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El estudio de los oncogenes tiene i ran relevHncia en l a 

actualidad, pues plantea la posibilidad de conocer las bases mole

culares del cáncer. 

El oncogene C-fllYC se ha encontrado involucrado en una gren -

variedad de procesos cancerosos; en l!neas celulares de pulmón 

(SCLC), colon (COLO 320), estómago, neuroblastoma, retinoblastome, 

mama etc., se le ha encontrado amplificado; en linfomas y algunas 

leucemias humanes y plasmacitomas de ratón se le ha encontrado 

translocado (8:14, 2:8, 8:22). 

En nuestro pa!e el cáncer cervicouterino ocupa el primer 

lugar de incidencia, principal~ente en mu jeres may ores de 40 anos 

y multíparas, por lo que plantea un s erio problema, pues en los -

próximos aftas esta incidencia se incrementará de acuerdo al grado 

de erradicación de enfermedades inf ecciosas, y al creciente número 

de mujeres en edad productiva \30 a 50 artosJ, sujetas a riesgos. 

En nuestro laboratorio, y en colaboración con el Centro i{;ádico 

la Raza y el Centro M~dico Nacional, hemos iniciado el estudio de 

este oncogene a partir de muestras obtenidas de tumores cervico -

ute r i nos primarios, con el objeto de detectar alteraciones en el 

oncogene c-myc . 

La metodología que hemos empleado implica: Aislami ento de DNA 

tumoral, corte con enzimas de restricción~~ e Hind_III que -

nos den fragmentos de 12 y 13 Kb., respectivamente, en donde se -

encuent r a contenido c-¡eyc, corrimiento electroforático en geles de 

agarosa al 0.9~, transferencia a filtros de nitrocelulosa por técni

ca de Sout hern, hibridaci6n con una sonda c-myc (plásmido iil..M-XbaJ 

previament e preparada por marcaje radioactivo con 32p (Nick-Transla-



tion), y autorl' bdiot:raf!a. 

Los re s ulta ~os obtenidos a rartir de S tu~ores estud iAd os 

indican que el oncogene c-myc se encuentra al t<;;ra do en to <'. -Js - r 

( 100::6) j en todos loe tumores se encont~ó aruplificaci6n \de 2 a 12 

veces por genoma diploide) de c-myc; en cinco de l os tumores se -

encontró tanto amplificación como rea r re s los, apare ciendo e n dos 

cca os presencia de pseudoeenes, y sólo en tres casos se observó -

ónicamente amplificación. 

Los tipos histológicos estudi ados s on : adenoea cenoso y ep ider

moide, observ~ndose en este estudio ser el e pid erma ide el 1cás r ~e

cuente. 
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INT~i:ODUCCION: 

La incidencia del cáncer en la población humana varia ~arcada

mente en relación a la clase social, medio de vida y zonas geocra

ficas. En la actualidad ocupa uno de los primeros cinco lueares 

como causa de defunción en paises desarrollados; en paises sub

desarrollados este valor es mayor al lO'h (lb). 

El cáncer ocurre principalmente en personas de edad productiva 

(de 30 a 60); cada año más de 50,000 mexicanos mueren por esta -

enfermedad. Esta cifra aumentar~ al disminuir la mortalidad por

enfermedades parasitarias y al aument ar el promedio de vida de la 

población mexicana. 

En México las estadísticas report an que la mortali dad por -

neoplasias es del 11% (16)(14), donde el cánce r cervicouterino -

ocupa el primer lugar (38) 1 respecto a incidencia y mortalidad¡ 

en otros paises este carcinoma es poco frecuente y por lo tanto

poco estudiado. 

A nivel nacional (14), en su r evisión de datos de l a Direcci ón 

General de Estadística de la s.r.c. encontraron que en 1970, de 

un total de 407,848 casos de cáncer, correspondieron 41,454 al de 

cuello uterino, o sea cerca del lO'h del total . Ent r e 1965 y 1975 

(38 ), reunieron 23,824 casos de cáncer en el Centro Médico Nacio-

nal del r.M.s.s. en la Ciudad de México, de los cuales 8,907 fueron 

de carc inoma cervicouterino, el más frecuente. En Sonora,(57 ) 

encontraron que en 1973 la taza de mortalidad para el cáncer cervico

uteri~o fue de 50.4 mientras que en toda la Rep~blica fue de 52.9; 

en embos casos, este tumor tuvo el primer lugar en frecuencia con 

13 . 8 y 15. 5 por ciento pera sonora y todo el país, respectivamente. 

En el Hospital del I.M.s.s. de Cd. Obregón , Sonor~ en un 



trabajo realizi:: c: o por 1-.:.E. Pii1a !"lores, enco ;;trar eir: ~ue e!tre L,75 

y 1 S7~ , 47 8 casos de CPrc inorue cervicouterino contre 120 Ge ctncer 

de mema, el seeundo en frecuencia ~42)(12J,encontraron datos si~ila-

res, tento a nivel nacional co~o en ceda estado de la Rep~blica

Mexicana, tras el estudio de las estadísticas vitales cte certifica-

dos de defu~ci6n durante el ano 1 S7 3 ~12)(13). 

El carcino~a cervicouterino constituye un problema de c raves 

repercu~ iones nediona les, ~· es una enfe r~edsd que coffipar t en los -

paises con atención médica insuficiente y m~rcade influencia de -

factore s socioculturales adversos, GUe la ~acen la neoplasia 

malirna más frecuente en nuestro medio l57J, y sin duda, nue s tro 

proble2a b~sico en el ca~po a~ la oncoloLia en nues tro p& is , por 

lo que conci der eruos indispensable un conocimie nt o dire cto de es ta 

enfermedad en nuestro medio, para poder planea r politices de 

prevención , diaen6stico y tratamiento , (42). 

Los es t udios epidemiológicos atribuyen ~Jltiples causas a lo ~ 

, 
canceres humAnos (3j(l5), co~o la exposi ci 6n e s ustancias qufmicas 

cancerieenas, a radiaciones y a virus. Las anteriores causas, actdan 

sobre el ceno~a celular dendo una expresión celular inapro , i a~a, 

tal como se observa en el esquema l. 

Los mecani smos que controlan la proliferación celular, 

normalmente no se conocen con precisión a nivel molecular, en 

tanto el crecimiento maliBnO se conoce aun menos (3). 

Los descubrimientos modernos en la i nvestigac ión genética del 

cáncer, par ecooofrecer una vía para el entendimiento de los hechos 

moleculares que desencadenan el crecimiento irrestricto de las 

células molicnas (3). Gran cantidad de estos estudios están enfoca-

do s h. sc i a el es tudio de una de las posibles caus a s de es ta enferme-
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dad. La naturaleza de los eventos genéticos asociados con el 

céncer empie za a ser entend i da. Recientement e , se l1an de s c 11 :)i8r to 

alrede dor de 26 proto-oncoc enes, los cuales de s empe ~a n f unc iones .. 
de [ ran i mportancia pare el crecimiento y diferenciación de las 

células lcodif ican pare factores de crecimiento, para rec eptores 

de dichos factores, etc.). 

En el a ílo de 1~78, M.S. Collett y H.L. Brikson en Estados -

Unidos , demos traron que la carcinogéne s is r equeria la expresión 

de un e ene particular, en el cas o de los sar comas, el oncogene -

"are", presente en el eenoma del virus enc ontrado e n es t os t ipos 

de céncer, por P.E. Rous (1,). El estaJ o cancero s o de las cé lul as 

es , cons ecuencia directa de la ac tiv ida d de urw prot e!na trena-

f ormante, producida por oncogenes . 

Collett y Erikson también demos traron que el pr oducto de 

es te gene, una proteína suplement aria ent re los miles que hay en 

una célula, puede hacer que ésta s e haga neoplás i ca graci as a una 

función particular¡ la de una pr oteinc i nas a , es decir, una enz ima 

que fosforila a otras pr oteínas, modificando pr ofundament e s u fun 

ción ( )) (15)( 25;. La ac tividad trasfor llian t e es asienada a una 

proteína codi ficada por uno o varios genes , los oncogenes (8 ) ( 5? ) . 

Hasta el momento se han descubierto 26 oncogenes en tejido s 

animales (15), los cuales se presentan en la tabla r. 

Los genes v-onc llevados por retrovirus s e de no~inan median t e 

u~ codigo de tres letras, que r ecuerdan el tumor de orieen. Cada 

uno es llevado por virus distintos, lo que no excluye l a existen-

cía de parentesco entre ellos. 

En 1982, en Cold Spring Harbor, u.s.A., Millar comuni có los 

niveles de actividad ce diversos eenes del cáncer en embr iones de 



Abreviación 

Src 

Ab l 

Fps 

f es 

Yes 

Fms 

Ros 

Mes 

Raf 

Rel 

ab-B 

N-ras 

H-ras-1 

H-ras-2 
Ki-r as-l 

Ki-ras-2 
SIS 

myc 

myb 

fes 

bas 

Ala 

Origen 

Virus de sarcoma de r o us 
( Pollo ) 

Virus de leucemia Abalson 
( ratón ) 

Virus de sarcoma Fuji nami 
( Pollo ) 

Virus de sarcoma felino 
( g at.o 

Virus del sarcoma Yam aguchi 
( pollo ) 

TABLA 1 
Virus 

Rsv 

AM ul V 

STTeSU 

y 73 

Virus de sarcoma Me Donough SM-IeSV 
( gat.o ) 

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

Virus de sarcoma Molo ne y 
( ratón ) 

36 M - MSV 
(rat.ón) 

Reticuloendo Teliosis 
( pájaros) 

Er ythro blastosis 
( Pájaros 

DNA Hum ano 

virus de sarcoma de Haruay 
( rata y ratón ) 

Virus de Sarcoma de Kirs t an 
( rata ) 

Mo-MSV 

36M-MSV 

No Hay 

Ki-MS V 

Ki-MSV 

Virus de sarcoma de Simio SSV 
Vir us de sarcoma Parodi.-Irgens ( gato) 
Virus de Mielocitomatosis(pollo) MC29 
Virus de carcinoma(pollo) MH2 
Mielocitom atosis 15( pollo) OKlO 
Virus de Mieloblas tosis( pollo) AMV 
Mielo blastosis / e rito blastosis E26 
Virus de Ost.eosarco ma FBJ-MSV 

( ratón ) 
Virus Sarcoma de ratón 

( ratón ) 
Virus de Sarcoma de mono 

( monos ) 

b a lb 

Producto 

P60 

P90 

P140 

Gap95 

P90 

P170 

P68 

P37 

P75 

P64 

P45 

P21 

P21 

P;>') 

P2 1 

P28 

PllO 
PlOO p5/ 
P2CJ0 
P30P4 4 /4H 
P l J5 
P3~ 

? e l 

Cromosoma 
Hum ano 

20 

q(q34) 

15(q25- 26) 

• 5 

8(q22) 

3 

14 

11 ( p 14-1 1 

X 

6 

( p 1 j . 1 - 1 ~-, • :-i ) 

Referencia 

(43) 

(40 ) 

(40) 

(23) 

( 40) 

(t10) 

(40) 

11:>5) 

(;;>O ) 

(40) 

( •10) 

( ;>'/) 

( ,' /) 
; , •)) 
(. ,., ) 

l:?(pt ; · . ] ó q:->4. ?) ( ;o: ¡ 
;>;> ( •,, , ) 

~(q2 41 ' ~~) 

6 (q ??- ~ t1) , ~~) 

6 ';m) 

( 4Ll) 

( .10) --.J 



Abreviació n Origen Virus Producto Crosom a Referencia 
Hum ano 

L-myc Carcinoma de pulmón l i nea ce l ular 1P32 (33) 
NCI-H378 ( Hum ano ) 

f g r S arcoma felino Gard ner- Ras hee d GR-FeSV 1P36 . 1- 36. 2 (49 ) 
( g ato ) 

N-m y c Retin o blastom a, neuroblastom a 13 q 14 ( 54 ) (29) 
( Humano ) 

V- Kit Fibrosarcom a felino HZ4-FeSV P80 (4 ) 
( gato ) 
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rata tomados de diferentes estAc ios de su desarroll~ ver esquema 2, 

concluyenco ~ue posiblemente la función de es t os eene o e a nP.ceseria 

en los estadios em brionarios, dona; no existe diferencie ci6 :1 (1)). 

En el ~ationel Cencer Institute (N.C.I.J, demostraron que -

los oncogenes son una versión altereda de genes normales, a los -

cuel es llamaron proto-oncogenes. Encontraron tA~bi é n ~ue un proto

onco¿ ene se activa, es decir da lucar al oncoeene, por ffiedio de 

cua tro mecanismos independientes: ~utaci ón puntuel, rearregl o 

cromos6mico, amplificación del gene y activación retrov i r hl (7)-

(2 ) ). 

