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RESLMEN

ras regiones correspondientes al exon I de c-ayc y el LCR
del papilomavirus humano tipo 16 ( VPH 1 &), s& encontrairon
adyatenies en ADN proveniente de un tumor cérvico-uterino en
etapa avanzada ( IIB ), sugiriendo un posible sfecto sinerg{sticu
de c-myc y VPH 16 para el desarrollo del mismo. La evidencia de
restriccidn y secuenciacidn llevd a la pnstulacidh de dos modelos
hipotéiicos de integrati&n Yy tranzformacion celular mediada por

virus como probable causa de carcinngénasis genital.



INTRODUCCION

El cancer, uno de los padecimientcs mas extendidos y menos
comprendi dos que amenatan a la humanidad, se caracteriza por la
presencia multifactorial de agentes medioambientales y qenéti:us
que desembocan en la pérdida de 1la regulacién metabdlica ¥y
reproductiva de las celulas que SOn sSus victimas.

A nivel molecular, doe de loz mas interesantes factores que

= s s I
intervienen en la carcinogenesis son los oncogenes y leos virus.

ONCOGENES Y CANCER

Los oncogenes, versiones alteradas de un grupo de genes
conocidos como protooncogenes, son una de las principales causas
del desarcollo de un proceso tumoral dado que se les encuentra
aspciados a una serie de malignidades coﬁo linfomas, leucemias,
neurobl astomas, cancer de pulmén, cervico-uterino y otras (
Revisado &n Nishimura y Sekiya, 1987 ). Este hecho, aunadoc a 1la
alta conservacion evolutiva que poseen ( Sheiness, 1980 ), hace
Suponer que la funcion o funciones de los protooncogenes son de
vital impourtancia pars la célula.

Dichas +unciones se encuentran directamente asociadas a 1la
actividad reproductiva de 1la célula, Y& sea como receplores «
factores de crecimiento ( erb-B, fms ), receptorez hormunales

I

{erbp-A 3}y factorese de crecimieénte { wis )3 o bien, se



encaentran como tirosina cinasas que, al parecer, son enzimas
relucionadas con la regula;ién reproduactiva de la cdiula ¢ yeas,
src, fes/ fps, abl )} ( Revisado en Alitalo, 19873 Nishimura vy
Sekiya, 1987 ). Sin embargo, dos protouoncogenes parecen jugar un
papel mayéﬁculn en el control y desarrollo de la repruduccién y
gifer enciacion celular, ya que zon 1los que se presentan
frecuentemente alterados en malignidades y su conservacion
evbolutiva es relativamente alta entre los protooncogenes
{ Persson, 19843 Ralston, 1984 !. Conocidos como myc ¥y ras,
esto: dos protoncogenes parecen quedar sn algun eslabon central
en la cadena de sucesos gue llevan a la prollferacién Yy
diferenciacion celular en respuesta a un estimulo molecular
externo, en consecuencia, alguna alteracidn en su regu!acién o en
su  conformacion llevaré a la célula al caos metabélico Yy

reproductivo ( Revisado en Nishimura y Sekiva, 1987 ).

BIOLOGIA MOLECULAR DE c-myc

En referencia especial a c-myc, sabemos que se trata de una
fosfoproteina nuclear de un peso molecular gue oscila entre 49 vy
&5 kLCa, esto dado a que se trata de una molezul a muy inestable vy
no ha sido posihble dsterminar certeramerte sus caracter{sticas
¢ Hamn, 19843 Miyamoto, 19853 Ramsay, 19843 bMatt, 1985 ). Sin
zmbargc, s8 han podide establecer custro raciones dentro de 1a
F:ote{na myc, dos de lus cuales ( II y IV ) =on cruciales para Ja

’
sctividad transfarmants y rotransformante de =sts onceogens, 2 mas



de =er responsables de la localizacidn nuclear de myc (  Stone,
1987 ).

Estudios recientes han determinado que 1a posible funcidn de
myc en 21 metabeolismo celular sea el de la prnmnci&n de 1la
replicacidén del ADN celular, dado a que sus niveles de ARN
mensajera ¢ ARNm ) aumentan con la estimulacion de mitéqenoﬁ =]
factores de crecimiento a células en cultivo ¢ Broome, 1987
Kindy, 19873 Nepveu, 1987 ), vy la union de su proteina a
gécuencias de replicacién autéﬁnma en el genoma celular
{ Iguchi--fwiga, 1987 ). Estos hechos, aunados a2 1l:& actividad
transformante de myc ( Hayward, 1983 ) y a su frecuente
alteracion en procesos tumorales ( Sakaguchi, 1983 ), dejan
entrever que una falla en la regulacién oen la confnrma:ién de
myc puede desembocar en la nncagénesis.

De esta forma, el producto de myc debe estar sujeto a una
fuerte requlaci&n, y numerosos estudios han llevado a la
deb:ripcién de toda una serie de taracter{sticac particulaires de
este protoconcogene a nivel molecular, las gque dejan sntrever la
regulacién especialmente compleja de este oncogene. Myc fue
inicialmente descrito como el oncogen=s, v-myc, del virus de la
mielocitomatosis aviar ( ¥YMA ) MC-2% ( Alessandra, 19823
Revisado en Hayward, 1983 ), y s encontrd a su hcmélugo celular,
C-ilys, ( Alessandra, 19823 Sheines<, 17BC ) como una secuencia de
alradedor de B8000 pares de bases ( pb ) constituido de tres
&;unea y dos intiornez largos ( BGazin, 1984 ) ( Ver figuwra 1 I3
sin embargo, solo los exones II y III codifican para =21 producto

prmtéi;a, dejandu a1l e&ron I wn pozuible papel en la propia



raqulacién de myc ( Gazin 1984 ), o bien la prnduccién de otro
péptidu { Bazin, 1764 ). Esto dado a que s en su purniéﬁ 51
donde se encuentran los promotores ( PO, Pl y P2 ) desde 1los
tuales se transcribe myc, y presenta un patrén de transcripcién
gque sugiere la existencia de una senal de pausa transcripcional
gue promueve una mayor produccién de ARMm del exon 1 gue de los
otros dos exones en células gquiescentes ( Nepveu, 1987 ),
cuestion gque cambia cuando las células son estimuladas con
factores de crecimiento o inductores de diferenciacién, en donde
esta relacion cambia & una mayor cantidad de transcritosz de 1la
region traducida. Ademas, c-myc posee una serie de promotores
cr{pticus ubicados dJdentro del prime- intron ( Ver figura 1 )
desde los cuales se transcribe myc cuando pierdz el exon I
( Cick, 1985; Hayday, 1984 ) y tiene secuencias palindromicas
{ repetidos invertidos ) entre el exon I y el exon II ( Revisado
en Alitalo, 1987; Gariglio, 1987a ).

Estos hechos, han llevado a la elaboracidn de una serie de
modelos de regulacién de c-myc ( Gariglioc, 1987a; Leder, 19833
Saito, 1983 ), en los cuales se hace resaltar la posible
cxistencia de elementos regulatorios ain no descritos para
sucarictes { Gariglio, 1987a !, o bien una intrirncada red
egalatoria  en la cual  intervienen productos de otros
protooncogenes y pratefnas regulatorias celulares.

El ARNm de c—myc tiene un tamans alrededor de los 232C pb  (
Eick, 198%; Hayday, 1984 ', = inestable, su vida media o=
calculada en alrededor de 10 a 20 minutos en celulas

diferenciadas ( Eicik, 17288 ', y al paresrcer  alcanza uns  mayor



Fim. 1 Fetriurtura del protoonroaene c-mvc | azin, 17843
Alitaln. 1987 )+ Lme rectapoulDs representan  10S eXOnes L en
nimeras sAmanme Y. las nnrriones nearas 1A reqlones traduclaas vy
"2 1{res ~antinua los intrones. Fu. F1 v MZ. Senatlan La pLOS1IL1ON
A= Yrme nramntores. | a 17nea punteada 1ndica e) drea que abarcan
13 mavar{a Hde Jme sitins de rupturs en transiocaciuones. Las
£larh=e iadi~an )= vbhicacion de 1pe promotores cripticos.
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estesrlidad si ceece del eson I { Eick, 198%5; Ledesr, 19683:
Rabitts, 1985 ). Los promotores P1 y P2 son diferencialmente
wsados en Jdifererntes tejidos y con diferentis mitdgenos { Broome,
1987; Stewart, 1984; ), ademds =e sugieren diferentes rutas de
act; vazion de z=my: de zcusrdo &) estimulo qufmicn eanl padn {
Nepveu, 1987 ). La regulacién de myc parece encontrarse tanto a
nivel  transeripcional comn pestrenscripoional (  Drny, 198BS,
Gariglia, 1987a; Nepveu, 1987 ), y la posible accifn de elementos
reguletorioe activadorrs  y represnres e hace evidente on  la
acumulacidn de ARNm de c-myc con la estimulacidn de factores de
crecimiento ( Intzrleucina 11, FPDGF, EGF, suero feotal, ete. ¥V, ¥
con 21 tratamiento con inhibidores de la sintesis prutéi:a
( uielahELimida i ¢ Broome, 19873 Nepveuw, 1987 v Revisado eon
Gar.glic, 1987a ). Una caracter{stica singular de m,c =5 el hecho
dz que el perecer, zue dos cadenas do ADN son transcritas, tanto
en cordiciones normales ~omo en células neopldsicas, y cadx  una
Foses wna diferasntle regul;;ién { Kindy, 1577; Mepveu, 1987 ), no
obstante ia cadena sin ceniido parece transcrihirse
conztituci vanente sin verze tan dristiCQmente afectada por los
eatimuics de pfﬂliie'acién zmm> la  cadena cen sentido {0 Mopheu,

1587 i
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c-myc EN CANCER HUMAND

e e e e A et R s

En un buen nimero de malignidades ( leucemias ( Collins,
1982 ), linfomas ( Revisado por Haluska, 1987 ), cdncer de pulmbn
( Little, i783 ), cdncer de colon { Rabitts, 1985 : )}, myc se
encuentra alterado. Estas alteraciones se ubican entre las
amplificaciones génicas. inserciones virales vy translocaciones
cromosomales. Estas (ltimas son las mejor estudiadas, dado al
mantenimiento de 1fneas celulares derivadas de padecimientos como
el linfoma de Burkitt y ciertas leucemias ( Revisado por Alitalo,
17?873 Haluska, 1987 y Nishimura, 1987 3 en donde se ha
encontrado que las translocaciones rompen a c—-myc en sitios
cercanos al exon 1 ( Ver figura 1 ), lo que pondrfa a la region
traducida de myc ( Exon 1II y I11 ) bajo la accion de elementos
regulatorios atfpicos ( Eick, 19853y Hayday, 1984 ), o bien
dejar{fa al oncogene sin estos elementos quedando abierta la
posibilidad de una produccion constitutiva. La amplificacion
genica llevarfia a la mayor produccidn de ARNMm por existir un gran
rdmero de copias del oncogene en el genoma celular, y asi
probablemenrte esistirfa una mayor cantidad de protefna
oncogéﬁica.

