién pero la nmuestra fue demasiado pequeflia,
no representativa, la justificacién es la de trabajer con muestras

de pacientes vivos lo que restringia el muestreo.
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CONCLUSIUNES:

A)o-

B)--

C}-"

D).~

El oncogene c-myc humano sl estd implicado en carcinoma

cervicouterino.

Se pudo detectar y determinar un patrén anormal, observandose
amplificaciones y rearreglos del oncogene c-myc en diferentes
casos clinicos de carcinoma cervicouterino independientemente

del grado de desarrollo y tipo histoldgico.

El 100 % de los tumores analizados se encontrd alterado el

oncogene c-myc.

Este trabajo es eliprimer reporte en el campo de la

oncologia molecular en México.
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ANEXQCS:

a).- Andlisis de Computadora:

Un trebajo adicional que se realizé en el laboratorio fue -
el de tener nuestro archivo de informacidén con la secuencia nucleo-
tidica del fragmento que contiene el primer exén del oncogene -
c-myc (18), el cual corresponde a 3510 peres de bases, y es la -~
parte més importante de nuestra sonda.

Esta secuencia se considers en esta tesis, ya que an primer
lugsr es la secuencia que es reconocida en 2l DNA tumorsl totel
y en segundo lugar por ser una base tedrica pars estudios poste -
riores como son mutegénesis dirigide, andlisis de secuencias espe-
cIificas en el oncogene, etc.

A continuacién se tiene la secuencia del fragmenio de 3510
pares de bases (primer exén), que se utiliza como sonda pars -
detectar alteraciones en el oncogene c-myc en diferentes tumores

humanos.
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