Los productos de los oncocenes difieren en su función, 

existiendo vari as clases, segdn ~unter y cola borBdor es ( ?5) 1 

CLASE :FUNCION ONCOG.ifü,e; 

I Tiroaina proteína cinese v-fes,v-fc r,v-fps 

v-abl .Y v-ros . 

II Proteínas que se unen a GTP e-ra s , v-ra:: . 

y Adenilato-Ciclase (19) 

lII Factores de Crecimiento e-sis. 

IV Prote!nas nucleares v-myc, c-myc. 

Las células tumorales de pacientes con Linfoma de aurkitt -

mostraron ciertas anormalidades cromosomales, de l as cuales la más 

comdn consiste en un cambio de segmentos entre los cromo somas 8 y 

14 (26). 

Hacia fines de 1982, diferentes grupos de trabajo encontraron 

que una consecuencia de esta anormalidad es la transloc a ci 6n del 

gene myc celular, de su poaici6n normal en el crorr. osorna 8 a una -
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nueva localización en loa cromosomas 14 en la bend~ ~32 en la 
• I • 

reeion que contiene los Lenes GUe codifican ?~r& ~reducir les cade-

nas pesadas de las irununoelobulinas. Una translocaci6n si;"ilar -

fue también encontrada en células de un tumor flnálJ¡;o, en el plasma

ci toma de ratón (22). 

El descubrimiento de que en varios tumores llev3n co nsifo una 

alteración del oncoeene c-ffiyc atrajo un eran interés, lo que sugie-. 
re que el oncofene está direct~mente involucr&do en la etiología 

del tumor. 

En 1~83, se detectó un incremento en la ex~resi6n del oncogene 

c-myc (Aument& en la transcripción), en células tumorales, acompaíla-

do de una transloceci6n cromos6mica, lo que indicAba que una trana-

locación afecta la regulación del oncor;ene c-myc ( 34) ( 37 J. 

La determinación de la secuencia nucleotídica del oncogene -

c-myc (18), revela, que el primer exÓn, el cual consiste de más de 

65C pares de bases, no codifica para proteínas activas. Adn as!,

la secuencia del primer exon se ha conservado no en su totalidad 

filoeenetica~ente hablando, en contraste con lo encontrado usual-

mente para segmentos de genes que no codifican, lo cual sue i ere -

que el primer exon sirve de alcuna manera en aliuna función esen

cial. La funci6n del primer exón puede ser el controlar la expre

sión del gene myc. El primer ex6n contiene un segmento de casi 70 

pares de bases, el cual es homólogo a un segmento del segundo exón. 

Estos segmen tos pueden combinarse para formar una estructura (tallo 

y es a) , la cual podría impedir la traducción del R~'A mensajero del 

oncoeene e- ro.ye . La pérdida del primer exÓn puede dar lugar a un -

incremento de los productos del oncoEene c-myc y un aumento en la 

vida medi ;:; del llN.fl. mensajero de myc (18)(17). 
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En estudios recientes (44 ) , se observó el aumento de expresión 

de l~ onco~e~es celulares en 20 tumores diferentes enco n t r~n dose 

une mayor incidencia en el oncocene c-ruyc (93~). 

Así mismo el erupo de Danuta Kozbor y Carlo M. Croce ( íl ), 

encontró la expresión del oncogene c-myc amplificada en una de cin-

J co lf:i.eas celul ares de carcinoma humano (representando el ?O '., ). sn 
\ f tros es tudios se observó que el oncogene myc se encuentra amplifi-

cado en diferentes cánceres, co~o se obs erva en la tabla 11. 

Estudios más recientes, muestran que existe una comb i na ción 

de la amplificación de c-myc y c-k-ras, acompañados por una ac tiva-

ción por mutación puntual de c-k-ras en cáncer humano de pul ruó~ 

( 51). 

Pera el estudio de loe oncogenes se cuenta con t¿cni cas de -

3iolog!a molecular ye establecidas (32). El oncogene se aisla a -

partir de muestres de DNA humano obtenido de los tumores, el cual 

se digiere con enzimas de reetriccióm pars poder separar el fra g-

mento que contiene el oncoeen~ esquema 3. 

Estos fragmentos se separan por electroforesis para luego ser 

clonados en vehículos tales como el pl~smido pBR322 etc. ( 5). De 

este manera se construyen los plásmidos híbridos, y éstos se intro-

ducen (transformación) a bacterias (p. ejem. Cepa Eecherichia ~ 

C-600, Cepa!:_ coli HB-101 etc.j, para su mejor manipulac i ón y uso 

en experimentos de hibridización con DNA tumora.l, para la determi

nación de las posibles alteraciones del oncoeene (amplificación o 

rearreglo cromoaómico). 

Para poder llevar a cabo éstas determinaciones, es necesario 

tener la securided de estar manejando el plásmido construfdo (y por 

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



ONCOGEN E 

C-m yc 

C-myc 

C-myc 

N-myc 

N-myc 

N-myc 

L-myc 

C-myc 

TABLA 11 : AMPLIFICACIO-N DE OftCOGE NE "MYC R'tJllAJIO 

TUMOR 

Línea celular de leucemia promielocítica 
HL-60 y tumor primario 

Línea celular APUDom a, COLO 320 

Líneas celulares de Carcinoma de pulmón 
en células pequeñas ( aunantes ) 

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

Línea celular de Retinobla'Stom a, Y 79 y 
Tumores primarios 

Líneas celulares de carcinoma de pulmón 
en celulas pequeñas y tumor 

Línea celular de pulmon SCLC 

Tumores prim arios cervicouterinos ( Estadio llA ) 

* Datos reportados en el pr~ente trabajo. 

GRADO DE 
AMPLIFICACION 

20 X 

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) 

t-' 
v; 



ES~UüiA 3. Mil'~ DE l~TRICClüN DJ!J... ONCOG.í:.N~ 

c-m.yc HUWA.Hú. 

>---< 
1 Kb 
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Ocadiz Delgado, caracterizó el plásmido uLu..-Ába (donado por el -

Dr. Dominique Stehelin del Instituto Pasteur), el cual cont i ene un 

fragmento del oncogene humano c-myc (primer exÓn) clonado en el -

vehículo pBR322 para utilizarlo como sonda marcada c'2P), en el -

estudio de la amplificación o rearreelo de este oncogene en muestras 

tumorales de cáncer cervicouterino. 

El empleo de estas técnicas especificas de gran sensibilidad, 

nos permitir~n hacer una valoración a nivel molecular r. e los onco

genes en células tumorales. 

Cabe mencionar que en ~éxico no se cuenta con este tipo de -

estudios siendo el presente trabajo, el inicio del análisis de los 

oncogenes de tumores malienos en el pa!s, sin olvidar las col abora-

cionee de Q.B.P. Rodolfo Ocadiz De l eado, Q.B.P. Mauricio Salcedo 

Vargas y el Biol. René Sauceda LÓpez, bajo asesoría del Dr. Patricio 

Gariglio Vidal del CINV..i;;ST~W, I.P.N • 

.i!:l presente trabajo corresponde a un proyecto del CINV.c;STAV'

UANL, con apoyo del Centro Médico la Raza y Centro ~édico Nacional, 

el cual tiene como objetivo general el de cuantificar la expresión 

y las alteraciones del oncogene c-myc en t umores cervicouterinos. 



lu 

OoJM'IVüS: 

vBJ,C;TlV CJ G.i.:..;;ií"Uú. D.i!.L PhüYiC'l'u: 

Determinar y caracterizar el comportAmiento de el oncoeene 

c-myc humano, que pudiese estar implicado en ca rcinoillA cervicoute

rino; ~sto podría llevarnos a la detección de un patrón anormal 

(amplificación o rearreglo del onco¿ene) en diferentes CASOS 

clínicos. 

OBJETIVO PARTICULAR1 

Determinar las posibles alteraciones del oncogene c-myc 

humano en cáncer cervicouterino. 
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lií.AThRIAL.E;S Y Ji ... ETCDOS: 

I. - UT.i:;!i.I.hL: 

1).- liü.T~hIAL óIOLUGICu: 

-cepa Kl2 de Eecherichia k.Q.li, que contiene al plásmido :u...;

Xba (9.86 Kb.) donado por el Dr. Dominique Stehelin del Instituto 

Pasteur (Lille, Francia). 

Este plásmido confiere la resistencia a empicilina y es 

tetraciclina sensible, el plásmido consiste en un fragffiento del -

oncogene humano c-myc (5.5 Kb.), clonado en el vehiculo de clone

ci6n p 3R 322 (5). Adjunto con la ce pa se tiene el mapa de restric

ci6n, es quema 4, el cual fue caracterizado por el ~.3.P. Rodolfo 

Ocádiz Delgado. 

Como se observ~ en el mepa (esquema 4); el plásmido s6lo.· -

contiene le región del primer exón (5.5 Kb.) del oncogene c-rnyc. 

El vehiculo, p.ól\ 322 (4.3Gl Kb.), perdi6 un fragmento peque:'lo de 

un poco ruás de 150 pares de beses al hacer la construcción, el 

sitio ~fue reconstituido, (información proporcionada por el 

Dr. Dominique Stehelin por correspondencia). 

La cepa crece bien en medio de cultivo Luria, con empiciline 

e una concentraci6n de 50µg/ml, y se mantiene tanto en gelosa 

especial (medio de conservación a medio plazo 6 meses), así como 

en medio turia-ampicilina en placa (resiembras semanales). 

-uuestras de tejido de diferentes pacientes con cáncer cervico

uterino de aproximadamente 5g por muestra, así como tejido sano. 

Estas muestras fue:11n donadas por el Centro Médico la Reza y el -

Centro 1.!édico Nacional, por medio del Q. !3. P. Miguel Cruz López Y 

el Dr. Carlos Gordillo respectivamente. 



HLM Xbo Ampo (pBR 322) 
( 1 Número de cor tu en 11 plÓtmido 

HLM Xba • 9 .86 Kbp 

--~-pBR322 (4.362 Kbp) 

--- m1chumono(•5.5Kbp) 

l Kbp 

Acc I --

7 

"' ~ HLM Xba 
ci: Amp" o¿\ 
6 

Xbal 
Eco RV t \~vol 

ExonI Xbol 

2 

3 

ESQUEMA 4. lifiAPA DE RESTRICCION DEL PLASMIDO 

HLlrí-Xbs QUE CONTIENE EL PRIMER 

EXON DEL ONCOG~NE c-myc. 
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-Marcador de peso molecular: Se utilizó el llNA del fago lambda 

cortado con la enzima de restricción ~ind III. ~1 valor en pa r es 

de bases de cada una de las bandee que aparecen en los geles se -

describen en la siguiente tabla: 

F.k.AG:.~NTO Kb JJ,iú,Tv.i.c,;.;¡ 

1 23.1 15Xlo6 

2 9.4 ll.1 2Xl0° 

3 6.5 4. 26Xl06 

4 4.3 2.84Xl0ó 

5 2.3 l.51Xl06 

ó 2.0 l.32Xl06 

7 o.5 0.37Xl0 ó 

2).- .MEDIOS DE CULTIVO: 

-Gelosa especial (medio de cons ervaci6n de cepas) 

Bese agar sangre 

Peptona 

Agar 

Extracto de Carne 

2oe 

2.5g 

15.5e 

l.5g 

Agregar agua destilada a 1 litro (esterilizar en autoclave) 

-L B; L-Broth¡ Luria. 

Bactotriptone lOe 

Extrecto de levadura 5g 

Cloruro de Sodio lOg 

Agua destilada a 1 litro (pH 7AO),(esterilizar en autoclave) 

3 ). - SOLUCIONES: 

- Ac etato de Sodio 1 M. 



-Acetato de potas i o 5 " plí 4 . 8 . · I 

Acetato de potasio ) ~: . uOml 

Acido acético ¿:lacial 11. '.lml 

Agua bidestilada 28.)ml 

Ajustar e p:¡ 4.8 con ~ciclo acético glacial. 

-Ampiciline. 

25mg/ml en egua bidestilada, esterilizar por filtración y 

almacenar a -20°c., concentración de trabajo: 35-'.:>0µ efml. 

-9romuro de etidio (lOmg/ml). 

Bromuro de etidio 

Agua bidestilada 

o.1e 
lOml 

2C 

Agitar varias horas, almacenar en frascos ámbar a 4ºc. Es un 

acente mutagénico. Usar euantes y máscara para trabaj ar lo . 

-Cloruro de ~egnesio 1 M. 

-Clorenfenicol. 

34mg/ml en etanol al 100%, almacenar a -2oºc. 

-Cloruro de Sodio 2 M. y 0.9¡, 

-Colorante 6X (indicador pare seguir corrimiento en geles de 

agaros a) 

Azul de bromof enol 25% 

sacarosa en ague (peso-volumen) 40% 

Almacenar e 4ºc. 

-DNA desnaturalizado de esperma de salmón. 

DNA (Sigma tipo III de sal de sodio), en egua a lOmg/ml 

Agitar de 2-4 horas e t 0 c. ambiente. Romper el DNA por 

pasajes en jeringa. Hervir 10 minutos y guardar a -20°c 

en alicu.otas. 



