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ABREVIATURAS

ADN Ácido desoxirribonucleico

ADNasa Ácido-desoxírribonucleasa

ADNc ADN complementario(o copia)

ARN Aido ribonucleico

ARNasa Ácido ribonucleasa

ARNm ARN mensajero

BSA Seroalbúminabobina

cmp Cuentasporminuto

dATP Desoxiadenosintrifosfato

dCTP Deaoxicitidin trifosfato

DEPC Dietilpirocarbonato

DM50 Dimetil sulfóxido

dNTP Desoxinucleásidotrifosfato

DTT Ditiotreitol

EDTA Acido Etinendiamitetrancético

Fig. Figura

g Gravedad

IPTG Isopropil-173-D-tioga]actopiranósido

kb Kilobases

LCR (Long control region).Granregiónde control

M Molar

mM Milimolar

MOPS Acido 3-(N-morfolino) propanosulfónico

pb Paresde bases

PCR Reacciónen cadenade la polimerasa

PEG Polietilénglicol

pmol Picomol
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r.p.m. Revolucionesporminuto

SDS Lauril sulfatosádicoo dodecilsulfatosádico

5V40 Virus de simio40

Tris Tris(hidroximetil)aminometano

U Unidadesinternacionalesde actividadenzimática

U.1 Unidadesinternacionales

Unidadesformadorasdeplaca

URR (Up-streamregulatoryregion).Regiónreguladoraanterior

VI-IB Virus de la hepatitisB

VPH Virus del papilomahumano

X-Gal 5-Bromo-4-Cloro-3-indolil-~-D-galactopiranósido.
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1.- INTRODUCCIÓN
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1.1 - CONCEPTODE CANCER.

Uno de los avancesmás importantesde la pasadadécadaen el estudiode la genética

humanaha sido la adquisiciónde pruebasmolecularesconfirmandoque el cánceres, en esencia,

unaenfermedadgenética.Existen, sin embargo,dosdiferenciasclarasentreel cáncery el restode

las enfermedadesgenéticas: la primera es que el cáncerestá causadofundamentalmente,por

mutacionessomáticas,mientrasquelas enfermedadesgenéticas,clásicas,estáncausadassolamente,

por mutacionesen la linea germinal.La segundaesqueuna solamutaciónpuedeser causantede

una enfermedadgenéticapropiamentedicha,pero el cáncerrequiere la acumulacióny selección

biológica de múltiples mutacionesen una célula y en su linaje. El concepto escalonadode la

progresiónmalignaesfundamentalparala comprensiónde estaenfermedad,y solo enestosúltimos

añossehantenido evidenciasmolecularesde esteproceso(Vogeisteiny Kinzler, 1993).

La primerasugerenciade este procesofue la observaciónde una relacióndirecta entre

incidenciadecáncery aumentodela edaddel individuo (Fig. 1)
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Se pensóquela explicaciónmásatrayenteparaestaobservación,podríaserel hechode que

el cáncerseprodujesepor la acumulaciónsecuencial,de ciertostipos de cambiosgenéticosen una

célulay en su progenie(Vogelsteiny Kinzler, 1993). Si bien, no era probableque en un mismo
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linaje celularconcurrieranvariasmutacionesencaminadasa la proliferacióndescontrolada,por ello,

algunamutacióndebíaapareceren un genencargadodel mantenimientode la integridaddel ADN.

Al mutarseuno de estosgenesen una célula, afloraríanmutacionesen su progeniecon mayor

frecuenciaqueen unacélulanorma], algunade las cualespodríaafectara un gen encargadode la

regulaciónde la proliferacióncelular(Cavaneey White, 1995)o de algúnotro aspectodel control

del funcionamientocelular.Estamutaciónseriaseleccionadasobrelasotraspor proporcionarlea la

célulaportadoraun cierto crecimientoincontroladoy podriaserla responsablede la formaciónde

un tumorbenigno.La apariciónde otra mutaciónen algunacélula de la progeniele conferiria, a

ésta, la capacidad de invadir los tejidos adyacentesy otra mutación o mutacionesserian

responsablesde la posibilidadde metastasizaren otros órganos.Estasdosúltimas características

sonpropiasde las célulasmalignasy distinguenlos cánceresde los tumoresbenignos.