La capacidad transformante de myec queda manifiesta cuando
algunas cepas del retrovirus VMA, que llevan insertado a este
ofncuyene e SU genoma, r;pidamente transforman a las células que
infectan y la lentitud con la gque s& presenta este fendmenz  en

cepas virales gue N0 pozZgen 2 myc. Sin embargo, 2n  estos



retrovirus de transformacion lenta, se ha notado la insercidn de

sus secuencias en sitios cercanos a myc, 1c que posiblemente
} o

gromueva su desrregulacién y postericrmente, su integracion al

genoma viral ( Revisado en Alitalo, 1987 ).

PAPILOMAVIRUS Y CANCER

La implicaciﬁn viral en el desarrollo de un cancer ha
resultado uno de 1los procesos mas apasionantes dentro de 1la
oncnlog{a molecular. Este fendmeno se habia descrito en animales
como el ratén, el pollo y el monoj no obstante, sdélo hasta afos
recientes se ha comenzado a estudiar aquellos virus que se
encuentran implicadose de alguna manera en los diferentes canceres
humanos.

El cdncer cérvico-uterino ( CaCU ) representa uno de los
problemas de salud mas graves a nivel mundial y ocupa uno de 1los
primeros lugares en mortalidad { Giesman, 198& ). La presencia de
virus como posibles causales del CaCU se demostro con la
deteccidn de secuencias virales en cé&lulas tumorales ( Durst,
1783 ). Estas secuencias pertenecfan a un grupo de virus
conocidos como papilomavirus, gue ce han aisladc apartir de
verrugas y tumores benignos en el tejido epitelial de varios
animales ( Zur Hausen, i981 ), vy forman parte de la familia
PAFOVYAVIRIDAE, la cual se int=gra de virus pequefios de ADN de

doble cadena ( comp Folyoma y SVA40 ) ( Zur Hauzen, 1981 ).



Loz papilomavirua presentan urna afinidad poir teijidos
epiteliales y se han descrito mas  de 40 tipos en conejo, vaca Yy
humano { Zur Hausen, 1981 )}, formando verrugas, rcondilomas vy
tumores .piteliales en ellos. Las investigacionee encaminadas a
esclarecer la deteccion de secuencias virales en tumores
cervicales, lleve a la identificacidn de nueves tipos de
papilomavirus humanos ( VPH ), estableciendoza que en general
{ > 75 %) los tipos & y 11 se encontraban en tumores benignos,
mientras que en los malignos la generalidad ¢ > 90 %Z ) fueron los
tipose 14 4 18 y 33 { Gissman, 19863 Lorinc:z, 1987 ). Este hecho
ilevo a determinar el estado f{sicoc de los virus en los tumores,
describiendose un estade episomal en lesiones benignas y la

integracion inespec{!ica en el gennma celular con la presencia de

c11g6merog epiczomales para las malignas ( Durst, 19853 1986 )..

Rdemés, s& ha sncontrando gque el tipo predominante en tumores es
el VPH 16, mientras gue en 1ineas celulares derivadas de canceres
ganitalss es relativamente preponderante el YPH 18 (  Gissnan,
1786 ;. Rsf, el tipo de wvirus y su estadoc fisico son factores

determinantes en el posible dezarrolle de un canczer.

BIL OGIA MOLECULAR DE LOS PAFILOMAVIRUS

’ * - .
Ui obetaculo considerable en el estudio de los VPH, ha sido
*
la dificulitad para contar con up sistems adecuado para  infeccion
piroductiva del virus en tejidos humanos, dado a gque se requiere

/
de cflulas spiteliales en cifsrencilacion, ; a la fechsz esto no
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se ha realizado in vitiros ( Howley, 1986 ). Asi, los estudios
sobre la nrqanizactén g-ndhica Y requlacién de los VPH se han
te2alizado con sistemas modelo animales ( Howley 1986 ) s la
transformacidn de ce&lulas en cultivo con secuencias virales
contenidas en pléamidos { Howley, 19863 Pirici, 19873 Spalholz,
1987 ), el andlisis de lineas celulares provenientes de CaCuU
( Schwarz, 1986; Baker, 1987a ) y tejidos animales infectados con
@l virus ( Baker, 1987b ).

De este modo, se ha tomado al papilomavirus bovino tipo |1
( VPFB 1 ) como el patrdn bdsico de organizacidn genﬁulca de 1los
papilomavirus ( Howley, 19B& ). En este virus, como en los VPH,
se localizan varios marcos de lectura abierta ( ORF )}, essto es,
secuencias comprendidas entre codocnes de iniciacidn Y
terminaci&h, que corresponden a 7 regiones de expresién temprana
( E) y a 2 regiones de expresién tardia ( L } ( Ver figura 2a )j;
cada una de la cuales realiza funciones espec{ficas dentro del
ciclo de vida de estos virus ( Howley, 19843 Beedorf, 1785 ).
Sobre este asquema y en referencia al BPY i, El parece regular la
replicacién extracromosomaly E2, E5 y E& s2 relacionan de alguna
forma con las capacidad transformante de 1los papilomavirus
{ Howley, 19B4) y E7 es requerido para el mantenimiente de un
gran nimero de copias virales ( Mallon, 1987 ). L1 y L2 codifican
para las prutefﬁaa estructurales del virus, gue Qéla E€& expresan
en tejidos productivamente infectados ( Schwarz, 1986; Baker,
i987b ;. Ademas de esto, existe una 1Egién no codificadora
( LCR ) de alrededor de 1000 ph, que esta encargada de 1la

s ; : . .
regulacion transcripcional de la region temprana de los virus



Fig. ?. a' Fstrurtura del papilomavirus humano tipo 16 ( viFnR
t4: Seedor¥f, 1985 J): Los rectangulos de 1la parte superior
~mnroeentan lo= NRF tempranos ( € ) v tardfos (L ). La reqaén no
rodificadora ( I.CR ), se reoresenta con 1a linea age nayuor grosor
v las senales de poliadenilacidn ( AATARA ) ARE v AL, se indican
~on fl1achas, h) | "R del wirus papiloma bovino tipo L v VMFB 13
@nalhnl=, 19R7 Y., Se sehalan loe locaciones de los promotores ( F
', 1ne mlementns responsiveos a La proteina B2  beRel v eZRes oy
1s secuencia consenso ACCN&GGET.
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papiloma. En esta regién se localizan 4 promotores ( P7185,
FY94C, PBY vy PL ( Ver figura 2b ), que son usados
diferencialmente en células transformadas ¥ tejidos
productivamente infectados ( Baker, 1987b }y  una rngién
potenciadora ( enhancer ) vy el origen de replicacién ¢ Chow,
1367 ). Ademés, existen otros dos promotores { P2433 y F3080 ) en
el resto del genoma viral ( Baker, 1987b ), y dos sitios de
poliadenilacién { AE vy AL ) para la terminacidn de la
transcripcién temprana vy tardfa ( Ver figura 2a .

La regulaciﬁh genética de los papilomavirus es un tanto
compleja, dado a que presenta sitios cis- y trans-activadores de
los distintos DRF y promotores presentes. Se sabe que el producto
del gena E2 tiene una funcion trans-activadora sobre los
promotores del LCR en el VPB 1 y VPH 186 ( Baker, i987b; Haugen,
19873 Phelps, 1987; Spalholz, 1987 ), ya que tiene afinidad por
la secuencia ACCn66GGT que flanquea las regiones potenciadoras
{ 2nhancer ) EZRE1 y EZ2RE2 de estous promotores { Ver figura 2b )
. Baker, 1987b; FPhelps, 19873 Spalholz, 1987 ). Sin embargo,
Ltambien existen reportes sobra la actividad represcra de E2 en
VPH 18 ( Lambert, 1987; Thierry, 1987a ), en el cual la senal
GGTN6ACC se encuentra mis pré:ima a los promotcres que en VFEB 1,
sugiriendo una posible obstruccidn al paso de la RNA polimerasa
iI2 y por lo tantc un blequeoc a 1a transcripcién { Thierry,
1987a .

ia senal ACCN&GGGT parece ser reconocida por una serie  de
prate{nas virales reguladoras de 1la tfanscripci&n, como el

antigerno T e 3V 4C y la protafﬁa Ela de fAdenovirus 5, que junto

17



con EZ constituirian una familia de prute{nas regulatorias
transactivadoras. Este hecho se resalta por la capacidad de estas
prntninas de modular genes no homé!ngns a ellas, como el casa de
los ant{genos de SV A0 y Adeno S sobre WPV 1B ¢ Thierry, 1987b )
o bien, la transactivacidn de los EZRE de HPV 14 por el producto
E2 del VPE 1 ( Fhelpz, 1987 ). Asi, queda claro que el genoma de
los papilomavirus contiene secuencias con capacidad responsiva a
zlementos regulatorios transactivadores, y también rontiene este
tipou de elementos para su regulacicn qenética propia. Los
cuecticnamientos acerca del efecto de la integracién al genoma
celular de una secuencia viral de estas caracterfsticas, han
llevado a determinar y analizar el estado qenéticn celular vy
viral dentro del genoma de células afectadas.