-EDTA pH 8.0 ; C.5 y 0.25 P.'. 

-Formemide (desionizada): 

Formamida 

Resina de intercambio 

i6nico (Bio-Rad AG 501-X 8) 5e 

Agitar 30 minutos a temperatura ambiente. 

-Glucosa 1 u. 

-L!qóido de centelleo: 

PPO (2,5 difeniloxazol) 5g 

POPOP \p-bis-(2-(5-feniloxazolil))-ben;eno 0.3g 
llevar a un litro con tolueno. 

-Solución amortiguadora del marcador de peso mol~cular: 

'l'ris-l!Cl (pH 8.0) 

EDTA 

NaCl 

2 mM 

l mM 

20 11114 

-Solución amortiguadora de lisis: 

Tris-HCl (pH 8.0) 20 mM 

+ -Me Ac 'ºº lilM 

EDTA l mir! 

Ajustar a pH 7.5, almacenar a 4°c. 
-Solución amortiguadora para la enzima 

Tris-HCl (pH B.O) 

Cloruro de Magnesio 

Cloruro de Sodio 

Ditiotreitol 

500 mM 

100 mM 

500 mM 

10 rnM 

-Solución amortiguadora de columna: 

NoCl 150 mM 

EDTA 10 mM 

E~g RI lOX: 
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Trie-:!Cl (pP. 7,5) 

-Solución amortiguadora "Core-bui'fer" l OX: 

Trie-HCl ( pH 8.0) 506 mM 

Cloruro de !.'.agnesio 100 m,¡ 

Cloruro de Sodio 500 m1·1 

Almacenar a -2oºc. 
-Solución para prehibridaci6n: 

Formamida 50 % 

sol. Denhart•s 5 X 

SSPE 5 X 

SDS 0.1 % 

DNA de esperma de 
Salmón 100 ueJml 

-Soluci6n para hibridaci6n: 

Formamida 

Sol. Denhardt' e 

SSPE 

SDS 

DNA de esperma de 
Salmón 

50 % 

5 X 

5 X 

0.1 % 

100 pg/ml 

DNA con alfa-c'2P)d CTP (1Xl07-1x108 cpm) 

EDTA O.OLM 

-Solución Denherdt'e 50 X: 

Ficoll 5 g 

Polivinilpirrolidona 5 g 

Alb6mina Bovina 5 g 

Agua bidestilada a 500 ml 

Esterilizar por filtraci6n (filtro milipore 0.45 µm) 



-Solución amortiLuadora 'l'.i:. ~Tri e-.c.D-:·~; : 

Tris-HCl ( PH 7.5) 10 II!1·.' 

EDTA 1 l!lf.': 

Ajustar a p:r 7.5 

-Solución amortiguadora de corrida 

Tris-fosfatos 0.08 M 

ED'l'A o.ooa "-
-Solución desnaturalizadora: 

NaCl 

NaOH 

1. 5 Ir'. 

o. 5 ?i! 

-Solución neutrelizadora: 

Tris-HCl (pH 8.0) 

NaCl 

l ?!: 

1.5 ll 

'l'P.i lTris-fosfetos-~~~AJ: 

-Solución SSC (Citrato de sodio salino) 20 X: 

PaCl 175., g 

Citrato de Sodio 88.2 g 

Ajustar a pH ?.o con NaOH, aforar a 1 litro con agua. 

-Solución I, pera aislamiento de pl~smido: 

Glucosa 50 Jj,.! 

Tris-HCl (pH s~o) 25 mM 

EDTA 10 mM 

Lisozima 5 me/ml Agregar en el momento de usar. 

-SSPE (Solución salina fosfatos ~DT~J 20 X: 

NaCl 

EDTA 20 mM 

Ajus tar a pH 7.4 



-0oluciones para lavados de hibridaci6n: 

Soluci6n I ~;;)C 20X 50 rr.l 

~u.:> 10,t, 25 ml 

Soluci6n II .:>se 2ú.A ?O illl 

~DS 10% 5 ml 

Soluci6n III ssc; 20X 2.5 ml 

~DS 10% 25 ml 

Llevar en todos los casos a 500 ml con agua bidestilada. 

-Soluci6n 11, para aislamiento de plásmido: 

NaOH 0.2 !'' 

SDS 1 % 

-SDS (dodecil sulfato de sodio) al 10 ~ 

4).- MAT~RIAL E~PECIAL: 

-Equipo pera realizar la técnica de rompimiento y sustituci6n 

(Nick-Trenslation Kit, Amersham) (2). 

Soluci6n l.- Soluci6n amortiguadora con nucle6tidos. 

?4 

Soluci6n 2.- Soluci6n enzimática (DNA polimerasa I y D"TAsa I). 

Soluci6n '.5.- Soluci6n acarreadora de DNA. 

Soluci6n 4.- Soluci6n de DNA estaúdar. 

Sóluci6n 5.- Agua desionizada. 

-Bolsas de diálisis: 

Sectrapor 0.29 mm. Calentar a ebullici6n 10 minutos con bicarbo

nato de sodio al 2 %; EDTA l mM, enjuagar. Esterilizar al auto

clave, guardar a 4ºc. 
-Sephedex G-50: 

Agregar amortiguador TE (pH 8.0), dejar e temperatura ambiente 

toda le noche, 6 e 65°c de l a 2 horas, 6 al autoclave 15 minu

tos. Decentar el sobrenedante y reemplazar a un volumen igual 



de TE (pH 8.0.), almacenar a 4ºC en botella i:::i .- tapón de rosca. 

5).- ]:;NZilu.S: 

- Eco RI .- Aislada de h ~ nI 13 

Sitio de corte y secuencie 
J 

5' Gaa'.i.''.í.~ 3' 

3' C7T.MG 5' 
t 

- HinQ III .~ Aislada de ~aemophilye influenzae ~d 

Sitio de corte y secuencia 

5' kGV.i.''.1 ::;• 

3 • T'¡'CGAA 5' 
t 

Nota: Una unidad de enzima de restricción, es definida como -

la cantidad de enzima requerida para la completa di3~stión 

de l µg de DNA del fago lambda en 60 minutos, a 37ºc y 

a pH 7.5. 

- RNAsa • - Solución patrón lOm.g/ml en '!'ris- ~rCl 10 mM, p!J 7. 5; 

NaCl 15 mM. Calentar a lOOºc durante 15 minutos y permitir 

enfriar a temperatura ambiente. Guardar al!cuotas a -20°c 

Concentración de trabajo: 50pglml. 

-Lisozima .- Preparar en el momento de utilizar, a una concentra-

ción de 5mg/ml. 

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

concentración de reacción 450IJ.g/m.1. 



II. - k..i:;TUDO~ : 

1) .- 1,;~~GI ... ü.;,1'0 D~ LA (.;.uPA ~ ~ Y Af.;PLIFICACIOi: DEL 

PLAs;.1100 JLM-Aba; 

2u 

La bacteria Escherichia ~ que contiene al plásmido ' IL!i:-Xba 

es ~antenida en placee de medio Lurie-empiciline a 4°c; sie~pre -

se trabaj a la a:npicilina a ur.a concentrRci6n de 5C µg/ml. 

a).- Tomar un in6culo de bacterias e partir de le place y sembrar 

en 25 ml d~ medio Luria con ampicilina , e incubar a 37º c en 

agitación constante (200 rpm) , dura nte toda la noc he (1 2 a -

16 horas). 

b).- Inocular con los 25 ml de cultivo del paso anterior, a un 

~atraz conteniendo l litro de me di o de cult i vo Luria -a~picili

na. Incubar a 37ºc en agitaci ón constante dur Ante 2 . J hur as . 

c). - Agreeer cloranfenicol e una concentración f i na l de l 7C \.l l-'./a:l, 

para amplificación del plásmido (es queffia 5), incubar toda l e 

noche (12 al~ horas), a 37ºc, con agitac ión, ( nunca s e deb~ 

exceder de lG hore.s). 

d).- Determinar crecimiento midiendo la dens i dad óptica \ODJ o 

600 nm. Considerando que l 0Dóoo= f3Alc1'3 cél/ml de cult i vo . 

Se realizaron dos modificaciones a esta técnicR, ~or un l Rdo 

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

hacer amplificación con cloranfenicol. 

2) • - AISLAMIENTO DEL PU5MI.OO i.iUi-.X ba , LISI;;;> Pvh AL...:ALI \ 3 2 ) • 

Para obtener une eficiencia aceptable en el aislamien to del 

plásmido, es necesario no exceder los tiempos especificados y con

servar el :naterial en frío. 

a).- centrifugar el cultivo obtenido anter iormente en j arras de -
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~· ~ 
plósmido ·--t""ºoº °3--DNA bacteriano 

1 Cloronfenicol 

plÓsmido DNA bacteriano 

AS~U.EailA 5. .iUrJ>LIFI~A~ION D~L PL~~IDO 
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, 
500 ml esteriles para rotor GS-3, centrifugar a '7000 rpm 

durante 10 minutos a 4ºc, en una centr{fuca sorvall ~~ -50. 

b).- Desechar el aobrenadante en un recipiente que contengA hipoclo

rito de sodio 30 % (v/v). 

c).- Resuapender el paquete en 20 m1 de solución I (ver soluciones). 

Consiguiendo con esto romper la pared celular (esquem6 u). 

d).- Pasar esta suspensión a un tubo ~O~ de 150 ml, tapar el tubo 

con parafilru, mezclar delicadamente y dejar ~ minutos a te~pe

ratura ambiente. 

e).- Afiadir 40 ml de aoluci6n Il (ver soluciones), r ecién pre p.9red.<i 

y mezclar suavemente (observar la vi scosidad de la solución), 

dejar 10 minutos en hielo, (las c~lulss se rompen ) ( esq uema ¿) . 

f) .- Añadir 30 m1 de la solución frfa de acetato de pot as io :) :.· ,-

tapar y mezclar suavemente de dos a cuatro vece s , observar un 

precipitado grueso de color blanco, dejar 10 minutos en hielo. 

(precipitan los restos celulares y el ..i:DS, menos el plásmido) 

(esquema 6). 

g).- Centrifugar esta euspensidn para separar el precipitado del -

sobrenadante, a 7000 rpm durante una hora a 4ºc en un r otor 

GSA, en una centrÍfuee Sorvall RC-53. 

h).- Transferir el sobrenadante a tubos CO.REX de 150 ml, limpios 

, · 1 y esteri ee. 

i).- A~adir o.6 volumenee de ieopropanol, tapar y mezclar por 

inverei6n,dejar 15 minutos e temperatura ambiente pare pre--

cipitar el pl,smido. 
O I 

j).- centrifugar a 7000 rpm durante una hora a 15 e, en una centri-

fuga sorvall RC-5B, no centrifugar a 4ºc, porque esto ayuda 

a le precipitación de salee. 



PLASMOO~. I DNA BACTERIANO 
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k).- 2liminar el aobrenadante, lavar con etanol al 70 % y secar 

al vac!o 16 ~orac e 4ºC. 

1). - ne suspender el paquete en ? ml de soluc i 6a amortic;uac.!ora ·i·.:. 
. • o 

(ver soluciones), y guardar a 4 c. 
3). - f'lJRIFlCAClON D.ii,;L PU.SIMIDU d!J.¿-Xb~ (32). 

Equilibrio en gradiente iaop!cnico de cloruro de cesio-bromuro 

de etidio: 

a).- Incubar el pláamido resuapendido en amorti[uador 1'h con 

rtNAse e una concentración final de 50 µ¿;/ml, durante 45 :ninu

tos a 37°c. 

b).- Disolver 30 g de cloruro de cesi o en 35 ml de amortiguador -

TE. 

c).- Transferir con una jeringa estéril, la solución de cloru ro de 

cesio a un tubo de polial6mero para el rotor VTi 50 de la 

ultracentr!fuga Beckman LB-55. 

d).- Transferir el plásmido con una jeringa estéril, con aeuja de 

gran calibre (p. ej. 18 X 32). Este paso debe hacerse lentG-

mente para no romper el plásmido. 

e). - Ai'iedir 200 µl de bromuro de etidio ( 3et. lOme/ml); USA•"< GU n1~ 1'.c..v 

D.li.: AQUI EN ADELANTE. 