La hipótesisdescrita, fue confirmadapor Fearony Vogelsteinen 1990 por el análisis

sistemáticode los cambiosgenéticos durante la progresión del cáncer de colon, pues éste

evolucionaa travésde estadiosbien diferenciadosmorfológicamente,lo quehizo posibleestablecer

el orden en el que aparecíanlas alteracionesgenéticasen función de su estadio,en estetipo de

tumor. La primeramutaciónseleccionadaapareceen el gensupresorde tumoresAPC (gende la

poliposisadenomatosafamiliar de colon) la mutaciónde estegenda lugara adenomasbenignosy

puedeproducirseen unacélula somática;hechoqueestárelacionadocon la apariciónde un tumor

solitario, o bien,en la líneagerminalproduciendoel desarrollode cientosde tumoresa lo largo del

colon de los individuos portadoresde estamutación.La segundamutación seleccionadapodría

ocurrir en el otroalelo de estegen, o bien,en otro genaundesconocido,dandolugara unanueva

oleadaproliferativa. En una de las células de este tumor benigno, aparecerála mutación que

conviertaal genRASen un oncogény estamutaciónseráseleccionadapuesdarálugara unanueva

expansiónclonal. En estadiossucesivos,las mutacionesconsecutivasde los genessupresoresde

tumoresDCC (‘gen delecionadoen carcinomade colon”) y ff53 (gen de la proteínap53)

terminaránel procesodel tumorprimario maligno. Si bienningunade las fasesde la carcinogénesis

es estable,incluso en la etapacarcinomatosasiguen ocurriendomutacionesque darán lugar a

subpoblacionesquetienengranimportanciaen la oncologíaclínica,puesconstituyenreservoriosde

células genéticamenteheterogéneascon distintas susceptibilidadesa las defensasdel sistema

inmune,a la radiacióno a los quimioterápicos(Vogeisteiny Kinzler, 1993).

La apariciónde mutacionesgenéticasen célulassomáticaspuededebersea la acciónde

cualquieragenteagresivoparael ADN celular: radiaciones,productosquímicoso virus tumorales.
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La célulatiene mecanismosparadefendersede estasagresiones,sin embargo,en ocasionesestos

mecanismosson insuficienteso no funcionan.En algunoscasosla primeramutaciónes innata y

existeen todaslas célulasdel individuo, “propensiónfamiliar hacia el cáncer”,aunqueestaúltima

circunstanciaesla menosfrecuentey sueledarlugara cánceresenedadesmástempranas.

La aberracióncromosómicarecurrente,esun marcadorde determinadostiposdetumoresy

su identificación y posteriordonación,han sido muy utilizadas, en el estudio de los tumores

linfoides, parala detecciónde genesrelacionadoscon el fenotipotumoral (Rabbits,1994).En los

tumoressólidos la caracterizaciónde estas aberracionescromosómicasse encuentraaun muy

retrasada,porla dificultad detrabajarcon estetipo detumores.Se ha observado,sin embargo,una

correlaciónentrela existenciade ciertasaberracionesespecíficasy la progresiónde algún tipo de

tumor. Esta relación sugiere que dichas mutacionesestén, probablemente,relacionadascon

aspectosdel fenotipode esostumores(Mitelman, 1994).

Las alteraciones cromosómicas relacionadas con la progresión tumoral, más

frecuentementeobservadasson: lastranslocaciones,quesuponenel intercambiode fragmentosde

un cromosomacon otro; deleciones,quesonpérdidasdemateria]genético;las amplificaciones,que

sonrepeticionessucesivasdeunasecuencia;las mutacionespuntualesen determinadosgenescomo

sonRASy ff53 (P53).En el casode cánceresasociadosavirus, la integracióndel ADN viral enel

genomacelularesunaalteracióngenéticaadicional.

Los genesque,al estarafectadospor algunade estasalteraciones,conducenala célulaa la

proliferacióncelular, sedividen endosgrandesgrupos:oncogenesy genessupresoresde tumores.