Estudios =obre biopsias vy 1{neas celulares ¢ Durst, 19853
Schwarz, 19863 Baker, 1987a ) ponen de manifiesto que 1la
integracién de los VPH ocurre en las inmediaciones de la reg!én
E2 , conservando las regiones tempraras E1, ES, E& vy E7 intartas
en la mayor parte de 1los casos ( Schwarz, 19B&; Baker 1987a;
Schneider-Maunoury, 1987 ). De =sta manera el control genético de
los virus se veria afectado por 1la integracién Y qui:és ce
propiciarfa la activacion de jere=z celulares por los promotores
virales, o bien la artivacidn de genes virales por secusncias
regulatorias celulares ( Baker, 1987a ). Lo ciertc es que los
productes de los genes E6 y E7 son los mayoritarics en  CaCl,
1{neas celulares derivadas y células  transformadas con  VPH
+ Laker, 19B7a; Lanos, 1987; Mallon, 196873 Saotkin, 1996, 1987 ).

E6 tiene actividad transformante y E7 parece relacionade ron &1



mantenimiento de un alto numero de copias virales ( Danos, 1987:
Mallon, 1987 ), as{ la actividad desrregul ada de estos genes
integraﬂns al agenoma celular abre la puerta a interesantes
hipétegis sobre el desarrollo del CaCu.

Aungue la presencia de transcritos hibridos virus-cglula en
genomas con secuencias virales integradas no se ha demostrado
claramente ( Schwarz, 19863 Baker, 19872 ), esta posibilidad
quedar{a ablierta cpmo, una pntihre- Ccausa- de-»tarcinogéﬁeeis.
Reportes en leucemias vy linfomas, ponen de manifieste la

" ol L
adquisicion de nuevas funciones por efecto de una translocacion

que junte secuencias de otro. modo separadas: ( Ravisado e

Haluska, 1987 }, o bien la influencia de secuencias regulatorias
atfpi:as en genes con actividad transformante por. el mismo efecto
celulares podr{a llevar a 1la creacion de nuavas funciopes én
estos genes, 6 a2 1la 5obreexpresién de genes celulareg y/o

virales.

CANCER CERVICO-UTERIHND EN HMEXICOD

El CaCU ocupa el primer lugar de mortalidad por cancer en
Néxico { Barroso, 1986 ) y tiene una incidencia super ior & la
presente en E.E.U.U. y Europa. Estos hechos han llevado a el
estudio molecular de este padecimiento para detorminar 1as
posibles causas de! CaCl en nuestro psf;. En dichos estudins se

encontr o que &n mas del 0 %Y de lo casos ( feadiz, 1987 )}, =l

{ Saitw, 1983 ). As{, una insercién viral en determinados @ genes -
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oncogene c-myc S encuentra alterado, zea amplificado o
rearreglado, y en dstos, un IC % presenta secuencias del VPH tipo
14 integradas al genoma celular ( Gariglio, 1987b ).

En un estudio presliminar { Salcedo, et al; enviado para
puhlicacién )y se encontrd que algunos tumores presentaban tanto
alleraciones en c-myc como inserciones de VPH 16, y que erist{a
una aparente asociacién entre ellas, determinada por
hibridizacidn con sondas de c-myc y VPH 146 en las mismas regiones
( Ver figura 3 ). La activacion de oncogenes celulares por
sscuenclas virales en CaCl era un hecho no descrito, por lo que
un estudio a nivel molecular probarfa la capacidad del VPH 1& de
interactuar con secuencias celulares y propiciar un tumor al
integrarse al genoma celular. Se propuso entonces la clonacion de
secuencias de ADN tunoral que contuvieran secuencias de c-myc vy
YPH 1é& para su estudio a profundidad a nivel estructural.

ngf, la evidencia apurtada en este trabajo determina que la
integraLiﬁn de secuencias del VPH 1& en el oncogene c—-myc no es
s0l0 una posibilidad, y que de encontrarse este mismo fendmeno en
mas casovs, con estudios sobre la significancia funcional de las
inserciones virales e1 oncogenes, se podria lyegar a describir la
ancogénesis mediada por viruzs en CLaCU en la poblacién mexicana, y
de esta forma dar pie a la investigacién y dezarrollo de medidas

. , -
efectivas para su prevencion y tratamiento.
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HATERIAL W METCDOS

Fara la re@aricacitn c¢e esce trabajo ze requirid de tres
etapas basicas :
1) Obtencidn del ADN a clonar
2) Clonacion
3) Caracterizacién molecular de las clonas
En la primera etapa, el ADN proveniente del tumor &B, se&
sabrediqiriﬁ cen la enzima Hind III ( ver figura 2 7 vy los
fragmentos fueron separados por esieclrofaresis en un  gel de
agaruvsa al 1%. Las regionzs correspendientes al tamano wmolecular
de las barndas que countenfan s c-wyc y VPH 16 ( Ver figura 3 )y se
eatrajer oo del gel y el ADN se eluyd y purifico.
£l plés@;do PER322 fuEe linearizado con la enzima Hind IITI vy
e ixgé con los dJragmentos Hind III obtenidos del tumor &8,

Posteriormente, se prnced16 a la transformacion de Escherichia

coly RIZ C&OT coun el ADWN ligado. Las colounias  transformantes
fueron ssleccionadas en ampicilina y centraseleccicnadas en
tetraticlina para de&pués ser propageatdas para  su estudic 0 Ver
figura 4 ).

Las clonas elegides fusron sondeada: para la localizacion de
fragmentous provenizntes de tumor realizando tranufor 2ncias  del
il plasm{dicu a un soporte de nitioceluluvsa 1« Litansterencia
Southern ) e hibridizandolo con el fragmento Eco Ri/Xba 1 del
lesmxdo HLMXba : vor jigua Bb . Laz clonas con senal positiva

fueruii caracterizadas, cumpliendo a={ la segunda etapa.



Fig. 4. Clonacion de los residuos Hind 111 positivos para
m—myc y YPH 14 del tumor T8 ( 12, B v 6.6 kb ) en pBR-322. Se
=ehal an ins oenes de resisterncia a ampicilina ( amp ] Y

*etraricriina ( tet Y de pBR-322. BamHI { B ) EcoRl ( £ )3 Hind
I1Y ( H) v Pvul ( P ).
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En la tercera etapa se hibridizaron las clonas de mayor
tamafo molecular contra el fragmanto Bam Hi/ Pam 111 oil pldsmido
pSHPV-16 ( Ver figura Sa ) para confirmar la presencia de
secuencias de VFH 1& en ellas. Para una simplificer el cstudio de
estas clonas se realizaron subclonaciones de fragmentos de
interes en el plasmido puC-19 y procediendo  al analisis de
restriccion y secuenciacidn de éstos pldsmidos con la +finalidad
de caracterizar las secuencias implicadas en la ;ntegracién y 1la
elaboracicn de un modelo de carcinugénesis mediada por virus.

Los siguientes métodos fueron empleados en la el abor acion

del presente trabajo @

ELECTROFORESLS EN GEL DE ABAROSA

4 4 .
La migracion de moleculas a traves de un scporte  inerte
3 ’ ¥
cuando s& les aplica un campo electrico se conoce como
- L4 s
glectroforesis. Esta fenomeno ha sido aprovechado para la

’ o
separacion de substancias en bease a&a sSuU ma%a y & &U Carga

electrica. aAsi, an el estudio del ADN las técnicas
electr vforeticas han sido empl eadas, en cnnjuqacién con las

enzimas de restriccion, para caracterizar la estructura de las
secuencias nucleot{dicas que constituyen a un gene determinado.
El ADN estudiado en el prasente trabajo fue digerido con

, $ s :
multiples enzimas de restrxccién, cada digesti&n e llevo a cabe

- o~ 3 -3 ™ - - A-." <
&n las condiciones de reaccion adecuadas descritas para cada una

als



Fio. 5. Sondas utilizadas nara c-myc v VYWH 16. a F1asmido
HLM-Xha, aque contiene el primer exon, parte del primer i1ntroh de
r-mvc. v la porcidn S5  advacente. clonados en pBR-322. (W9
Pl i=midos pSHPV-1&6 v pE1/16 ( Seedort, 1985 ), que contienen el
aenoma entero ( BamHi/BamHl ) y el residuo EcoR1/EcoRl  ( Probe )
del WPH 14 respectivamente. clonados en pUL8. Ecokl ( R )i BamHl

R 3,



(8)

VNQ O1-AdH (V)



Yy s€& sometio a electroforesis en gel de agarosa deacuerdo al

siguiente protocolo ( Maniatis, 1982 ):

Agarosa tipo II ( Sigma ) o grado MN.A. ( Bio—-Rad ), se
disolviud en regulador TBE 1X ¢ Tris-HCl1 90mM; Acido Bdrico F0omMj
EDTH 2mM 3, y se dejo gelificar. E1 gel fué sumergido en el
regulador TBE 11X con ¢C€.05 jug/ml de PBromuro de Etidio. Las
muestras se aplicaron con 1los colorantes indicadores de corrida
( Azul de Bromofenol 0.02%; Xilenclanol 0.02%3; Glicerol S0% ).

Las electroforesis fueron llevadas a cabo a un voltaje de
25 a 100 V de acuerdo al tamano del gel y las muestras a
estudiar.