Mezclar gentilmente por inversión y cubrir al tubo de la luz. 

f).- Eliminar~ les burbujas, debido a que el tubo se puede -

colapsar al ser centrifugado a alta velocidad. Además, para 

evitar lo anterior, se agrega al final une capa de aceite 

mineral. 

g}.- Balancear el tubo con un contrapeso y sellar el tubo al calor. 

h).- Centrifugar en una ultracentr!fuga LB-55 3eckman usando un -

rotor vertical de titanio VTi-50, a 45,000 rpm durante ló 

horas e un rango de 15 a 25ºc al vac{o y sin freno. 
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i).- Después de le centrifugación sacar el tuoo con muc~o cuidado 

para evitar deshacer el eradiente formado y observar contra 

une lámpara de üV de onde larga¡ com~rur.ente se observan dos 

bandas. Pare colectar las bandas es necesario cortar la parte 

superior del tubo y por punción lateral (esquema 7), usando 

una jerinea extraer lentamente las bandas precentes por separe-

do. 

j).- Desechar el ~esto del tubo en un depósito especial pera canee-

r!genos. 

k).- Pare eliminar el bromuro de eticio en las muestres colectadas, 

se hacen extracciones con alcohol isoem!lico, un volumen, se 

mezcla vigorosamente, y se centrifur,a a BOCO rpm durAnte lC 

minutos a 15ºc en un rotor 5~-34. 

1).- Se elimina la fase superior (orgánica). Repetir este procedi

miento de dos a cuatro veces hasta que desaparezca el colGr 

rose de la fase orgánica. 

m).- Dializar la fase acuosa contra amortiguador TE a 4°c, pare 

eliminar el cloruro de cesio, (hacer dos cambios de 2 litros 

cada uno). 

4) • - COi>JCENTRA~ION D~ PI..ASI.!lDO ( 32) • 

a).- Agreger 2.5 vollimenes de etanol absoluto frio por cada ml. 

de solución, y ajustar a 100 mil de cloruro de sodio. Mezclar 

gentilmente. 

b).- Dejar a -2oºc durante toda la noche 6 a -7o0 c durante 40 

minutos. 

e).- centrifugar a 10,000 rpm durante 30 minutos en un rotor HB-4. 

J ).- nesuspender el paquete en un mínimo volumen de TA (p. ej. 100-

200 pl). Hacer una dilución 1:100 en TE e un volumen mÍnimo -



DNA plásmido 

Jeringo 

ESQUEW. 7. EXTRAGCION D.l!O BANDAS EH G.MDIEI;T,1!; 

ISOPlCNI~O DE ~LORURO D~ C~SIO 
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de 500 µl, y deteru.inar la concentraci6n ¿n un es pec trofotóme

tro 3eckmen u~-7 leyendo a 2oC run. 

5). - J:;AT/MCClOH lJ.c; .!Jf;A Tl.íio.v.NU. \ 11 J. 

e).- Cortar el tejido tumoral (cáncer cervicouterino), aproximada-

mente 0.5 g. 

b). - Homocenizar el tejido, con una solución de NaCl c. 9 J, en un 

homogenizador tipo Potter, hasta disgregar lo más posible el 

tejido. 

c).- Realizar varios lavados del tejido con NaCl 0.9 %, aproximada

mente 3 ml por lavedo, para eliminar la mayor sancre posible. 

d).- Resuspender el tejido en solución amortiguadora de lisis. 

e).- A~adir Proteinase K y ~D~ a una concentración final de 450pg/ 

ml y 0.2 ~ respectivamente. 

f).- Incubar a 37°c con agitaci6n toda la noche (de 12 e 16 horas). 

g).- Realizar de 3 a 4 extracciones de prote!nes agregando un volu

men de Fenol-Clorotormo (1:1), se toma la fase superior ecuos ~ 

sin tocar le interfase. 

h).- Realizar de 4 e 6 extracciones del fenol agregando un volumen 

de áter et!lico saturado con ague. Deshe char la fese superior 

(éter) y euarder la fase inferior. 

i).- Pera concentrar el DNA tumoral aeregar 2.5 voló.menes de etanol 

absoluto fr!o por ceda mililitro de solución, y ajustar a 

100 mM de Cloruro de sodio y mezclar gentilmente. 

j).- Dejar a -?oºc por 40 minutos o a -2o0 c toda la noche. 

k).- Centrifugar a 10,0CC rpm durante 20 minutos en un rotor d.d-4 

1).- Resuspender el paquete en TE (p. ej. 100 µl), hacer una dilu-

ción 1:100 6 1:200 y leer en un espectrofot6metro 3eckman 

DU-7 e 260 nm y determinar la concentración de DNA. Con5ideran-
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do que a 2vO nm l 01.J = 50 µg/rel de Difo, y la relación 

CD20ofOD280 = 1.8 se refiere a preparaciones puras de i.J1ia('32). 

6).- DIG~TIUN lJ.í:.L l.iN.ii. Tli;;..uftAL (32)(17) • 
. 

Une vez determinada le concentración de DNA tumoral die,erir 

con enzimas de restricción ; Eco lU que de un freemento de 13 Kb 

donde se encuentre el oncocen (esquema 8), Hind III que d~ un 

fragmento de 12 Kb donde se encuentra el oncogen (esquema 8). 

Procedimiento: 

e).- Mezclar en el sieuiente orden: 

Solución ~mortiguedore TE. 

Solución amortiguadora pera cada enzima. 

DNA tumoral. 

Enzime. 

b).- Incubar e 37°c durante 16 horas, detener le r ea cción acregando 

EDTA e una concentración final de 2 mM. 

e).- Agregar 4 µl de colorante pare electroforésis (ver s oluciones), 

y 2 µl de glicerol el 30 ~. 

7). - ELECTHOFORESIS DE DNA TUMOHAL DIG~hIDO CON lfü:lliuAS DE 

RESTRICCION (32). 

Realizar le electrofereais en geles de agarosa horizontales 

de 19 X 13 cm. 

a).- Preparar un gel de ageroae el 0.9 %, disolviendo l a agarosa 

por ebullición en solución amortiguadora de corrida TF~(ver 

soluciones), incubar e 5oºc. 
b).- Preparar le cámara de electroforesis nivelándola perfectamente 

pera que les muestres corren de manera rectD. Colocar el 

peine con el nl1Jnero de cerriles deseados. 
o c).- une vez que la temperatura de la egarosA es de 50 C agrecar 

18 pl (18 pg) de solución patrón de bromuro de etidio, y 



i•------13Kb-----oo X 

~/<---;!:--~~-------rE-c~;-R_I .......... ~ ........ ..,_,-1.---_i_l_----.-~,----r-fr~r~~---Á~'c'--~~'--~ 
~b t _____ io-12 Kb---IS_r; 2'5 u 

---- EXON 
K = Kpn I 
B = BamHI 
X= Xba I 

Hindm 

IKb 

ESQU.Etiiiá 8. MAPA DE RESTRICCION DEL ONCOGEN~ c-myc 

HU.1.iANO, . SITIOS Eco fil .E Hind III 
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mezclar. Vaciar la agarosa en la cámara y dejar geli f icar. 

d) .- Desprender con tWcüo cuidado el pc::ine una ve z ¿e li f 1 u¡cfo l a 

acarose (esquema ~). 

e).- Llenar lentamente el depósito con solución amorti eued ora TPE 

de tal manera que el finalizar, el nivel de la solución sobre

pase la superficie del gel (esquemn 10). 

f).- Conectar las terminales de una fuente de poder (voltaje cons

tente), A los electrodos como se muestra en (esquema 10). 

Correr la electroforesis a ?O v. durante 16 horas, a tempera 

tura ambiente. 

g ).- Observar el gel en un trasilumi nador de u. v.; conc lu ido e l tie ru 

po de corrida, y tomar fotos con una cám~ra Po l 11 ro j d io..P-4, 

utilizando pelfcula tipo ~7 aSA 3000j Polaroid . 

analizar el gel con la foto obtenida de la sigui ente mane r a: 

i).- Graficar el corrimiento del marcador de peso molecular 

colocándo en las abscisas los centimetros recorri dos y 

en las ordenadas el loearitmo del peso mole cular en pare s 

de bases; ésto nos permite estimar el peso molecular de 

las bandas que se obtengan. 

8).- TRANSFERENCIA TIPO SOUTHEBN A FILTRO DE NITROCELULOSA DEL 

DNA TUi..ORAL (32 )( 47). 

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

dad. 

a).- Al gel se le da un tratamiento con soluci6n desnaturalizadora 

(ver soluciones), durante una hora con ae itaci6n lenta. 

b).- Lavar el gel varias veces con agua bidestilada y poner en 

solución neutralizadora (ver soluciones), durante una hora, 

con agitaci6n lenta. 



ESQU.ii:bJ.A 9. 

Solución Amortiguadora 
de corrida 

Ge! de Agarosa 

ESQUEt.iA 10. 

CAl;,;ARA DE ELECTROFORESIS 
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c).- Colocer solución amortiguadora~~~ 10 X (ver solucione s ), 

poner una plE1ca de z;.odo ce poder hacer un puente co n papel -

Whatman 3 ?.&:, humedecido previamente con solución SSC 10 x. 
Voltear el gel de egaroee y colocarlo encima del papel 

Yihatman 3 1'!1':'.. Eliminar todas lea burbujas¡ cortar al gel su 

parte superior (arriba de los pozos), y una esquina de la -

parte inferior del gel como referencia. 

Sum<"rgir el filtro de nitrocelulosa por 2 minutos en una solu-

ci6n SSC 2 x. 
Colocar e:uidadosamente el filtro sobre el gel, elimina r burbu

jas. Humedecer dos papeles Whatman 1 MM en solución SSC 2X y 

colocarlos sobre el filtro, eliminar burbujas. 

Colocar sobre el papel Whatman 1 rr.M de ) a 8 cent!metros de 

altura de toallas de papel absorbente. Colocer una placa sobre 

las toallas y sobre ~ste un peso de aproximadamente 500 g 

(esquema 11). 

El objetivo es permitir que se forme un flujo de l!qui do del 

tanque e trav~s del gel y del filtro de nitrocelulosa, de tal 

manera que los fragmentos de DHA sean elu!dos del gel y deposi

tados en el filtro de nitrocelulosa. 

La transferencia se lleva e cebo de 18 a 20 horas. Después de 

este tiempo secar el papel horneando doe horas a soºc al 
I vacio .. 

9).- iüRCAJE DEL PLASliIOO HUí-Xba POR HIC.r.: T~LAT.ivN PARA 

usABS¿ co~o SONDA BADIOACTIVA l41)(2). 

Le DNA polimeraea l de E. coli, anade reeiduoe nucleot!dicos 

en el extremo 3' el cual es creado cuando una de les dos cad~nas-

de le mol~cule de DNA es ebierta. Adem~s la enzima, por medio de 



Peso-------c:::==========::J 

Popel -{-Absorbente 

Whatmon 1 MM------c: ______ _ 
Gel ----Filtro nitroceluloso 

Whotmon 3 MM --- .... - _-_--- -- ---tlt----_:_-~_-_-if~t_:_:_-=_=--~--+- Ploco de lucito 

Solución Transferencia--.._. ~ 
L---~------1L_ __ _J 

ESQU.EkA 11. TRANS.F.6ilii:H1..H D~ DN.A 

(TIPO SOUTHERN) 
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su actividad exonucle!'isa, puede remover nucle6tidos del extremo -

5' de lA ebertur8. 

La eliminación de nucle6tidos del extremo ~· y la edición 

secuencial de nucle6tidoa el extremo 3', de como resultado el movi-

miento del rompimiento y sustituci6n (Nick Traslation; a lo larFo 

del Dt:A. I{eempluzando los nucle6tidoa preexistentes con nucle6tidoa 

altamente radioactivos, es posible preparar DNA marcado con 32p -

con una alta ectividad espec!fica ()2)(41). 

e).- En un tubo Eppendorf sili conizado eeregar en orden: 

i)- Soluci6n de .UNA (1 ug) 5-10 .ul • 

ii)- Soluci6n dNTP (nucle6tidos) 20 µl, y agitar. 

iii)- Soluci6n (alfa-32P)dCTP, 25-50 ul, y a~it a r. 

iV)- Soluci6n enzimiltica (DNAsa I pancre~tica y DNA pol. I ) 

10 µl, agitar suavemente. 

V)- Llevar a un volumen final de 100 µl con agua desionizada. 

Vi)- Incubar a 15°c durante 2.5 horas. 

Vii)- Detener la reacci6n agregando 200 pl de EDTA o.2 ) L 

b).- Hacer una filtraci6n en gel (esquema 12), empleando una colu~-

na con Sephadex G-50, y una solución amortiguadora de colu:rn a 

(ver soluciones). 

Al realizar le cromatografía se detectan dos zonas: 

Le primera que eluye, es el plásmido marcado y la segunda en 

eluir son nucle6tidos no incorporados, se colectan muestras 

de 1 ml (10 gotas por minuto). Para determinar la act ividad 

específica obtenida, tomar alícuotas de 1 µl de cada muestra 

colectada y leer en un contador de líquido de centelleo. 

Graficar ndmero de muestras contra actividad es pecífica, l~s 

muestras con los máximos valores de radioactividad del primer 



• • 

• • 

CORTE DE 
UNA ESFERA 

COLUMNA DE 
CROMATOGRAFIA 
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~QUüiA 12. CRO:....rt.TOGRAF.i~ ~¡..¡ G~L 

SBPlW).l)X G-50 
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pico se junten (pool). Esta mezcla será el materi a l nec eaario 

para a e tertar r8 ne E especfficos (sonda rad i oa c tiva ). 