Existen a demásotros genesque, sin teneruna función en la proliferación celular, contribuyen

tambiénal desarrollode! cáncercuandosu función o su regulaciónestáalterada.Son los genes

responsablesdel fenotipo metastásicoy de malignidad tumoral que aportan a las células

cancerígenasla capacidadde abandonarsus tejidos originario, migrar por el torrentesanguíneo,

implantarsey proliferar en otros tejidos. La mayoría de los genesde esteúltimo grupo son aún

desconocidospuesno puedenestudiarseen los sistemasexperimenta]esde transformaciónen

cultivos celulares.

1.11>- Oncogenes y genes supresores de tumores.

Los oncogenes:son genesque tienen un fenotipo dominantey cuya expresión puede

producir transformaciónneoplásica.Existen normalmenteen las células como protooncogenes,
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pero unamutaciónque cambiela estructurade la proteínao que aumentesu nivel de expresión

puedeconvertirlosen oncogenestransformantes.Las alteracionesgenéticasque suelenactivarlos

son: amplificaciones,queproducenaumentode su expresión,y translocaciones.Se distinguendos

tipos de translocaciones:a) Translocacionesen lasquela roturaseproduceen la secuenciade un

gende cadauno de los cromosomasimplicados,dandolugar aun ARNm de fusión queproduce

unaproteínaquimérica.Los genesimplicadosen estetipo detranslocacióncodifican,generalmente,

factores de transcripción,y b) Translocacionesen las que se pone en contado secuencias

reguladorasdeun gen,con otro gen. Los casosmejorconocidossonlas translocacionesqueponen

en contactoel promotordel gende unainmunoglobulinao de un receptorde célulasT (TCR) con

un protooncogenproduciéndosela activaciónde éste(Rabbits,1994).Los oncogenesfueron los

primeros en descubrirsecomo genesimplicados en la progresióntumoral debido a su efecto

dominante,esdecir, su acciónproliferatívasemanifiestaaunquesolo estemutado un alelo, sin

embargosu importanciareal en la génesisdel tumorhumanoesmenorde lo que se pensóen un

principio (Kinzler y Vogelstein,1995). Ya que muchosde los oncogenescuya acciónsehabía

demostradoen cultivoscelulares,no hanpodidodetectarseen ningúncasode cáncerhumano.

Los genes supresoresde tumores son reguladoresnegativosdel crecimiento celular.

Puedendefinirsecomogenesen los quela disminucióno pérdidade su funciónproduceprogresión

neoplásica.El primergen supresorde tumoresdescubiertoy el prototipo de todos ellosesel gen

del retinoblastoma.Se cree que su acción se manifiestade fonnarecesiva(solo cuandoambos

alelosestánmutados).Estotieneimportanciaenla predisposicióngenéticahaciael cáncerya quela

personaque nazcacon una mutaciónen un alelo solo necesitarála pérdidadel otro alelo en una

célulaparaqueestacélulay su progenieinicien la transformaciónneoplásica.La alteracióngenética

másfrecuentementeasociadacon la inactivaciónde los genessupresoresde tumoresesla deleción,

quesemanifiestamolecularmente,porla pérdidade heterocigosidad.Así pues,la asociaciónentre

un determinadotipo de tumory la pérdidaespecíficade materialgenéticose estáempleandocon

éxito parala localizaciónde genessupresoresde tumores,la mayoríade los cualesestánaun sin

identificar(Knudson, 1993).

1.2- EL VIRUS DE PAPILOMA HUMANO

Del 10 al 200/o de los cáncereshumanosestánasociadosa la presenciade un virus en el

organismoafectado(mr Hausen,1986); comoel virus de la hepatitisB queestáasociadoa la
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apariciónde cáncerde hígado,el virus de Epstein-Barrqueestáasociadoa la aparicióndel linfoma

de Burkitt, algunostipos del virus del papilomahumano(VPH) queestánasociadosa carcinomas

genitales,recientementesehadetectadounaasociaciónentreinfeccionesporadenovirusy leucemia

juvenil (Dorak, 1996)(Fig. 2)
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1.2*- Biología de los virus del papiloma.