Al terminar la corrida, el gel fue expuesto a luz UV y las
bandas de ADN se wvisuallzaron por la fluorescencia de este con el

Bromuro de Etidio.

ELECTROFDRESIS EN GELES DE ACRILAMIDA

Este tipo de electroforesis permite la separacién de
secuencias hasta con una base de diferencia en el tamano de su
secuencia, y se ha empleado para la resolucion de moléculas de
ADN de tamanos semejantes ( Maniatis, 1982 ), separacion de
cadenas complementarias de ADN ( Maniatis, 1982 ) vy secuenciacion

de acidos nucléicos ( Sanger, 1977 ), entre otros.

De un stock de Acrilamida al 40 % ( 38 % Acrilamida, 2 %
Hy,N*—metilen—bis—-Acrilamida )}, se coloco el volumen deseado ( de

acuerdo a la concentracion a usar ) en un tubo Falcon de SO ml.



Se anadieron las cantidades adecuadas de TBE 10X y agua
bidestilada necesaria para 25 ml totales, 15C ul de Persulfato de
Amonio { 10% ) y 50 ul de TEMED. Se agitd y vacio en las placas
de vidrio que se dispusieron comoc molde.

Se permiti& polimerizar, el gel fué colocado en una camara
para electroforesis vertical con regulador TBE 1X en laos
electrodos. Las muestras fueron aplicadas con solucidn de
colorantes indicadores y se corrid a un voltaje de 200 a 400 V
( > 12 mAmp ).

El gel se retiro de las placas y fue tenido con Bromuroc de

Etidio ( 0.0% pug/ml ), para visualizar las bandas en luz UV.

TRANSFERENCIA DE ADN A SOFORTES

SOLIDOS ( SOUTHERM BLOT )

Esta técnica, desarrollada por Southern ( 1975 ), se
fundamenta =n 12 transferencia de fragmentos de ADN a un =oporte
sblido con cargas electricas afines a él, mediante el emoleo de

una alta fuerza idnica y capilaridad.

El gel de agarosa al ¥ con la muestra de ADN sometido =a
electroforesis fué sumergido en una solucion desnaturalizadera ¢
NaDH 0.5M; NaCl 1.5M ), al menos por 30 minutos.

El gel se enjua96 cen agua bidestilada y fue sumergido en
una solucion neutralizadora ( Tris-HC1 1M pH B8.03 MaCl 1.5M ) por
otros 30 minutos cuando menos.

Se montd un dispositivo de tirransferencia colocando el gel

sobhre un puente de papel Whatman MM o equivalente en ~ontacto

N



=on SSC 10X ( NaCl 1.5M, Citrato de Sodio 0.15M pH 7.0 ! y un
filtro de nitrocelulosa ( Schleir & Schuel 0.45 um )
prehumedecido en 88C 2% por 10 minutos, sobre el gel.
Posteriormente se colocaron dos papeles Whatman 1MM scbre el
filtro, cuidande de no dejar burbujas entre ninguno de 1los
componentes del dispositivo. Papel absorbente Yy un peso de
alrededor de 500 gr fueron colocados sobre todo el montaje,
dejandose tranferir de 14 a 24 horas.

Finalmente al término de la transferencia, el filtro se

enjuago en SSC 2X y horned al vacio a 8 C durante 2 horas.

3

MARCAJE DE ADN CON P FOR EL

METODO DE " NICK TRANSLATION *

Este método se fundamenta en las propiedades de las enzimas
ADNasa I de pancreas bovino y la ADM polimerasa I de Escherichia

coli.

En un primer paso la ADNasa I abre espacios ( nicks ) en 1la
doble hélice del ADN a marcar, después de lo cual 1la ADN
polimerasa I puede actuar, inicialmente con su actividad 5*- 3*
exonucleasa y, con la adicidn de nucledtidos ( uno de los cuales
contienz el isdtopo 32P }y posteriormente presenta su actividad
E*- 3 polimerasa. De esta manera el espacio abierto por la
ADNasa I se va desplazando por toda la secuencia a marcar,
incorporando el nucledtido marcadc.

Para la realizacion del marcaje se contd con kits

comerciales de " nick translation * ¢ BRL o Amersham ) , se



Biguid el protocolo adecuado para cada casa comercial, en cuanto

a volumenes y cantidades, consistiendo en lo siguiente :

i-2 pg de ADN se colocaron en un volumen de 5-10 ul de agua
bidestilada. Se afadio una mezcla de nucledtidos ( dATP, dBTP vy
dTTP ) y cofactures enzimdticos ( Cloruro de Magnesio, Tris-HCl
pH 7.9 y NaCl ), Jjunto con d- 3’F‘—cll':‘TP { ICN radiochemicals o
Aamersham ) y se homﬁgsneizﬁ con la micropipeta.

Posteriormente fueron anadidas las enzimas ADNasa I y ADN
polimerasa I calibradas para la reaccibn de 1ncorporacién y la
mezcla de reaccion se llevd un volumen final de S0 a 100 ul con
3gua bidestilada y desionizada ( dependiendo de la casa comercial
) . Se incubd durante 2 horas a 1&°C.

Al término del tiempo de incubacidn, la mezcla de reaccion
fué sometida a una cromatografia en una columna de Sephadex G-50
para separar la porcidn no incorporada del nucledtido marcado, vy
el pico de incorporacion se llyé en un contador de centelleo para
determinar !a actividad especifica del ADN marcado, obteniéndose

usualmente de S0 a 200 millones de cpm/upug de ADN.

HIBRIDIZACION DE ADN EN FABE SOLIDA

La hibridizacicn de moléculas de ADN se da en condiciones de
fuerza ibnica y temperatura ¢ astringencia ) determinadas por 1la
homologia de las secuencias a hibridizar, tratandose de buscar
secuencias altamente hamélogas ( >80 %) las condiciones de

hibridizacidn se realizaron a zlta astringencia.
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El filtro de nitrocelulosa transferido se humedecic 10
minutos con SSC 6X. BSe agregaron S0 ml de una solucion
prehibridizadora ( 50% Formamida; SSC S5Xg SDS 0.1 %j Solucion de
Cenhardt SX { Poliviunilpirrolidona 0.02%; BSA 0.02%; Ficoll 400
C.02% ) vy 1 mg/ml de ADN de esperma de salmbn sonicado ) para
saturar los espacios libres del Ffiltro y evitar la wnidn no
espec{fica de la sonda marcada de APN. Se incubd a 42°C al menos
por &6 horas.

Con 11 ml de solucidn prehibridizadora fue afadida la
sornda de ADN marcada radioactivamente ( al menos 10 millones de
cpm /ml de solucidn prehibridizadora ) vy se incubd de 20 a 24
horas a 42°C.

Al finalizar el tiempo de hibridizacidn, el filtro se lavo
dos veces con una solucion SSC 2X y SDS 0.1%Z a temperatura
ambiente y repetidas veces ( hasta eliminar lo mas posible de
fondo ) con una solucidn de SSC 0.1X y SDS 0.1% a s5°C.

El fitro s2 secd al aire vy fuéd expuesto a placas
radiograficas Kodak X-OMAT en cassetes de autorradiograffa con

pantallas intensificadorsa de lhr a 1E dias a -70°C.

MARCAJE DE ADN FOR LOS EXTREMOS 3°-0H

En esta técnica s=e seca provecho del  corte acinétrico
caracteristico de muchas enzimas de restriccidn, que dejan
eali emds 5° sobresalientes del corte { extiremos cohesivos ) vy
también de la actividad 5'-3° polimerasa de la subunidad mayor de

1o RDN polimerasa I de E. coli { fragmentoc Klenow ).
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De esta manera un ADN cortado con una enzima de restriccidn
deterininada, ve rellenados sus extremos cohesivos por los
nuclectidos incorporados por el fragmento Klenow, dentro de 1los

32

cuales algunos se encuentran marcados con F ( Maniatis, 1982 ).

El ADN cortado y purificado, se colocd en una mezcla de
reaccion con 1 nM de cada dNTP, 50 uCi de dCTP ( 6000 Ci/mM ),
amortiguador de reaccidn ( Tris—HCl pH 8.0 5OmMj; MgClZ 10 mMj;
NaCl S50mM ) y 7.5 U de fragmento Klenow, todb #n un volumen de
reaccicn de 25 ul. Se incubd a temperatura ambiente de 45 a &0
minutos.

El1 ADN se purificé por extraccidn fendlica y precipitaciodn

con Etanol Absoluto y Acetato de Sodio 4.5 M ( pH 5.5 ).

ELUCION DE ADN DE BELES

Para cbtener fragmentos de ADN de tamano y caracter{sticas
definidas en una electroforeseis, se procede a la extraccion de
bandas de ADN de geles. Esto depende del tipo de gel y =21 tamano

del fragmento, siguiéndose tres técnicas distintas:

&) Elucion de bandas de ADMN por agarosa LMP. Esta técrica se
siguié cuando los fragmentcs a obtener eran > 3 kb,

Las muestras digeridas fueron corridas en un gel de

agarosa convencional, y se cortaron las bandas de interés con un

sistur{. Los cortes fueron sumergidos en una matriz de agar nsa

LMP ( bajo punto de fusidn ) a 50°C y se dejo cuajar.



Se corrio a 100 V durante 30 minutos para permitir 1la
entrada del ADN a la agarosa LMP y se cortaron las porciones del
gel gue contuvieran los fragmentos.

Los pedazos de agarosa se colocaron en un tubo

Eppendorf ( 1.5 ml ) y se le anadieron 300 ul de regulador de

corrida. Se incubo a &0°C para fundir 1la agarosa LMP, y fué

afiadido un volumen de fenol saturado con TF, Se agitd vy
centriéugé por 5 minutos en una centrifuga Eppendorf.