10) .- HiaHIJJACIOU l 32 J. 

Se explica gráficemente en ~squema l' . 

a).- Una vez que se he transferido el DNA el filtro de nitrocelulo-

sa, sumergir el filtro en una soluci6n ~SC 6X por ) minutos, 

inmediatamente colocer el papel humedecido en bolsas de plást L

co (bolsas Seel-N-seve). 

b).- Agregar aoluci6n prehibridadore (ver soluciones), 0 . 2 ml por 

cade cm2 de papel, eliminar les burbu jas presentea, s Hl l a r la 

bolea a calor, e incubar por 20 hor a s a 42°C sumere: i da la 

bolsa en egue. 

c).- Abrir la bolsa por una esquina, des pués de in 1~u bar, e l imi nar 

toda la soluci6n prehibridadora y agregar ahora la s ol uc i ón -

" hibridadora (ver soluciones), 50 µl por cada cm¿ de papel, -

eliminar les burbujas presentes, sellar la bolsa a calor e -

incubar durante 16-20 horas (32) e 42°C, sumer c ida l a bolsa 

en egua. 

d).- Despu~ s de la incubeci6n, abrir la bolsa por una esqu ine y -

eliminar lo m~s posible de esta soluci6n. Sacar con mucho 

cuidado el papel de le bnlsa y Reguir }os siguientes l avados : 

-Soluci6n I (ver soluciones) por 5 minutos e temper a tura 

ambiente. 

-Soluci6n II (ver soluciones) por 15 minutos a temperatura 

ambiente. 

-Solución III (ver soluciones) por 2 horas y un cambi o a 30 

minutos e 68°c. 
c).- Al t~rmino de le incubaci6n, sacar el f iltro de la soluci6n 



•• . g . 
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PLACA AUTORADIOGRAFIA 
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.ESQ.U~ 13. dIBRIDACION 
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III y secarlo entre dos papeles Whatmen 3 ~ .. ';M, a tempera tura 

ambiente. Despué s , envolver el filtro con ~G~PrlCh, y some-

terlo e autorradiograf!e (esquema 14), usar película KüDA~ -

(X-Omet-K) y cassette intensificedor KODAK (X-Omatic), e 

-7o0 c, el tiempo depende de la actividad espec!fice usada 

(tabla III). 

11) .- í..IGhO;jCOPlA .iiiwCTRl.N l (;Jt. Dl:; .1>iil.l.J:tQ¡,,¡QL.hiCULA.:;;, ·r,¿;1,;lU~A ?A!~ 

EXTENDIDO D.hi ACIDOS IfüCLEICú~ \28). 

e).- Preparar les rejillas cubri~ndolas con parlodión. 

b).- Preparar la hiµofase y colocarla en un recipiente de t efl6n 

heste el borde. 

c).- Colocar un portaobjetos limpio en la hipofas e que s er~ la 

rampa. 

d).- Agregar talco sobre le hipofese (opcional). 
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e).- A~adir entre 25 y 50 µl de hiperfese a la rampa, alrededor de 

5 a 8 ml entes de le superficie de la hipofase. Agreeer constan

temente y permitir que corra despacio sobre la superfici e de 

la hipofase. 

f).- Permitir que se extienda por unos 4)-60 segundos. 

g).- Coger la rejilla para presionar en un ángulo conveniente. 

h).- con mucho cuidado pero r{rmemente, tocar con la rejilla la -

superficie del extendido, más o menos al diámetro de una reji

lla de la base del portaobjetos. 

i}.- Teftir le rejilla con ~cetato de uranilo l0-5M (10 µl de 

aceteto de uranilo l0-2M en 10 ml de etsnol el 90 %) durant e 

20 segundos. 

j}.- Colocar la rejilla en isopentano durante 10 aegundon y dejar 

secar a temperatura ambiente. 
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DNA Bl-\ FILTrtO 

Fregmentoa de 

DNA clonedoe 
(100 ng/freg.) 

DKA totel 
Eucariótico 

TABLA I II . 

CONDICION.L:;S D,¿ dl i3.i :iDI~~ICN PiuU.. 

F IL'I'hOS ( SOU'I Hl:.itN J \ 3 2 ) 

.i.i.c. DhA cpm/uc. 

CAI~TlLAD 

io5-106cpm 
(O.Ol-O.l ug ) 

1-5 X io7cpm 
(0.1-0.5 ug) 

'.i.' l ~u. .t'U 

( horas) 

3-4 

12-16 
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k:) .- SOl!:breer con metel pesado Pt :Pd (.30/20), sobre unA pla t.inl!I -

rot3torie (Jeol) a cC rpn: , usfJndo un én~ulo de SO J1 tbrePdo 

menor de 10° por u minutos. 

1).- Observer y fotoerefier la rejilla us~ndo un microscopio 

electr6nico cerl Zeiss ~P4-54. 
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fü:SULl'AD0S: 

1)- Crecimiento de la cepa K-12 de L ~ conteniendo el plésmido 

HLM-Xba, amplificaci6n y aislamiento del plásmido. 

El creciffiiento de la cepa, fue poait!vo en medio Luria-ampicili

na y negativo en medio con tetraciclina, es decir, la cepa es 

tetraciclina sensible, ampicilina resistente. 

El crecimiento de la cepa se determinó por lecturas de As 000nm 

con dos variantes, con amplif i cación y sin ampli:ficar (con cloran

fenicol), observándose los siguient es re s ultados. 

Sin amplificar a 2.5 horas se tiene As600=0. 4 (32Xl07cél/ml); 

de s pu~s de 12 horas de crecimiento una As 600=o. 9 (7 2Y. l o7cél/ml) . 

Amplificado a 2.5 horas se tiene una As 600=0.4 (32Xl07cél/ml), 

(sin amplificar); después de 12 horas se observa una As 600= 

o.6 (48Xl07cél/ml). Como podemos observar, el cultivo amplifi

cado presentó menor crecimiento, pero más adelante se observa 

que tiene mayor cantidad de plásmido. 

2)- Purificación del DNA plasm!dico (Gradiente isop!cnico): 

El patrón 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 plesm!dico obtenido a partir de los cultivos 

amplificados y no amplificados, as! como sus lecturas de As a 

260 y 280 nm se muestra en la (table IV). 

3)- Microscop!a electr6nica del plásmido HLM-Xbe (Sonde): 

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

Microscopia electrónica en donde se desarrolló la técnica de 

microscop!a electr6nica de macromol~culas para visualizar el-



TA!:il.A IV. 

RENDiliIENTO DEL DNA PLASJiilDI1.;0 EN DIFE&NT.r;s 
CONDICION.b.::) ú~ CULTIVO 
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TIPO DE CULTIVO Aa260 Aa2ao CONClliNTRACION 

Amplificado 0.6 0.4 1.4 187ug/750ul 

No Amplificado 0.12 0.1 1.2 75ug/750ul,, 

+Esta relacidn da una eatimacidn de la pureza del ~cido nucleico. 



1'lJGURA 1. PURIFICaGION D.c;L PLáSi.dDO HLlii-Xba . 

GRADIENTE lo:>OPICNICO DE CLOUURO DE CESIO, 

Se lleva a cabo en una solucidn saturada de 

Csc1 2 usando como colorante bromuro de etidio, 

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

50 
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plásmido¡ el resultado obtenido se muestra en la figura 2. 

Al realizar la medici6n en la fotografía que corresponde al -

plásmido HLM-Xba con un curvímetro, dicho resultado correspon

de efectivamente al plásmido e; estudio (9.86 Kb). 

El estudio se realizd con la ayuda del Bidlogo PeJro Chávez 

o., que es el encargado de le unidad de microscopía electr6nice 

del departamento de Gen~tica y B. M. 

4)- Extracción de DNA tumoral: 

Con respecto a esta parte se tuvo una alta eficiencia de extrac

cidn de DNA de tejido tumoral cervicouter ino humano. 

se trat~ron 8 tumores (biopsias), obt eniéndose en promedio una 

cantidad de 400 ug de DNA tumoral. Más adel ant e s e dan l as concen

traciones obtenidas de DNA para cada caso. 

5)- Digestión de DNA tumoral: 

Se realizaron varias pruebas para determinar la cantidad de -

unidades de enzima por ug de DNA tumor·al y el tiempo de diges

ti6n de ~etas, obteni~ndose el siguiente resultado: 

ENZILiA UNIDADES POR ug DE TZMPERATliRA Tiill.lPO 

LNA 

Eco RI 5u/ug nºc 12 horas 

Hin!l III 4u/ug 30-37°c 16 horas 

Una vez estandarizadas estas condiciones fueron utilizadas para 

los experimentos posteriores. 

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

DNA tumoral: 



FIGU.RA 2. FOTOMICROGRAFIA DEL PLAS.llliIDO HUl-Xba 9, 500 AU~>i.ii.:NTO;; 

~ICROSCOPIO ELECTRONICO ZEISS MP-54. 

se tide la rejilla con acetato de uranilo 10-5M., s e sombrea 

con metal pesado Pt:Pd (8/20) y se observen diferentes campos 

el microscopio electrónico. 



Al llevar a cabo la transferencia del DNA tumoral al filtro de 

nitrocelulosa se obstrv6 que usando solución SSC lOX como 

solución de transferencia, existe mayor transferencia del DNA 

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

celulosa que cuando se usó solución SSC 6X. 

Le determinacidn de mayor o menor transferencia del mrA en rela-

ción e la concentracidn de SSC, se hizo con bese en los resulta

dos del gel ya transferido, al teñir el gel con bromuro de eti

dio (5 mg/ml) durante 15 minutos. Cuando se usó SSC óX el gel 

presentó algo de fluorescencia un 20% de la que e~ observa antes 

de transferir, en tanto que cuando se usó SSC lOX no se observó 

fluorescencia. 

Otro factor que contribuyó a une transferencia óptima fue el

tiempo de transferencia el cual fue el óptimo a las 20 horas. 

7)- Marcado del pl,smido HLM-Xbe. (Obtención d~ una sonda radiacti

ve): 

Se realizó de acuerdo a la t~cnica descrita en métodos, y le 

radi actividad obtenida fue de hasta 9Xl08 cpm por ug de DNA 

plasm!dico, lo cual corresponde a una alta actividad ya que se 

reportan actividades específicas relativamente bajas como se 

muestra en le table v. 

TA.ar.A V. 
ACTIVIDAD J)SPECIFICA 

AUTOR SONDA ACT. ESPECIFICA Rt;FERlSNCIA 

Stehelin D. c-myc 2-5 X 108 (48) 

Thu::a s p.s. DNA 2-4 X 108 (52) 



Ali1v.h SüNDii. 

Lee, 'l/en-Rwe N-myc 

Drmute K. c-myc 

Heydey A.c. c-myc 

Parra F . c-myc 

ACT, ~P.i:;GH'..i.<.;A 

2,5 X 108 

• 2 X 108 

1-2 X 108 

( 2 '; ) 

(8 ) 

(24) 

Para separa r el DNA plHsm!dico de l os nucle6tidos no i nc orpo

rados, as! como tambi~n comprobar que la rediectivide d se 

encontrab~ en el plásmido se someti ó a unR separación en SephR

dex G-50. 

Después de realizar varios ensayos , se obtuvo un óptimo de 

incorporación como anteriormente se menciona, se incorporó el 

80 % de merca radiactiva. 

8)- Hibridaci6n: 

Este se realizó conforme a le t~cnica antes mencionaJa, los -

resultados que se muestran más adelante demuestran una alta -

ef'iciencia de hibridaci6n de la sonda (HLM-Xba) con el oncoge

ne c-myc del DNA tumoral. 

se realizaron estudios preliminares corriendo tambi~n al plásmi

do e hibridándolo contra ~l mismo, observándose un patrón de 

bandeo en le autorradiogref!a diferente a cuando se hibridó -

con DNA tumoral; de ~ato concluimos que lo que se detecta es -

el oncogene y que en ceso de contaminación con plásmido en el 

gel se detecte fácilmente. Por esta razón en los resultGdos que 

se presentan más adelante no hay ning~n control de hibridación, 

de plásmido contra plásmido. 



II). - Rl:iSULTÁDOS (AL'.Li:;fYí.(;IOl ~ D.i:iL úHL;OG.1:.o¡lj:; c-myc ~.: C.it.l~ ..,.,.H 

L;~RVICOUTEltH<01: 

Respe~to a estos resultados que son los ffiás i mportantes de 

esta tesis se precentan: Tomando en cuenta las caracterís ticas 

clínicas del donador y el procedimiento realizado para cada ca-

so: 

iiAP~RLIJ,.E;NTv r. 

i)- Caso l. 

Tumor cervicouterino n6mero (4): 

Nombre: Rico Gerrero Consuelo. 

a)- Datos Cl!nicos: 

Fecha: 25/II/85. 

Edad 4ó a~os, Cáncer cervicout erino e pidermo id e e8 tad i o 
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II s. Abundante tejido necrótico, inflamación aguda, foco 

mi croscópico de carcinoma epidermoide poco diferenciado, 

invasor. Y.eteplasia escamosa endocervical. Car ci noma con 

me t as tasia. 

b)- Extracción de DNA: 

Cantidad de tejido: Q.4g 

Concentración de DNA: 140 ug/100 ul 

Relación As 26c/As280 : 1.8 

e)- Restricción del DNA: 

DNA usado: 10 ug 

Enzima de restricción : Hind III 

Unidades usadas: 4 u/ug 

ii)- Caso 2. 

Tumor cervicouterino ndmero (5): 

Nombre : Miranda Pelcastre 3r!gida. Fecha: 7/II/85. 



e)- Datos Clínicos: 

Eded 49 aftos, C~ncer cervicouterino adenoescamoso estadio 

rv. Sancrado transvaginal eaceso, lesión exofítica 5-4 cm, 

carcinoma adenoescamoso inv~sor, carcinoma con metestaeis. 

b)- Extracción de DNA: 

Cantidad de tejido: o.5 g 

Concentración de DNA: 145.8 ug/400 ul. 

Relación As 26c/As280 : 1.7 

c)- Restricción del DNA: 

DNA usado: 10 ll8 

Enzima de restriccidn: Hind III 

Unidades usadas: 4 u/ug 

iii)- Caso '.5. 

Tumor cervicouterino ndmero (34): 

Nombre: Serrano Dominguez Elena. 

a)- Datos Cl!nicoa: 

Fecha: l/II/85. 

Edad 58 aftos, C~ncer cervicouterino epidermoide estadio 

IIIB. Carcinoma poco diferenciado de c~lulas grandes no 

queratinizante invasor, sale de pelvis. 

b)- Extracción de DNA: 

Cantidad de tejido: 0.49 g 

concentración de DNA: '.550 ug/250 ul 

Relacidn As 26ofAs2ac: 1.78 

e)- Restricci6n del DNA: 

DNA usado: 10 ug 

Enzima de restricci6n: Hind III 

Unidades usadas: 4 u/ug 



iv)- Ceso 4. 

Tumor cervicouterino nt1Inero (2 ~ ): 

Nombre: Arizmendi Ane Meria. Fec~e: 18/II/85. 

a)- Datoa Clínicos: 

Edad 49 enos, C'ncer cervicouterino epiderffioide estadio 

III s. De 6 a~os de evoluci6n, lesión exof!tica que 

ocupa todo el c~rvix, invade ~ercio inferior de vagina 

r '7 
), 

y param~trios fijos, sale el carcinoma de pelvis c~lulas 

grandes, invesor. 

b) - Extracción de DNA: 

Cantidad de tejido: 0.49 g 

Concentración de DNA: 420 ug/400 ul 

Relación As 26ofAs280 : 1.7 

c)- Restricción del DNA: 

DNA usado: 10 ug 

Enzima de restricción: Hind III 

Unidades usadas: 4 u/ug 

v)- DNA control de tejido normal. 

Una vez conocida le concent~aci6n de el DNA de las difer entes 

muestras se procedió a correr la electroforés is bajo las condi-

ciones descritas en la metodología. Para determinar el peso mo

lecular se utilizó el DNA del fego lambda tra tado con liinº-III 

el cual se corrió en el mismo gel paral elament e con las muestras 

de DNA tumoral figura 3. 

Terminada le electrofor~sis el DNA se transfirió a filtro de 

nitrocelulosa siguiendo las condiciones descritas en material 

y metodos. 

Una vez transferido el DNA a filtro de nit r ocelulosa se hibridó 
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Electroforesis del DNA de los tumores cérvico-

uterino (C4 , C$, C54 , C21 ), y tejido normal, 

digeridos con Hind m . 

FIGURA 3. 

La electroforesis se realiza en geles de egarosa -

horizontales a una concentración de 0.9 % en aolu-

ci6n emortiguedore TPE con 18 ug de bromuro de etidio, 

las muestras ee corren a 50 V durante 16 horas a tempe-

retura ambiente.. 

58 



59 

usando ur.e actividad específica para este caso Je 2XlO~cpm. 

t:na vez hibridado el Dl'!A que se encuentre en el filtro con -

le sond8, se realizó le eutorrediogr&fia. 

En le figura 4, se presentan los resultados obtenidos en la 

eutorradiograf!a. Se pueden observar las bandas que corresponden 

al sitio del D~A tumoral er. el que la sonda hibrid6. 

En algunos casos, como el c4, c5, c34 y c29 se observe una -

banda más intensa, lo cual nos indica una amplificación del onco

gene, pero también se observa un desplazamiento de las bandas a -

(9 Kb), en caso de c4 , c5 y c34 con respecto a la banda de (12 Kb), 

que en el caso de c29 se mantuvo, lo que quiere decir que éste solo 

está amplificado y que en los otros casos están tanto amplificados 

c9mo reerregledoa. 

Pare corroborar ésto y determinar el grado de amplificación -

se corrio un Sean (barrido), a la autorradiogref!e a una on560 en 

un espectrofot6metro Beckmen DU-7, observándose lo que se muestra 

en la figura 5. Por este método y calculando el área bajo la curva, 

se oetermin6 el grado de amplificación, el cual se muestra en la 

tabla vr. 

TUMOR CERVICOUTERINO 

C4 

TABLA VI 

AMPLIFlCACION 

4X 

7X 

2X 

3X 

DATOS CUANTITATIVOS 

26.67 

46.70 

20.15 
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FIGURA 5. 

A la autorradiograf!a se le somete s una denei

tometris en un espectrofot6metro, leyendo s 560 

r.Jll con fuente de luz visible s 10 lecturas por 

mm. 
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i)- Caso 5. 

TU111or cervicouterino nl1L1ero ( S; ): 

Nombre: Lop~z Padilla Juana. 

A)- Datos Clínicos: 

6? 

Fecha: 13/II/8). 

Edad 62 años, C~ncer cervicouterino epidermoide est~dio -

III B. Carcinoma invasor moderad81Dente diferenciado quere

tinizente de células grandes, sale el carcinoma de pelvis. 

b)- Extracci6n de DNA: 

Cantidad de tejido: 0.5 g 

Concentraci6n de DNA: 320 ug/200 ul 

Relación As 2GcfAs280 : 1.7 

e)- Restricción del DNA: 

DNA usado: 10 ue 

Enzimas de restricción: Eco BI, Hind III 

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

ii)- Ceso 6. 

Tumor cervicouterino nllinero (46): 

Nombre: Argullo Gonzales Cleotilde. 

a)- Detos Clínicos: 

Fecha: 14/II/85. 

Edad 55 años, . C~ncer cervicouterino adenoescamoso estadio 

II A· Carcinoma poco diferenciado queratinizente de células 

grandes. 

b)- Extracci6n de DNA: 

Cantidad de tejido: o.19 g 

Concentración de DNA: 350 ug/250 ul 

Relación Ae 26cf As 280 : 1.8 

e)- Restriccidn del DNA: 



DNA usado: 10 ug 

Enzimas de reatricci6n: Eco RI, Jind III 

Unidades us~des: 5 u/ug y 4 u/ug respectivamente. 

iii)- DNA control de tejido normal .• 

ó3 

Una vez conocida la concentraci6n de el DNA de las diferentes 

muestras se corrió la electrot'or~aia bajo las condiciones descritas 

en metodoa. Para determinar el peso molecular se utiliz6 el DNA del 

fago lambda tratádo con :Iind 111 el cual se corrió en ~1 mismo gel 

(figura 6). 

Terminada la electrofor~sia el DNA se transfirió al filtro de 

nitrocelulosa siguiendo las condiciones descritas en metodología. 

Una vez transferido el DNA a filtro de nitrocelulosa s e hibrid6 

usando una actividad especifica para este caso de 2.ó2XlC8cpm. 

Una vez hibridado el DNA que se encuentra en el filtro con -

la sonda se realiz6 la autorradiografía. 

En la figura 7, ee presentan lo resultados obtenidos en la -

autorradiografia. 

Se puede observar las bandas que correspo?den al sitio del -

DNA tumoral en el que la sonda hibrid6 . 

Tanto para el caso c9 como para el c46 se observan les 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 &ato y determinar el grado de amplificaci6n, 

se corrió un Sean (barrido), a la autorrediograf!a a une on560 

en un espectrofot6metro Beckmen DU-7. 

A continuaci6n se muestran los Sean comparativos para el 

fraemento de 13 Kb, Eco RI (figura 8), y el fragmento de 12 Kb 
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Electroforesis del ONA de los tumores cervico uterino 

C9 c46 y tej ido normal digeridos con Eco RJ y Hind m 

FIGIJRA 6. 

La electx·oí'oresis se realiza en geles de agarosa -

horizontales a una concentraci6n de 0.9 % en solu-

ci6n amortiguadora TPE con 18 ug de bromuro de etidio, 

las muestras ee corren a 50 V durante 16 horas a tempe

ratur a ambiente. 
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Hind III (fieura 9). 

Por este ru•todo y celculando el ~rea bejo la curve pAra coda 

caso, se determin6 el grado de amplificeci6n, el cual se ¡¡uestra en 

l8 table Vll. 

TUJl'.OR CEiWICOUTERINO 

TA.dU VII • 

.u.?LIFIC.ACION 

2X 

4X 

DATOS CUAN'l'ITA'.rHOS 

10.30 

22 .6 
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FIGURA 9. 
2.- Pico que detecta a la bande de 12 Kb en la autorradio

graf!a, compareci6n de c-myc entre los tumores C9 Y C46• 



.WC.P.i:;ltL.u:;NTO III 

i)- Ctiso 7. 

Tu~or cervicouterino nllinero (37): 

Kombre: Solis Diáz Isabel. 

e)- Datos Clínicos: 

Feche: l/II/85 

Eded 71 años, Cáncer cervicouterino epiderwoide estadio -

111 a. Lesión exofitica necr6tica, carcinoma ruoderadamente 

diferenciado invasor de c~lules grandes, carcinoma metssta

cico. 

b)- Zxtrftcción de DNA: 

Cantidad de tejido: 0.37 g. 

Concentración de DNA: 350 ug/ 250 ul 

Relación As 26c/As 280 : 1.75 

c)- Restricción del DNA: 

DNA usado: 10 ug 

Enzimas de restricción: Eco RI, Hind 111 

Unidades usadas: 5 u /ug y 4 u/ug reapectivem~nte. 

ii)- Ceso 8. 

Tumor cervicouterino ndmero (35): 

No:nbre: Maldonado Rico Mar!e. Fecha: 29/I/85 

a)- Datos Cl!nicos: 

Edad 38 anos, Cáncer cervicouterino epidermoide estadio -

II B. carcinoma invasor, de c~lulas grandes no queratini

zentes medianamente diferenciado. En una segunda biopsia: 

carcinoma adenoeacamoso inmaduro invasor, abarca todo el 

cervix con predominio en labio inferior. 

b)- Extracción de DNA: 



Centided de tejido: o.)2 g 

Concentración de DrA: 105.¿ ue/100 ul 

Relaci6n As 26o1As 280 : 1.79 

c)- Restricci6n del DNA: 

DNA usado: 10 ue 
Enzimas de restricción Eco RI, Hind i:II 

Unidedes usadas: ? u/ug y 4 u/ug respectiv~mente. 

iii)- DNA contro1, tejido normal. 

üna vez conocida la concentración del DNA de las diferentes 

muestres, se corri6 le electroforesis bajo l 8s condiciones descritas 

en le metodolog!e. Para determinar el peso molecular se utiliz6 

el Dr.TA del fego lambda tr·atado con !-!ind lll, el cual s e corrió en 

el mismo gel (figure 10). 

Una vez terminada la electroforesis, el gel se prepara para 

le transferencia del DNA al filtro de nitrocelulosa siguiendo las 

condiciones descritas en le metodología. 

Despu~s de le transferencia se procedió e le hibridación 

usando una actividad especifica para ~ate caso de 3Xl07 cpm. 

Una vez hibridedo el D~A qu~ se encuentra en el filtro de 

nitrocelulosa se realizó la eutorrediograf!a siguiendo la t~cnica 

descrita en metodología. 

En la figura 11, se presentan los resultados obtenidos de le 

eutorradiogref!e. Se puede observar las bandas que corresponden al 

sitio del DNA tumoral en el que la sonda hibridó. 

Se puede observar que se experimento en particulllr un m1111ero 

de bandas mayor que para los experimentos anteriores y no aal para 

el tejido normal el cual presenta el patrón de bandeo esperad.o 13 

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

C37,C 35 y tejido normal digeridos con Eco R [ y Hind UI 

FIGURA 10. 