A el sobrenadante obtenido de la extraccidn fendlica se

le adiciond 1/2 vol. de Acetato de Amonio 7.5M y 2 1/2 vols. de

Etanol Absoluto, para precipitar el ADN.

b) Elucion de ADN por adsorcion a papel de DERE-Celulosa
{ Dretzen, 1983 ). Esta tecnica fué realizada cuando los
fragmentos a eluir eran < 3 kb.

Las muestras digeridas se corrieron convencionalaente
2on un gel de agarosa, el ADN se visualizo y se realizd una
incisidn enfrente de las bandas de interés con un bistur{. En 1a
incisidn fue colocado un troze de papel Whatman DE 81,
previamente tratado con 1.5M de NaCl y prehusedecido en regulador
de corrida. La electroforesis se dejo correr hasta que la muestra
entro en el papel.

El ADN se aluyé con un regulador de elucion I (
Tris=HC1l 10mM pH 8.03 EDTA imM3 NaCl 2.5M ;. El1 elu{do se trato
con n-Butanol saturado con agua v 21 ADN se precipité con Acetato

de fAmonioc 7.5M v Etanol.

£) Elucidn de ADN de geles de acrilamida.

-
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El fragmento deseado so cortd del cel, y fug colocado
en un regulador de elucion I1 Tris-HC1 1OmM pH 7.93; NaCl O.3M;
EDTA imM; SDS 0.1% )}, a 37°c por toda la noche.

El eluido se pasé atraves de un filtro Millipore ( 0.45
um }, ¥ == le aﬁéﬂié un vol. de Isopropanol frio. Se centrifugﬁ
por 30 minutos en una centrifuga Eppendorf, y la pastilla de ADN

fue lavada con Etarol al 80 %.

EXTRACCION DE ADN PLASMIDICD

Para la obtencion de ADN plaﬁm{dicn , &8 prncedié con un
protocolo de lisis bacte-iana por Alcali-SDS ( Maniatis, 1982 | vy
la purif1cac16n del ADN por gradientes isopicnicos de CsCl f

Mariatis, 1782 ).

Una colonia de la bacteria hospedera del piésmidn se crecid
toda la noche en 5 ml de medio luria con e! antibigtico adecuado,
« 37°C y en agitacion { 200 rpm ).

El1 cultivo =se agrego « 1 1t de medio turia con el
antibiotico adecuade, y se dejo crecer a 37°C en agitacicn ( 200

rom by hasta una 0.0, a 620nr de 0.6, En cafo de contar con wn

4 iy ’ —-— &
plasmido <cn el replicon ColEl, sz anadio al cultivo
Cloranfenico. a Jna conceatracion final de 170 ug/ml y se incubd

14 hrs. a 37°C , &1 agitacion ¢ 200 rpm ).
Zi cultivo se centrifugd a 6000 rpm en un rotor Scrwall B5SA
a 4°C, y i3 pastilla bacteriana fue rasuspendida en 40 @l de

£ : L3 o i - e 5 o
soluecirwir GTE Blucosa 3CaMy Tris-HCIL E25aM pH BLO EDRTHS ISeM 3

con 5 mg/ml de lisocime, jncubdndese 5 minutes a O
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anadieron 8¢ ml de solucidn de lisis ( NaDH O.2N, SDS 1% ) y se

incubd a 0°C hasta que la Euspensién qued6 transparente.

Se anadieron 80 ml de Acetato de Pptasio 5M, pH 5.0, y se
incubo a o0°c por 15 minutos. Posteriormente, se centrifuqé a
10000 rpm en un rotor Sorvall 5534 durante 30 minutos, a 4’6, ¥
el sobrenadante fué recuperado a través de una gasa.

Se agrego al sobrenadante 2 1/2 vplumenes de Etanol
Absoluto frio ( -20°C ) y se centrifugd a 12000 rpm en un rotor
Sorvall 85834 durante 30 minutos a 4°C.

La pastilla ( ADN plasmidico con impurezas ) se seco al
vac{o y se resuspendié en I ml de TE ( Trie HC1 10 mM pH B.0,
EDTA 1mM ).

3 gr de CsCl fueron disueltos en la solucién anterior {
concentracion final de 1 gr/ml ) y =€ anadiesron 400 ul de Bromuro
de Etidio ¢ 10 mg/ml’, en tubos Beckman de polialémeru para rotor
SW 50.1. Los tubos se eguilibraron y centrifugaron 40 horas a
45000 rpm a 20 € en un rotor Beckman SW SO. 1.

A luz UV se visualizaron las bandas de ADN y se recuperaron
con una jeringa a traves del tubo.

El Bromuro de Eiidiu fue retirado con n-Butanol saturado
con agua bidestilada y se dializd al menos &€ horas contra TE.

El ADN recuperado se cuantifico por espectrofntometrfa, Yy

rd
se almaceno a 4°C.
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CLONACION MOLECULAR EM PLASMIDOS

Ls insercion de ADN en vectores extracromosomices de
informacion genética { plésmidos, fagos, c&%midos, etc. ), se
realiza utilizando las propiedades de la enzima T4 AON ligasa,
cuya actividad es catalizar la unidn de extremos 5'-fosforil a

3*- hidroxil de ADN.

Se colocaron en un tubo Eppendor+ de 0.5 ml, una cantidad
estimada de vector ( pBR-322, pUC-19? o Mi3mpl8 ) y un exceso 3
veces molar del inserto a clonar. Se afadieron 1/2 volumen de
Acetato de Amonio 7.3M y 2 1/2 volumenss de Etanol Absocluto. Se
centrifugé por 30 minutos en una centrifuga Eppendor+f.

La pastilla se lave con etanol al 80 % y se secd al vacfo,
resuspendiéhdose en 15 pl de agua bidestilada. Se afadieron 4
de amortiguador de ligasa SX ( Tris-HC1l 300mM pH 7.93 DTT O.1M;
Cloruro de Magnesio SOmM; ATP O.6mM ), vy 4 U de ligasa T4.

La mezcla se incubd a 4°C por toda la noche y se procedia a

la trancformacion de bacterias.

PREFARACION DE CELULAS CDMPETENTES

PARA TRANSFORMACIOM

L4 F
Este proceso prepara a las celulas bacterianas para 1la
. ’ : s
transformacion con ADN circular, mediante =1 uso de chogques

F ’
osmoticos y termicos.

e
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Se crecid un cultivo de bacterias en 5 ml de medioc Luria
toda la noche a 3?E Yy en agitacién ¢ 200 rpm ) y, posteriormente,
se diluy6 1:100 con medio Luria dejéndnse crecer 2 horas a 3?% en
agitaciéﬂ ( 200 rpm ).

El cultivo se centrifugé a BOOO rpm en un rotor Sorvall
S5X4 por 10 minutos a it. La pastilla de bacterias fué
resuspendida en 1/2 del volumen original de Cloruro de Calcio
100mM, y se incubd en hielo 20 minutos.

Se volviﬁ a centrifugar en las condiciones descritas y 1la
pastilla bacteriana fué resuspendida esta vez en 1/10 del volumen

original de Cloruro de Calcio 100mM . Las bacterias se quardaron

a 4°C hasta 48 horas maximo.

TRANSFORMACION BACTERIANA

A 200 ul de cels. competentes, se anadieron 100 ul de
mezcla de transformacion ( Citrato de Sodic 50mMy de NaCl &00mM3
Clorurv de Calcio 7C mM y de 10 a S0 ng de ADN superhelicoidal ).
La mezcla se incubd en hielo por 30 minutos.

Rdpidamente, la mezcla se colocé a 37°C por S minutos se
afiadid a 3 ml de medio Luria . Se incubd en reposo a 37°C por 1
hora, espatuléndose 20C ul del cultive en diluciones 1:1, 1:10 vy
11100, sobre cajas con medioc Luria mas el antibidotico adecuado.

En caso de tratarse de el colifago M13 se prucediﬁ de la

siguiente weneras:

En la mezcla de transformacion s6lo se ahadieron de S a 10

pg de ADN superhelicoidal.



El procedimiento se siguié hasta el paso 4, donde se
anadieron 200 ul de bacterias JM 101 creciendo exponencialmente,
X-gal al 0.003% e IPTB 0.03mM a 3 ml de agar suave Tg a 55°C.

La mezcla se aq1t6 gentilmente y fue vaciada sobre cajas
con mwedio T@. Se esperc a que la mezcla solidificara y se incubo

a 37°C toda la noche.

MINIPREPARACION DE ADN PLASMIDICD

( SCREENING )

Con la finalidad de determinar la presencia y el tamafio de
ADN plasnfdicn en bacterias, se han desarrollado varias técnicas
que permiten el analisis de un gran nimero de muestras en corto
tiempo ( Barnes, 19773 Hughes, 1977 Telford, 1977 ). as{ se
desarrolld un protocolo para el sondeo de ADN plasmidico para 1la
elaboracion de este trabajo.

Se tomaron colonias grandes de las clonas a estudiar ; cada
una se resuspendiﬁ an 200 ul de amortiguador TBE 1X con la ayuda
de ua vortex. Se agregaron 5Cul de amortiguador de lisis ( SDS
S%; EDTA 0.1M3 glicerol 50% ) y la mezcla fue calentada a 70° C
por i0 minutos.

La mezcla fue agitada brevemente y se cargaron 40 ul de
€lle en un gel de agarosa al 1 %, para someterlo a una
electroforesis ( 2 V/cm ). El gel fud tefiido con Bromuro de

Etidio ( 0.0G5 pg/ml ) y se visualizaron las bandas en luz uv.

SECUENCIACION DE ADN
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La determinacion de los componentes nucleot{dicos que
constituyen una cadena de ADN se realiza mediante el empleo de
productos qufmicos que tienen una accidn especifica sobre las
bases puricas o pirimidinicas ¢ Maxam, 1977 3, y también con el
uso de dideoxinucledtidos ( ddNTP ) que inhiben 1la actividad

poclimerasa de la ADN pol I de E. coli ( Sanger, 1977 ).

a) Secuenciacidn de ADN por el mdtodo de Maxam y Gilbart
1977 ).

Por cada reac:ién, 10000 cpm del ADN marcado por 1los
extremos 35° o 3*, se colocaron en un tubo Eppendorf ( 1.5 ml )
junto con 3 ul de acarreador ( ADN sonicado 10_ mg/ml ) vy agua
bidestilada cbp 10 ul.

Para las purinas, se ahadieron 25 ul de acido formico (
88 ¥ ) y se incubd a temperatura ambiente por S minutos.

Para las pirimidinas, se afadieron 30 ul de hidrazina ¢
99 % ) y se incubd a temperatura ambiente por 7 minutos.

f ambas reacciones fueron anadidos 200 ul de =olucion
HZ Stop ( 90.3M Acetato de Sodioy 10mM EDTA; y 25 ug/ml d= ARNt ),
y 750 ul de Etanol Absoluto frio.

3e cantrifugé 30 minutos en una centrifuga Eppendorf a
£, La pastilla se secd y se resuspendid en 250 il de Acetato de
Sodio 0.3 y se anadieron 750 ul de Etanol Absoluto frio. Se
repltié el paso anterior.

La pastilla se lavo con etanol al B0 % +r{n, se secJ y
s resuspandié en 106 nl de piperidina 1M. Las muestras fueron

incubadas a %0 C por 30 minutos, se liofilizaron 3 veces (

resuspendiendo en agua bidestilada en cada ucasién ) y fueron
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resuspendidas en amortiguador de carga ( Xilencianol 0.02%; Azul
de Bromofenol ©.02% vy Formamida 80% ), aprorvimadamente a SO
cps/pl.

Las muestras se colocaron a ebullicion por 3 minutos
antes de cargarse en el gel de secuenciacidn ( Acrilamida 8% Yy
Urea 7 M ) { Sanger, 1978 ), que se corrio de 1000-15C0 V { 15 -
30 Watts ) hasta que @1 Azul de Bromofenol saliG del gel.

El gel se 5e:5 Yy S expuso a una placa autorradiogréfica

Kodak X-OMAT por una noche.

b) Secuenciacion de ADN por el método de terminacion de
cadena.

El ADN marcado por uno de sus extremos se incubo por 30
minutos a temperatura ambiente, con 10 ng de DNas=a I de pin:reas
bovino y 20 U de ADN polimerasa I de E. coli en un amortiguador
de reaccidn que contenia 100 uM de un ddNTP, 40 uM de los dNTPs
restantes y cofactores enzimaticos.

La reaccidn se detuvo con EDTA { 0.2M ) y el ADN se

precipité con HZ stop-etanocl, slquiéndnse la metodologfa anterior

epa~tir de este paso.



RESUL TADOS

Clonacion de Fragmentos Hind I1I del Tumor T68 en pBR--322.
Las clonas obtenidas fueron seleccionadas en medio Luria
adicionado con ampicilina ( S0 ug/ml ) y contraseleccionadas con
tetraciclina ¢ 25 ug/ml ), dada la caracteristica del corte Hind
111 en pBR-322 que resulta en la inactivacidn insercional
ocasional del gene de resistencia a tetraciclina ( tet . asf,
resultaron 20 clonas ampicilina resistentes vy tetraciclina
sensibles, las «uales mostraron contener plismidos de 3
diferentes tamahos moleculares ( Ver figura & ). Para determinar
la naturaleza celular de los fragmentos clonados, estos plﬁsmidns
2 hicridizaron contra el +fragmento EcoR!i{/Xba 1 del plésmidn
ALriXpa, e! cual contiene el primer exon de c-myc ( Ver figura
Sa ). Diescisiete clonas tuvieron sehal positiva para c-myc ( Ver
figura 7 ), y de ellas tres ( 128, 136 vy 142 ) pcsefan un  tamano
molecular relativo lo zuficientemente alto como para contener un
inserto grande { 4.6 kb ), gue pudiese poseer secuencias de myc y
YFH 16.

Ce esta forma, se hibr:dlzé pCUT-135 contra £1 genoma
completo de VFH 1é para demcstrar la presencia de secuencias
viralez provenientes dJdel tunor, obteniéndose una fuerte senal
positiva ( Ver figura 9 ). Por andlisis de restriccion se
determing que esios pléamidaa ( pCUT } se hallaban de alguna
manera rearreglados vy eran identicos entre s, dada la presencia

de uia =0la banda de alrededor de 3.8 bbb con los cortes Hind 111



Fig. &. Deteccion de ADN pirasmidico en clonas amp
recistentes v tet sensibles. Las colonias bacterianas fueron
reenepandidas en un requl ador con SDS SZi-EDTA 0.1M e incubadas a
700 © v Bl lisado se corrid directamente en un gel de Agarosa al
1% . ®Marcador de peso molecular ( Hind II1 )3 C&00 ( E. coli K 12
CAON ). Tamapns molecu) ares en kilobases.
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Fig. 7. Hibridizacidn de las clonas amo resistentes y tet
=ensibles . Los geles con lisados bacterianos tueron transferidos
2 nitrorelulosa e hibridizados con 21 fragmento EcoRl/Xbal ( exon
1 de c-mvc ) del plismido HLMXba ( Act. esp. 10U millones cpmsug
de ADN. 10 000 cpm/ml  sol. prehib. ), en condiciones de alta
astringencia. Marcador de peso molecular ( A Hind 111 )3 C&00
F. roli K 12 £&O0 ), Tamafios moleculares en kilobases.



pBR-322

m @ O © O - O
d I B w B8R 3B
— 0.6
o
L9
x
O m ® M~ O MO o O =
© 3
o 5 2 2 Q@ 2z vy mmnm g g 3
g
-» =

¥,
Ty Sy




s EcoRl vy BamH1 ( Ver figura 9a, carriles 3 y 4 ). Esto se
explica por los fendmencs de excisiéﬁ, recombinacion Y delecion
sitio enpecffica ( Kopecko, 1975; Bedbrook, 197&; Iida, 1983 )
Jque ocurren cuando se realiza la clonacién de fragmentos gue
contienen secuencias palindrémicas con el vector, lo que lleva a
ia delecidn de las secuencias gue =& wubican entre las zonas de
reconocimiento ( Ver figura 11 ).

No Dbst;nte, el corte Xhol presento una socla banda de
alrededor de 8 kb ( Ver figura 9b, carril 2 ), lo que sugiere la
presencia de un sitio L‘micn en el plafsrnido que corresponder{a al
exon 1 de c-myc, dada 1la ausencia de sitios Xho 1 de pBR-322 vy
YPH 16.

Con la evidencia de dos bandas ( 2.4 y 1.4 kb } en el corte
Hind IIl1/EcoR1 de pCUT ( Ver figuras Ya y 10 ), una de las cuales
( 2.4 ) presenta al menos un sitio Pvu 1 ( caracteristico del
gena amp de pBR-322 ) que separa dos bandas de alrededor de 1 vy
1.4 kb ( esperadas para un corte Fvu 1 de la region Pvu I1/EcoRli
de pBR-322 ) como se muestra en la Ffigura 10, y ademas 1la
sensibilidad a tetraciclina ( que sugiere dafio al gene tet de
pBR-322 )} se supuso que el rearreglo comﬁrendié una delecion de
la regién del gene tet de pBR-322 con una por:ién del inserto de
ADN tumoral, que llevé a la formacion de un plésmido sim€trico de
8 kb, dfnero de un plismido de 3.5 kb, en el cual el sitio Xho |
es uUnico por encontrarse dentro de la zona de reccnocemiento gque

quedd en el plasmido ¢ Ver figura 11 ).

]



Fig. 8. Hibridizacidn del plasmdo pCUT-136 con el genoma
completo de VPH 16 ( linearizado en el sitio BamHI ), proveniente
del ple{gmi o pSHPV-16 ( Seedorf. 1985 ), v contra el exon 1 ae
m—myer ( Fragmento HindIIl/Xbal del plasmido HLMXba ). Las
hibridizaciones fueron realizadas en condiciones similares a las
Ararritac on 12 Fio. 7. El/1&, Fraccidn EcoRI/EcoRl del VvPH 16&.
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Fig. ©. Ana3lisis de restriccidn del plasmido pCUI-156. a1
ninastidn rempleta del ADN. mostrando las bandas correspondientes
2 sitine cimdbtricos en  =a] nldsmido. b) Digestiones parclales
Ammactrandn e tamafno molecular lineal ( 8 kD ) v el numero de
sitiose Ae cr::ri'n nara cada enzima dentro del plésmido. 1 yaq de
i Aemidn £18 Adineridn con cada una de las enzimas senaladas  a
*7°C. o] tiemnm reguerido para la digestion parcial o tocai v los
franmentne epnaradne oan un osl de Anarnsa al 1%. Marcador de peso
molecular (A Hind 111 ). BamHl ¢ B ), EcoRl ( E ), H1NQ 111
ftHY Py T P Y, Pvu I1 ( PIT ). Yho T X ).
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Fin 10 Aislamiento de fragmentos de 1.4 v 2.4 kb de
pCUT-1%& ( Hind TI1/EcoRl ). Marcador de peso molecular (4 Hina
TIT ).
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Fio. 11. Modelo de rearreqlo y delecion sitio especfi-lca ae
Ine plaemidns pCUT durante la clonacidn. Resistencia a ampicilina
t amp Y, rasjstencia A tetraciclina ( tet ), origen ae
an'lif:l:-ir‘\-l‘! f pri Y,
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Aﬁf, pCUT-136 contiene secuencias de c-myc y VPH 1&
deravadas de  tumor clonadas en un {fragaentc de pBR-322 que

incluye su origen de replicaci&n y el gene amp ( Ver figura 12 ).