La electroforesis se realiza en geles de agarosa 

horizontales a una concentración de 0.9 % en solu-

ci6n amortiguadora TPE con 18 ug de bromuro de etidio, 

lea muestras ae corren a 50 V durante 16 horas a 

temperatura ambiente. 
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Realizar.do un análisis a primera viste se observó lo sieaien-

te: 

e).- Para el ceso cuando se digirió el DNA tumoral con la enzima 

Eco RI: Se observa la banda de 13 Kb esperada m&s el reerreglo 

e 9 Kb. 

b).- ParB el ceso cuando se digiere el DNA tumoral con Hind 111 se 

observa, la presencia de la banda esperada de 12 Kb y aparte 

una banda de ~.4 Kb, muy perecida a la encontrada en experi

mentos anteriores. 

c) .- Par·a el caso cu1rndo se digiere el DNA t ur.ioral con dos enzimas 

Eco RI e Hind III a la v&z, se observa le pr esencia t ambi~n 

de dos bandas en vez de una, la primer banda corresponde a 

13 Kb como en el corte con Eco RI sola, y tembi~n el fragmen

to de 9.4 Kb como en el ceso del corte con Hind 111 sola. 

d).- Algo importante en este caso, que se debe hacer notar ea la -

presencia de dos bandas que aparecen constentes independiente

mente del tratamiento de 18 muestra, las bandas de 6 y 4. 8 -

Kb. 

e).- Por dltimo, se hace notar que el patrón de bandeo es i gual -

para loe tumores analizados c,7 y c35 , y alf,o tambi~n· importan

te es el patr6n de comparación con el DNA normal en el cual se 

observa que aunque se corrió bajo las mismas condiciones que 

lea otras muestras no presente m&e que una banda, la esperada 

l' Kb para Eco RI y 12 Kb para Hind III. 

Pare corroborar 4eto y determinar el grado de emplificaci6n 

del oncogene se corrid un Sean {berrido), e la autorradiogrefía 

leyendo cada cerril e una on560 en un espectrofot6metro aeckman 
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DU-7. 

En le figure 12 se observe el Sean correspondiente al 

fragmento de 13 Kb, corte con Eco RI. En ~ste se observen cuatro 

picos, correspondientes a les cuatro bandas observadas en le 

eutorradio5Taf!a 1 el primer pico para c37 y c35 corresponden al 

pico esperado en 13 Kb, luego el pico más alto correspondiente el 

fragmento de 9 Kb y por dltimo dos peque~os picos correspondientes 

a les bandas de ~ y 4.8 Kb. Junto con esto figura 12 se muestra 

una tabla con el grado de amplificaci6n de cada pico. 

En la figura 13, se observe el Sean correspondiente al frag

mento de 12 Kb, corte con ijind 111. A ~ate, al igual que el ante

rior se observan picos correspondientes e las cuatro bandas. 

Observ&ndose que el primer pico corresponde el fragmento esperado 

de 12 Kb pare los doe casos c37 Y C35• 

Se observe, el i gual que en el cas o anterior, que el segundo 

pico es el m~s alto y corresponde a la banda de 9.4 Kb, y los picos 

de los fragmentos de 6 y 4.8 Kb, junto con le figura 13 ae muestra 

una tabla con el grado de amplificación de cada pico. 

En la figura 14, se observa el Sean corres?ondiente al fra gmen

to producido por la digestión con Eco RI e Hind lII a la vez ( ee 

esperaba un fragmento de 7 Kb). En ~ate caso como en todos los de 

~ate experimento se observan cuatro picos, los cuales corresponden 

a las bandas de 13 1 9.4, 6 y 4.8 Kb. Observándose al igual que en 

los casos anteriores que se repite en el mismo orden el tama~o del 

pico. Junto con la figura 14 s e muestra una tebla con el grado de 

amplificación de cada pico. 

nespu~s de terminado este análisis se compararon los resulta

dos de l os diferentes casos y se pre s entan en la tabla VIII. 
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FIGURA 12. 

C35 C37 
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TA BLA VIII 

------ --------· ----- · - - -------·-----·-- ·--- ·-- -- ---~ --- -- --- --- -

TUMO R ESTADIO TIPO HI STOL OG ICO EDAD .A MPLI FICAC ION REARREG LO 

e 11 B EP 1DERMO1 DE 46 4 X + 
4 

e t'V ADENOE SCAMOSO '~ 9 7 X + 
5 

e 11 1 B EP 1 DERMOI DE 62 2 X 
9 

e 11 1 B EP 1DERMO1 DE Lt 9 3 X 
29 

e 111 B EP 1DERMO1 DE 58 2 X + 
34 

e 11 A ADENO ESCAMOSO 55 10 X + 
35 

e 111 B EPIDERMOIDE 71 12 X + 
37 

e 11 A ADENOES CAMOSO 55 4 X 
46 

---·----------- ---- ·-- ·--- --- - --- --· 
1 - --- - -- ------- -- -- - ----- - ---- --- ------- -- ·-·- ----- ------ -

-.._) _ , 



DfoC1J~ION: 

~especto a loa resultados anteriore~ se analizaron por cada 

experimento obeervandoee lo siguiente: 
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Pera extracción y purificacicSn de plásmido se obtuuieron las 

conc entraciones aún m~s altas que las reportadas en la biblioprafia 

( 21); respecto a le purificacicSn, el plásmido HLM-Xba se obt•.VJ -

puro. 

Respecto a la microecop!e electr6nica fu~ una herramienta -

para corroborar junto con el trabajo de caracterizaci6n por enzimas 

de restr iccicSn realizedo por el Q.8.P. Rodol f o Ocadiz D., que se 

contaba c.iin t e be con la e onda adecuada pora f·stos experimentos; -

lsto se dellioetro midiendo en la microfotoe raf!e con un curv! we t r o 

y luego verificando el temafto, el cual correepondi6 pe r fectamente. 

Como un trsbajo complementario para ~ste estudio y muy espe

cialmente como base para estudios posteriores de late oncoe ene.1 se 

reporta le secuencia del fragmento utilizado como sonda y se pone 

a le dispoeicicSn de los interesados programas d~ computadora para 

conocer m&e e fondo les ceracterist!cae moleculares de tate fragmen

to del oncogene c-myc. 

Respecto el marcaje de la sonda radioactiva (HLM-Xha-32r) 

que se llevó a cabo por la t~cnica de rompimiento y sustituci6n -

(Nick-Treslation), se obtu~o una incorporaci6n de marca radi~activa 

mucho muy elta¡SO %, en comparacicSn a lo reportado en la literatu

ra que es de un 37 % (41). Esta alta eficiencia fue muy ótil 

dado,que con pocos marcajee de le sonda1 se llevaron e cabo varios 

experimentos importantes, y dada la alta activideq se redujo el -

ttempo de exposición de las autorrediograf!as. 

El aspecto de el marcaje y una buena hibridación junto con -
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edecusdos levados pere eliminar exileo de sonde fueron determinan

tes para la obtenci6n de buenos resultados. 

Lo que respecta a los rt!sultedos del estudio en DNA tumoral, 

se anel!zan por experimento realizado conciderendo cada caso. 

Pera el experimento (I) observamos: Un rearreglo ecompa~ado 

de amplificación pera los tumores c4 ,c5 y c34 , le emplificeci6n 

fu' de 4, 7 y 2 veces m~s que el normal respectivamente, ecompe --
/ 

ftandose para los tres casos de un reerreglo de un fragmento de 12 

Kb (fragmento esperado) a un fragmento de 9 Kb. Pera ~tos casos 

la alteración del oncogene c-myc se llevó a cabo en los dos ale

los del mismo modo , 'ato se explica por el hecho que aparece -

une sola banda le cuel indice que en los dos alelos el oncogene 
I 

c-myc se corto igual por le enzima. Ahora el rearreglo puede ser 

debido a dos posibles causas: 

e).- Aparici6n de un polimorfismo e enzimas de restricción generado 

por mutaci6n puntual, el cual hace que ae pierden y se generen 

nuevos eitioe de restricci~n, de tal manera que le longitud 

del oncogene se modifique de 12 a solo 9 Kb. 

b).- Le otra ceuea probable ea la translocaci6n de los dos alelos 

JI' 1 d . . ( de este oncogene de un cromoeooe a otro, con o que a quir1r1a 

otros citioe de reetricci6n del lugar al que se trasloc6 y 

perder:í'.a los sitios originales que quedarían en la parte que 

no se trensloco'. 

Para comprobar cualquiera de &'atas dos hipotesis es necesario 

realizar hibrideci6n in-aitu para determinar la posición cromos6mi

ce del oncogene reportada (35), ei la poaici6n es la misma 8(q24) 

ee pensaría en un polimorfismo a enzimas de restricci6n, pero si 

la poaici6n fuera otra/por ejemplo en el cromosoma 14 en la posici6n 
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de los genes ~ara lee cadenas pesadas de lea inmunoglo bulinas 

~ 2b (36), ee tratarfe de una translocación 8:14 del oncofene y le 

variación del tameño ee dea,ería e que tomaría el sitio de restric

ción de su nueva localizecidn. 

Reepecto al tumor c29 ~ete no se encuentra rearreglado, de 

el fra gmento esperado de 12 Kb, pero se encuentre amplificado 3 

veces respecto al normal. 

Para el experimento (II) observamos lo siguiente: Para los dos 

tumores c9 y c46 Únicamente amplificación de 2 e 4 veces m~s que 

el normel respectivamente. No aparece ningdn rearreglo dado que -

ee obtienen lea bandas esperadas de 13 Kb pera ~~~ RI y 12 Kb pera 

Hind III, 4sto quiere decir que no hay ni polimorfismo a enzimas 

de restricción ni traslocacidn del oncogene ~ 5lno s&lo amplifica-

cidn. 

Para el experimento (III) que es el m~s interesante por los 

resultados obtenidos, obeervamoa lo siguiente: En fste caso fueron 

doe tumores el c37 y c35 en los que se obse r vó un patrón muy seme

jante entre ellos, algo que loe diferencia de los otros resultados 

es que ninguno de los dos alelos ea igmü y que pre.sentan la ;r11fa 

alta amplificación de 10 y 12 vecee máe que el normal respectiva-

111.ente. 

Estos tumores fueron di~eridos por separado con Eco RI, Hind_J.II 

y Eco RI+Hind III; para loa doa caeoe cuando se corto con Eco nr 

ee encontró lo eiguiente: un fragmento de 13 Kb (fragmento eapere

do), y un fragmento de 9 Kb, 4ato ee explica coneiderando que uno 

de loe alelos estebe normal y amplificado, y el otro ae encontraba 

fuertemente emplificedo (m~e que el primer alelo) y rearreglado -

(polimorfismo e enzimas de restricción o translocación). 
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Pare el corte con Hind III, en los dos cesos se encuentre -

igual un freonento de 12 Y.b (fragmento esperado) y un fr~grr.ento de 

~.4 Kb, 4eto se explica al igual que en el caso anterior que cede 

bends corresponde e un elelo, uno se encuentre en el sitio espera

do pero amplificado y el otro alelo reerreglado y fuertemente 

amplificado. 

Pare el corte con Eco RI + Hind III se eaperabe un fragmento 

de 7 Kb, y se encuentran para un alelo un fragmento de 13 Kb, ~ato 

ee puede explicar considerando le p~rdida de el eitio Hin III 

(pérdida por mutaci6n puntual) en el extremo 5' del oncogene, lo 

que nos generaría un fragmento de 13 Kb detectable por le aonde,y 

otro de 3.ló Kb que no ser!e detectado por la sonda, como ee mues

tre en el siguiente eequelll8. 

Eco RI 
13 Kb 

1 
Perdida del sitio 
H ind m por mutacibn 
Puntual 

Eco Rl 

Hindm 

1--i 
IKb 

Para el otro alelo que da un fragmento de 9.4 Kb ee explica 

como un rearreglo el cual podía ser un polimorfismo a erizim~$ de 

restricci6n o una translocaci6n. 

Algo i mportante son dos bandas que aparecen en todos loe casos 

meno s en el normal, latae bandas corresponden a 6 y 4.8 Kb las -
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cual es son repor t adas por Dalle Favere y colaboradores como 

pseudogene s · (9)(10). Un ps eudogene es definido como genes na f un

cionales pero con cierta ho~0lap{R con protooncogenes, son conside-

radoa como residuos evolutivos (30). 

En resumen se encontraron alteraciones en las que los dos -

alelos ten!an el ~ismo comporta~iento y en otros que cada elelo -

se enc ontraba alterado de diferente modo, otro punto importante 

es que solo en dos casos se encuentran pseudogenea lo mismo reporta 

( 9)(10). 