Caracterizacidn de las Secuencias de c-myc y YFH 1& clonadas
en pCUT-1345. Antz el rearreglc ocuriido en la clonacicon, se
sealizcaron digestiones con las enzima Sau 3A1 ( gque reconoce
sacuencias tetranucleotidicas comunes ) para determinar las
secuencias virales vy celulares clonadas en pCUT-1346. De esta
forma, los residuws dJde restricciones parciales Sau3Al del
plésmida pCUT-134  Fueron  subclonados en &1 wvector pUC-1%2
¢ Yanisch-ferron, L1985 ), para facilitar el analisis de los
fragmentos derivados de tumor ( Datos no mostrados ).

En la figure 1T se musstra que las secuencias tumorales
contenidas en pLUT-13&4 corresponden al exon 1 de c-myc y el LTR

de VMH 16.

Estructura de lasz Secuencias Clonadas. Los fragmentos
provenientaes d=1 tumor T48 fuesron parcialmente secuenciados por
el m;Lodg de Maxam y Cilbert 1977 Y, 4+ el de Sanger ( 1977 ).
Se analize asf la estructura nuclest{dica de 1a integracién viral
en las :amediaciones d= L-nyc d?tvrminﬁmdnseg por homo!ngfn al:zs
20 enciat rapo-tadoan dae c-myc y VYPH 14 { Gazin, 1784; Seedorf,
178% 1,

La sccuencia PuPuPuPufyPuPuluPyPulPuPuPofa  Fig 143 ), =e

8

zncuent-s cizte veces d2ntro 42! osroma de c-pyve, dos de ellas
dentro Aol encn T bazes 12340 w 2604 de )a zecusnciza de Garing

192% %y o st auszants de los genomas de VPH 16 y pBR-I22.



Fia. 1?2. Mapa de 1p=s plasmidos pCUT. BamHl ( B ). Ecokil
E )y Hind JIT ( H ). Pvu 1 ( P ).
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Fin. 13. anilicis de restriccién de 1os plasmidos PBR=—32.2,
PSHPU-14, pMIT—-134 v  HI.MXba con SauiAl ( sau ). Las lilaves
indiran 1ae bhandas comiarantese entre pllif-136., ¥ 16 v C—mvcC.
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Fin. 14. Seruenrias parciales del plasmido pLUT-136. a)
Renirnne relarionsdse a r-mvec., 1as reacclones de Secuencilacion se
s=atli-arnn de  aruerdo a  Maxam ( 1977 ) y kosenthal ( 1985 vy
toRa v Purdnas ¢ P Y. Pirimidinas ( Pv ).3 Bb) Secuencia
relarimnada 3l residun 100-130 del LCR dei VrH 16 en el RODN
~Ymnadn ds) tomnr  TER. lae reacciones fueron realizagas con
mAdificacinn 31 método de Sanger ( 1v/7 ). Adeninas « A i,
Buaninas ¢ 6§ %, citosinpas ( € ) v timinas ( T ).
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Por =u parte la secuencia ilustrada en 1la figura 14b,
muestra alrededor del BOY% de homologia con 1la secuencia
coiprendida entre las bases 100 y 13C dentro del LCR del VPH-16.
Ecta evidencia sumada a las de hibridizacidn vy restriccion
permiten sugeri: gque la presencia de secuencias regulatorias
virales dentro de un oncogene pueden tener un papel dentro del
desarrollo de un tumor.

El rearreglo vy delecion del plismidn impidieron conocer 1la
ubicacian ¥ extensidn de la integraciﬁn, no obstante la
posipilidad de que las secuencias de c-myc y VPH 16 se hallan
unido por este efecto parece remota. De cualquier forma, la
clonacion de segmentos pertenecientes a c-myc y VPH-16 es
evidencia para afirmar que ambas secuencias se encontraban
adyacentes en el tumor. As{, se realizaron dos= modelos de
integraciéﬂ en c-myc por el VPH 16 ( Fig. 15 ), en el gue se
propone la desregulacién de c-myc por la intervenci&h del enhacer
viral en la rﬁqién promotora-reguladora del exon I de c-myc y la
probable pradqccién de protefnas virales transformantes por

efecto aditivo de los promotores virales y celulares presentes.
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Fin. 15. Modelos de 1ntegrac16n del VvFH 1o en 21 oncogene
c—mpyvr an el tomor 48, A) Ubhicacidn 5° del LCK de WWH 16 en
relaridn a ce-myc. B) Ubicacidn 3° del aenoma viral en reiacion =
e Reniones responsivas a E2 E2RE 3., pPromotores
transcripcionales virales y celulares ( F ), prnteinas virales
roy srtividad transformante ( ES/ES Y.
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LISCUSION

La activacidn de oncegenes celulares mediante la accion de
secuencias virales o =sus productos es un fenomeno ya descrito
{ Durst, 1987 ). Daca la alta correlacidn que existe sntre la
presencia de secuencias virales del WYPH 156 integradas al genoma
celular corn la presencia de carcinomes genitales ( Gissman 19864;
Lorincz, 1987 ), la posibilidad de una interrelacidn virve-relula
en 81 desarrollo de una malignidad se abre con  interecantes
vnerspectivas.

€1 oncogene c-myc Se encuentra alterado en un gran nﬁmera
d= malignidades ( Revisade en Alitalo, 1987 ), vy yva gue se
zncuentra relacionado con  la prnmocién de 1la rep]icacién en
células eucarioticas ¢ Iguchi-Ariga, 1987 ), es factible que su
sctivacian desrregulada promueva una prnliferacién descontrolada
de celulas. Mis aﬁn, el hecho de que mys disminuya su
transtriptiéﬁ con inductorzs de la diferenciacion ( Folack, 1987
3y indica que la <cantidad del producte de c-myc pudi ese
determinar en un momento dado la qénesis de alguns malignidad.

La carecteristica de los papilanavirus de poseer prateinas
treanzactivadoras ( E2 J, similares a las presentes en otros virus
de eucer.ontes 7 Baker, 1937b: Spalhelz, 19873 Thierry, 1987 ),
sofiela una posible via de activacidn de oncogenes con la
capacidad de respunder a la arcidn de dichas prntgfna%. asf{, 1la
11%gL;13ﬁ wiral llevaric a la pauducaién de elemnentos

P - =
regulatorios transactivadorzs o la integracion al genoma celulas



prnpiciar{a gue esta produccion fuese constitutiva llevando asi a
ld activacién, tambign constitutiva, de oncogenes celulares
responsivos a ella.

No obetante lo anterior, las observaciones en cuanto a la
diarupcién de &1 ORF E2 de los papilomavirus humanos 16 y 18 por
efecto de la integra:ién en lineas celulares provenientes de CaCu
{ Schwarz, 17863 Baker, 1987a ), parecen apoyar el hecho de que
qui;és la produccién de otras protefinas ( E6 o E7), o la
actividad de elementos virales cisactivadores sean los
respunsables del proceso oncogénicn,

El como un virus es capaz de integrarse a c-myc, y de ques
este fenomeno sea un hecho generali-ado son materia de
controversia. Una de las caracter{cticas mis intsresantocs de este
estudic, es el hecho de gue la integracidﬁ se llevo a cabo dentro
de una ragiéﬂ involucrada frecuentemente con fenémenos de
tr;nslocaciﬁn { Ver fig. 1 . De esta forma puede ser gque la
secuencia clonada se trate de un rearreglo secundario a la

,
integracion original, ya que el hecho de que se presenten varias
secuencias de myc y VPH 16 en el  tumor T&3 ( Ver fig. 3 ) y que
estaz no correspondan ni en tamano ni en caracteristicas de corte

a4 las de las secuencias completas, wugieren gue alguna alteracion

- - ; : - s, .
sxntire e la integracion ocurrig muy probablemente Como

consecuencia de la misma. La evidencia presentada ep este trabajo

£ akd am " { - - x L
tndica gue la integracion de secuencias der i vadas del YPH 16 se

encuenti an alrededor del primer es-ron de Comys, as{ un tamano

arial de uns czcuwencia cen una relalivamente alta capacidad de



recombinacidn pudiera propiciar su translocacion y/0
ampi:é:Lacxén. llevando consigo las secuencias adyacentes.

Aunque la insercidn de los papilomavirus en el genoma
celular es de caracter aleatorio, la presencia de secuencias
virales en las inmediacionas de c-myc 8N uh pProceso Ccancerosoa
manifiesta en el tuwnor TéB, deja entrever la factibilidad de 1la
cisactivacidn de oncogenes por secuencias virales. Asf, 1la
in&erc:&n de la regién promotora y reguladora del papilomavirus
1& cerca del exon I de c-myc puede desembocar en dos posibles
meEcani shos de carcinﬁgéﬁasis ilustrados en la figura 15.

Por un lade ( Fig. 15a ), la insercidn de! LCR viral cerca o
en =1 exon 1 de c-myc, puede propiciar la activacion del oncogene
mediante el uso de los 4 promotores virales presentes en el LCR
{ F7185, 794G, FBY y PL i, O 1la actidh de los elementos
putenciadores ( enhancer ) responsivos a sehales de ragulacidﬁ
transcrigcional aparentemente comunes entre eucariontes que posee
{ E2RE !; esto llevaria a que la Lranscripcién de myc se viera
aumentada al responder a sus propiaz senales de activacion con el
efecto aditivo de 1los elementos de regulacion virales. Con una
ayor produccion de RNAm de myc, la cantidad de su protefna
pudiera ser mayor a la npormal, promoverse  una acelerads
ﬁrDliFerachn celular gue impediria la diferenciacicnh normal de
lula irfectada, teniendo as{ el dzzarrecllec del tumer.

Dado a que el exon I de c-myc juega un pagpel en 1l&
rsgulaciéh transcripcional desl pncogere, existe la pesibilided d=
que  lo=  promotores vy 2lementos cisregulatorios gue pozee

. # 1 i i
gropicier la schreproduccion de praotsinas vivales con vn conecido

h9



ofecto transformante ( ES, Eé o E7 ), o bien que por efecto de la
integracid&, el virus pierda su prapia regulacién y sea manejado
por secuencias y/o factores regulatorios celulares. De esta
manera, l1a produccidn de protefnas viralec se ver{a asociada
directamente a la activacidn de myc, posiblemente en el momento
en que la cflula afectada =e prepara para dividirse ( Fig. 15b ).
Es decir, cada vez que la c€lula promueve la rep!icacién de su
ADN, estara produciendo una mayor cantidad de prntefnas virales
transformantes v a=y, un proceso nncnqéﬁicn tiene la oportunidad
de desarrcllarse.

A estas posibilidaes hay que anadir el hecho de que las
secuencias estan amplificadas, es decir, existen un gran numero
de copias dentro del genoma celular, vy asf 1a cantidad de sus
productos fuera quizés mayor a lo que podria esperarse por lo va
descrito, o bien que s=e presentarse un arreglo de secuenciac
virales orientadas en 1frea e invertidas respectoe al sentido
S*-3%* de la transcri;cid%. Con 21 hecho de gque las dos cadenas de
c-myc son transcritas ( Kindy, 1987; Mepveu, 1987 ), se pcdr{a
Fropiciar que ambos efectos de integracidh ocurriesen
simultgneamente, dependiendo de la Drientacién de la inserci&n.
Lsto =, que i 1la inzercion 2n 1{nea del virus propicia la
desrregulacién de c-myc e =u  cadena con sentide, la cadena <=in
sentido del oncogene podria  promover 1a transcripcién de las
secuencias virales que estuvieran invertidas, teniendo 95{, ambos
Sfectlos al mirmo tiempo.

la produacién de proteinas hibridas viralss-celulares es un

Fecho que rne == d2scart: zon la osvidencia piresentaeda. Sin



embargo, el LCR de VPH 14 y el exon 1 de c-myc son regiones no
traducidas ( Aungue BGazin { 19856 !, reporta la existencia de un
péptidn codificado por el exon 1 que de cualquier forma es
independiente a la prnte{na mye 7, asi no existe evidencia para
sospechar la presencia de productos hibridos.

Desafortunadamente, la delecidn comprendida durante la
clonacidn nos impide conocer con certeza cual de las
posibilidades descritas es la correcta. No obstante,
definitivamente es factible el hecho de que 1a insercion
estudiada pudiese desembocar en el desarrollo de un cancer Y
sienta un precedente al estudiar con mas profundidad otros
tumores con caracter{sticas similares.

Con 1a clonacion de fragmentos adyacentes de VPH 146 y  c-myc
provenientes del tumor Té&B, es posible afirmar que estas
secuencias se encontraban ascciadaz en &1 genoma del tumor vy esta
as0Ciacion puede hipntéticamente sgr capaz de generar un fenotipo
transformado, sin embargo gueda pur demostrar la significancia
biulégica de esta relacion estructural.

No obstante, el hecho de que la relacion estudiada comprenda
dos regiones de regulaciéﬂ genética dentro de sus respectivos
genomas ( exon I de c-myc y LCR de YFH 16 ), da la pauta para
profundizar en el estudio de la interrelacion a nivel estructural

. - &, , . :
y funcional entre oncogenes y virus en el cancer cervico-uterino.
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6HON Ligasas. Eazimas gque caltalizan la formacidn de enlaces
. .
fosfodiester enlre do: extremos de ADN, uno con un grupo 3°-0H v

@l whtro con el grupo 3%--P.

"t Folimerasas. Enzimas cuya funcion consiste en sintetizar

nuevas cadenas de ADN a partir de una cadena doble.

Rutricngencia. Condicion de fuerza ichice y temperatura &
concentracion de formamida en que se permite 1a hibridi:aciéﬂ de

zadenas de ALN.

. ’ . :
Cizactivacion. Regulacion transcripcional de genes ubicodos en 1a
misma secuencia de DM Que lo= elementos de contrel ( Promotores,

Frotenciadores, stc. )

Endonuclzasa,. ADMasa que hidrolize ADM en ssruencias que no =g

ubican en los entramoe.

o,
Enzima de Resiriccion. Endonucleasas secusncia-espec{ficas.
Hidrolizan el ADN dejando extremos simstricoe ( Rasurados ) ©

e s ;
asimetrices { CTohesivos

Exonuclieasa. ADNcca gue kRidrolizeae APN a3 partir do sus oot oaos,

Hibridizacion. Enlace de cadenas sencillas y complemantarias de

Filada
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v o de Lectuwra Ablerta (0 ORF ). negién comprendida entre  un

‘ . Tare. ; 4 ; ..
wccon Je indciacion ( AUC L, y un cedon de Ltermiiscaica ( UAG J.

e 1 ..'.' L) - i
Snicogene. Version elterada de ui. protconcogene, asoliada

generalmente a un proceso cancer 0so.

,
TMlashidio. Cadene circular extracromosomal do AN, con cop

[

. ” [
y transcripcicn autonoma.

Promotor. Secuencia de ADN de 1la cual se origina la
,
tiranstripeion. Se caracteriza por pozsegr las regiosnes Cconsenso
L
CARAT y TATA, qQue =& supone intervienen en la union y alincamienlo

d=s la ARM polimerasa.

’
Fegaion Potenciadora { Enhancer ). 3ecuencia Je ADHN que awncnta la
r
tranzecripcion de un  promolss deterwinado, indepoadicatsmcnts de

L4
zu distancia u crientacion respecls Jdil i omoter.

*
Replicén. Unidad de mataerial q&nética con la infor macion

afcesaria pere sutodaplicarse,

. . - p -
Transattovallon. Regulacion braazcripcional de gsnes ubicados en

secuencias de ADN distintas a los glementos de control.

= ’ = N .
Lansformaciun. cerdida de la regulacion reproductiva y
s [ .'. - . i
melabolica de celulas cucarioticas er. cultivo. lecanismo mediante

. ,
ei cual ARUN li1bre en el nedio, penelica  y s Bipreza eh celulas

bacterianas.



4 i o .
vector dJde Clonacicit. Cadena Ue Al < piésm)uu o osirus ), con alta
L4
capacidad replicativa . Puse2 marcacorss ganslicos (1 Resistencia
..'. L 3 s
a antibiclticoe, expresion de chzimas, etc. 7 que permiten

; s r L’ . &
seleccionarlous y sitios de insercion de secuencias heterologas de

ADN en Lu gehioima.
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AFENDICE

Acetato de Potasio 5M ( Acetato ZM )

&% ml de Acetzto de Fotasio SM
11.5 ml de Acido ﬁcétlcn Blacial

28.5 ml de Agua.
Acrilamida 40 %

190 g de Acrilamida
iC gr de Bic-acrilamida
Lisclver con 300 ml de agua bidestilada. Este :reactivo es

neurotoxice. Usar guantes y tapabocas pt ar manejarsla.
ADH schicado de esperma ce salmdn 10 mg /s ml

Agitar a ebuilicion la cantidad de ADM cdeseada en agua
bidestilada ue £ a 4 hrs. Fasar verias vEBCES por dia &gula  de
jeringa calibre i3. Almacs=nai- a —22%c.

fJustar a pH 4.&. Esterilizar por autoclave.
Afpicalina 25 mgsmd

Anaidir la cantidad deseada de ampicilinea & la ceatidad adecuada

Ge agua badestilaeda. Ajustar 2 p!l 8.0 con MaCH 2N para  Jl ialesi.

L]
Alicuotar y almacenar a 20 C.
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Bromaro de Ztidic 10 ag/ml

+

i gr de bBromuro de Etidio
160 ml de Agua bidestilada
Agitar varias horas. Este compuesto es un mutageno extremadamente

activo. Manzjar con Juantes y tapabocas.
Cloranfenicol 3% mgsml

Displver 1a cantidad deseada en etarol absolutc. Almacenar a

DTT ik

3.0% gr de DIT
2¢ ml de Acelaio de Sodio GL.CIM pH 5.2.

Almacenar a -20 C. Muy wvel atil
EDYTA C.5M

168.1 gr EDTH dibdsico
Ll mi de agua bidestilada

sgitar y ajuztar a pH 8.0 cen NeDH para disolver, Autopoclavear.
Solucion Derhardt SCX

S gr Ficeoll ALD
35 gr Polisinilpirrolidona
S gr Albumina Serica Covina ( Perntax “rarccion ')

Disolver un 30C ml d=s  agua kidestileda. Filtr-ar por Millipore

2

1

Za30 w . Almecenza s

-

i
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’
Solucion Salina-Citrato 20X ( GSC

i75.3% gr de Cloruro de Sodin
26.Z gr Citrato de Sodio

Iicelver en BOC wl de agua bidestilada. Ajustar a pH 7.0. Aforar

a 1 11 y esterilizar por autcclave.
Solucidn Tris—Boratos EDTA 1CX { TBE )

108 gr Trizma-base
55 gr Acico porice
&.72 gr EDTA
Dizelver en BOO ml de agua bidestilada y aj.uistar a pH B. Aforar a

11t.
Solucidn Tris-EDTA 10X { TE 3

5C ml de Tris-HC1 iM pH 8.0
i ml de ELVA G.5M

Anadir agua bidestilada cbp 509 ml.
Tetraciclina 12.% mg/ml

f1sulver la cantidad deseada en sgua by dsstileds. flicuotar

-]
guardar a -2¢ C en obscuridad.
Tris—-HCY 14

(ZE1.L gr Traizama-base
UL ml de agua bidestilada

Goustar el pH dezeste con HCI concerdtrade. Aforar & 1 1%,
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