Como reeum~ general de todo el tra bajo tenemos que de 8 -

tumores cervicouterinos estudiedoe en el 100 % s e encontró eltef 

do el oncogene c-myc, ea decir se encontrt'.!'Oíl t odos los tumorea

amplificado» , de áetos, cinco eetaban omplifioados y rearroel ,do~ 
y tres solamente 8Illplificados; ~ata cifra de eltersci ón es impof tan

te d8do que para c-myc .se reporta un porcentaje de el tera ción de\ 

este oncogene relativamente bajo pera otros ti~oa de carcinomas: \ 

Carcinoma epitelial (11 %), Sarcomas (22 %), linfomes (1 9 %) de uJ 
100 % de muestras estudiadas (56). 

Cabe mencionar que el cáncer cervicouterino es poco estudiado 

a lste nivel,J exepto por estudios recientes realizados en E. U~ 

en la ciudad de Loa Angeles en donde el c&ncer cervicouterino 

comienza a ser un problema 09). 

Por 6ltimo se observó que no hubo correlaci6n entre el grado 

de amplificaci6n con el estadio y tipo histol6gico, ee probable que 

ei exista late correlaci6n pero la muestra fue demasiado p e que~a, 

no representativa, la justificación es la de trabajar con muestras 

de pacientes vivos lo que restringía el muestreo. 
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CONCLUSivN.í:..S: 

A).- El oncogene c-myc humano sl est' implicado en carcinoma 

c~rvicouterino. 

8).- Se pudo detectar y determinar un patrón anormal, observándose 

amplificaciones y rearreglos del oncogene c-myc en di ferent es 

casos clínicos de carcinoma cervicouterino independi entemente 

del grado de desarrollo y tipo histológico. 

C).- El 100 % de los tumores analizados se encontrd alterado el 

oncogene c-myc. 

. 
D).- Este trabajo ee el primer reporte en el campo de la 

oncolog!a molecular en M4xico. 
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.AN.S..XOS: 

a).- Análisis de Computedora: 

Un treb&jo adicional que se rializd en el laboratorio fue 

el oe tener nuestro archivo de información con la s ecuencia nucleo-

tidica del fraemento que contiene el primer ex6n del oncoeene 

c-myc (18) , el cual corresponde e 3510 pares de bases , y es le 

parte m~s importante de nuestra sonda. 

Este secuencia ee considere en esta t esis, ye que en pr imer 

luger es l e. secuencie que es reconoc i da en el DNA tumor Al t otal 

y en segundo lugar por ser una bese t eóri ca pare estudi os poste -

riores como son muteg~nesia dirigida , an~lisis de s ecuencias espe -

c!ficas en el oncogene, etc. 

A continuación se tiene la secuencia del fragment o de 3510 

pares de bases (primer ex6n), que ee utiliza como sonda para 

detectar alteraciones en el oncogene c- myc en diferentes t umores 

humanos. 
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TTGCCA l TAC CGG l rc-rccA TAGGGTGATG TTC ATTAGCA GTGGTGA TAG GTTAATT TTC l\[";C !'I TC TCTT 

150 16•) 170 100 190 700 ?10 

ATGCGGTTGA r. TAG TCACCT C TGAACCl\CT TTTTCCTCCA GTAACTCCTC rT TC TTCGfVi re r r c r c:r r.n 
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2"0 :50 0 :'-10 3¿>1") ,:. _.; ( 1 · f,, 4 (1 ··. ~.r 

GAAACCTTGC ACCTCGGACG CTCCTGCTCC TGCCCCCACC TGACCCCCGC CCT CG TT GAC ATC Cl\GGC GC 

360 370 390 390 4 00 41 o ~ ?(1 

GATGATCTCT GCTGCCAGTA 61\GGGCACAC TTACTTTACT TTCGCAAACC TG~ACGcr:.. r:;G TGr: TGCCCl\G 

430 440 4~0 460 470 480 /l t:"t' () 

AGAGGGGGCG Gl\GGGAAAGA CGr::TTrGCAG CA!~A>HCCAG CATAGCGATT GGTíGCT CCC CGCGTT lGCG 

500 ~10 520 530 540 55(> ~60 

GCAAAGGCCT GGAGGCAOOA GTAATTTGCA ATCCTTAAAG CTGAATTGTG CAGTGCATCG GATTTGGAAG 

570 ~ªº 590 600 610 620 6~.(J 

CTACTATATT CACTTAACAC TTGAACGCTG AGCTGCAAAC TCAACGGGTA ATAACCCATC TTGAACAGC" 

640 6 50 660 670 680 690 7(1() 

TACATGCTAT ACACACACCC CTTTCCCCCG AATTGTTTTC TCTTTTGGAG GTGGTGGAGG GAGAGAAAAG 
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º "::,,) E 6 0 lJ /( l 8 ft( 1 87 (> 90(1 e:; 1 ( 1 

AA ATCA TG TG TGuGGC TGGC CAACTAGCTG AGTCGAAGCG TAAA1AAAAT GTGAATACAC GTTTGCGGGT 

9 20 9SO 941) q~o 96(1 9Jl) ' .' (}. · 

TACATACAGT GCACTlTCAC TAOTATTCAG AAAAAATT GT GAGTCAGT GA ACTAGGAAAT TAATGcc -:- r .r; 

990 1000 IC>IO 102í> 1 03'."'l l 040 t (1~ <) 

Af\C-:>GCAGCCA AATTT l Al\TT AGCTCAAGAC TCCCCCCCCC cr.cr: ."IAAA'IA 1;GGCACGG(.~ n l r"A; l\C rc r: 

106 1) l ü 7<) 1080 1090 1100 11 1 ( l 1 1 ':'("1 

TCTCCTCTTC TTTGATCAGA ATCGATOCAT TTTTTCHGCA TGACCGCATT TCCAATAATA AAAGGGGAl\f', 

11 : .0 1140 1 l!'iO 11 60 11 70 11 8(1 1 1 '7 ( 1 

13AGGACCTGG AAAGGAATTA AACGTCCGGT TTGTCCGGOO AGGAAAGAGT TAACGGTTTT TTTCACAAGG 

1200 1210 1220 1230 12 40 1250 1260 

GTCTCTGCTG ACT CCCCCGG CTCGGTCCAC AAGCTCTCCA CTTGCCCCT1 TTAGGl'AGTC C:GGTCCCGCG 

1270 1260 1290 1300 131 0 1320 l '".!.3(1 

GTTCGGGTAC CCCCTGCCCC TCCCATATTC TCCCGTCTAG CACCTTTGAT TTCTCCCAAA CCCGGCAGCC 

1340 1350 1360 1370 1380 1390 1400 

CGAGACTGTT GCAAACCGGC GCCACAGGGC GCAAAGGGGA TTTGTClCTT CTGAAACCTG GC TGAGAAAT 

14i0 1420 1430 1440 14 50 1460 1470 

TGGGAACTCC GTGTGGGAGG CGTGGGGGTG GGACGGTGGG GTACAGACTG GCAGAGAGCA GGCAACCTCC 

Ir"." ..-, 
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e rc r cccxr:r •' Gr: cr. .4Gc ~r TJGA~CAC~GC {4GAC~C r-· !.': r CAGf;Gc r ~A~. CAGACGC' C í C. CC:J ,- ;'.'"" -:,~~r, 

l'55C1 1 ~ 6 0 157() 1 ~9 .:. 1~90 1 ¡, (>0 16 1(· 

CCCCl>CGGAr, GCCTGl)GCAG GCGGGGCAGG AGGGGC GG T r. TCTGCTGCTT 1 GGC<;GCAf,A r TGGGGG<; r r 

l6 2 C• l 6 3Ü 164 0 1 6 ~<: 1660 l é..? f) 16 8 0 

CAGTCTGGGT GGAAGfHATC CAA TCC AGAT AGCTGTGCAf ACAT AAíGCA TAA TACI\ TGA CTCCCCCCAA 

169 0 170 0 17 10 1 7 2 0 17 30 1740 1750 

CAAATGCAAT Gl3GAGTTTAT TCA TAACGCG CTCTCCAAGT ATACGTGGCA ATGCGTTGCT GGG T TAT r TT 

17 6 fl 17 7 0 17 8 0 179(1 1800 181 0 1820 

'\A '!CATT CTn rm CA TCGT TT TCCTCCTTAT GCC r e T.<I TCA TTCC TCCC TA TCTACAC TA<\ CATCCCACGC 

18:!0 1840 1850 18b0 1870 IBDO 1890 

TCTGAACGCG CGCCCATTAA TACCCTTCTT TCCTCCACTC TCCCTGOOAC TCTTGATCAA AOCGCGOCCC 

19í'(l 191 0 1920 1930 Vi'4 (1 19~1) 1960 

TT TCCCC•'GC CTTAGCGAGG CGCCCTGCAG CCTGOTACGC GCGTGGCGTG GCGGTG9GCG CGCAGTGCG T 

1970 1980 l~O 2000 2010 2020 2030 

TCTCTGTGIG GAGGGCAGCT GTTCCGCC TG CGAT GAT TT A TACTCACAGG ACAAOG ATGC GGTTTGTC AA 

2040 2 0 5 0 2(160 2070 2090 2090 21 00 

ACAGTACTGC TACGGAGGAO CAGCAGAOAA AGGGAGAGGG TTTGAGAGOO AGCAAAAGAA AATGG TAGGC 

2 11 0 21 20 2 1 30 2 14 0 2 15(1 2 160 21 7 0 

GCGCGTAGTT AATTCATGCG GCTCTCTTAC TCTGTTTACA TCCTAGAGCT AGAGTGCTCG GC TGCCCGGC 

2 180 2 19 0 2 2 00 221 0 2220 223 0 2 240 

TGAGTC TCCT CCCCACCTTC CCCACCCTCC CCACCCTCCC CATAAGCGCC CCTCCCGGGT TCCCAAAGCA 

"") ") ~t'°l ? .... Joev ·· ? ']Of\ ?~ (1 () ?~. 1 ( l 
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GC TCCCcr ::::. lGCGTCGAGA AGGGCAGGGC TTCTCAGi«GG CTTGGCGGG>1 AAAAGAACGG AGC.GAGGI ; ,~ 1 

~-: ~~ ~, 2 4 7( 1 ::: ~eo 24 9(• 2!".',Cl(l 2:'."•!l• ~ - ~.:-'(\ 

CGCGC TGAGT ATAAAAGCCG GTTTTCGGGG CTT l.ATCTAI\ CTCGCTGTAG TAl\TTCr:r.or Gf·,GACir.c (\ [. (\ 

~1-0 2~40 25~0 2560 2 570 :?58(1 ?~· ''.?(1 

GOGAGCG l\GC GGGCGG CCGG CTAGGGTGGA r.13AGCC(;Gcc GAGU\Go•GC T GC Gc rnc GGG r.c; ·!Tf 1 r· 1--: r.t~ 
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AGGGAGATCC GGAGCGAATA OGGGGCTTCG CCTCTGGCCC m; ccc rcccG C rGATCCCCC AGCCf·Grr.;-. r 

~'6 70 2 b80 2 6 9 0 '2.7 ( H) 27 1 0 27 ~"? () : · -¡- • (1 

CCGCAACCC T TGCCl.iC!\TCC ACGAAACTTT GCCCA1 !\G C: " GC' GGGCGGGC ACTT ·r GC ACT GG~AC .. T ,"".'. ' . 

2740 2750 276 0 2770 2 7 80 2 790 2 8 ( l r") 

ACACCCGAGC AAGG ACGCGA CTCTCCCGAC GCGG:JG,'.'.\GGC TATTCTGCCC A TTT GGGGf".\ C AC í TC l.C[ íj f.: 

28 10 2820 2830 284 0 2850 2 8 60 2870 

COCTGCCAGG ACCCGCTTCT CTGAAAGGCT CTCCTTGCAG CTGCTTAGAC GCTGGATTTT TTTCGGGTAG 

2800 2 8 90 2900 2910 2 920 2930 29 4 0 

TGGAAAACCA GGTAAGCACC GAAGTCCACT TGCCTTTT AA TTTATTTTTT rATCACTTTA ATGCTGAGAf 

2 9 50 296(> 2970 2 980 2990 3(100 :.:.O J O 

GAGTCGAATG CCTAAATAGG GTGTCTTTTC TCCCATTCCT GCGCTATTGA CACTTTTCTC AGAGTAGTT !'I 

~n?o 30~0 ~040 3fJ~(J 3060 3 07(! ~.(>80 
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GCTGGGGGTT GCTTTGCGOT GGGCACJAAAG CCCCTTGCAT CCTGAGCTCC TTGGAGTAGO GACC GCATAT 

~3CO 3310 3320 3330 3340 3J~O 3360 

CGCCTGTGTG AGCCAGATCG CTCCGCAGCr. GCTGACTTGT CCCCGET CC GGGAGGGCAT TTAAATTT CG 

~~ 7í) !-380 3390 3400 ::!.41 0 3420 34:50 

GCTCACCGCA TTTCTOACAG CCGGAGACGG ACACTGCGGC GCGTCCCGCC CGCCTGTCCC CGCGGCGATT 

: .44 (1 ::! 4 50 3460 3470 3 48(• 3490 3500 
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3~ 1 0 
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