Los virus del papilomason virus ADN pequefiosqueinfectan las célulasepitelialesde un

grannúmerode especiesvertebradascausandoafeccionestumorales,benignas,de la piel, llamadas

papilomas. Constituyen una clase independientede virus, especie-específicos,que poseenun

tropismomuy selectivohaciael tipo de epitelio infectan.Entreellos; el virus del papilomahumano

(VPH), del que se han identificado más de 77 genotiposdiferentescasi la mitad de los cuales

infectanespecíficamentelos epiteliosdel tractoanogenital(Myers et al., 1995).

La heterogeneidadde estegrupono se debe a la rápidaadquisiciónde modificaciones

genéticassi no asu largahistoriacomo patógenos.Muchosde los distintosgenotiposde los virus

del papilomahumanosurgieronen la etapaprehominida,estoexplicael hechode queincluso los

genotiposmenosfrecuentesde VPH esténigualmentedistribuidos en la población humanadel

planeta(Zur Hauseny de Villiers, 1994;Matsukuraet al., 1995).

En la tabla1, semuestranmuchosde los distintosgenotiposdel virus del papilomahumano

y las lesionesclínicasasociadasa ellos.

Tipo deVPH
1
2,4,26,27,29,57
3,10,28,49
5,8,9, 12, 14,15,17,19,20,21,22,23,24,25,36,4
6,47,50
7
6,11,54
13,32
39,55
16,18,30,31,33,34,35,39,40,42,43,44
16,18,31,33,35,39,45,51,52,56
41,48

6,11
37
38
53
Tabla 1:Tablatoniadadeflemard.1993.

Lesión asociada
Verrucaplantaris
Verrucavulgaris
Verrucaplana

Epidennodisplasiaverruciformis
Verrugadel carnicero
Condilomaacuminatum
Hiperpíasiafocal epitelial
Papulosisde Bowen
Neoplasiaintraepitelialcervical
Carcinomacervical
Carcinomacutáneode célula

escamosa
Papilomalaríngeo
Queratoacantoma
Melanomamaligno
Mucosacervicalnormal

El ciclo de vidadelvirus del papilomaestáligado a la diferenciaciónde la célulaepitelial,de

forma que el virus infecta la célula de las capainferioresdel epitelio que seencuentraen fase

proliferativa, la célula al dividirse, provocala expansióndel ADN viral a sus célulashijas.El virus
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del papiloma retarda la diferenciaciónde la célula infectada, favoreciendoasí su expansión

horizontal, en las capasproliferativasdel epitelio. En estascapas,tanto la replicacióndel ADN

comola expresiónde los genesestructuralesde la cápsidevira] estánreprimidos.Al madurarla

célula infectada,va ascendiendoacapasmásdiferenciadasdel epitelio, produciéndoseentoncesun

gran aumentoen la replicación del ADN viral y el comienzode la síntesis de las proteínas

estructurales,estasproteínasseensamblanal ADN viral y seformanla partículasinfectivasquese

liberanal exteriorenla capasuperiordel epitelio(Zur Hauseny de Vifliers 1994)(Fig. 3). Poresta

razón,paraqueseproduzcala infección, esnecesarioqueexistaunaroturadel epiteliopor la cual

puedanponerseen contactolos virus liberadosde lascélulasde la capacomeacon las célulasde la

capabasal,Estetipo de contactossonfrecuentesdurantela relaciónsexual,por esoa los virus del

papilomade los genotiposquetienentropismoporlos epiteliosdel tractogenital, se les considera

causantesde infeccionesdetransmisiónsexual(Schiffinan,1994).

F¡g 3 Representalos fenómenosconsecutivosa unainfección por VPH, En el ladoizquierdoserepresentael caso
hipotéticode que la célula infectadano sedividiera al tenmnarsudiferenciaciónlos xinis se liberaríanen la capo
superiordel epitelioy la infecciónse¡rrdeiia . En el ladoderechoserepresentael osoreal, en el que la infecciónse
expandelateralmente,se retrasala maduraciónde las células infectadasy existe un gran número de células
productorasdexirus enla superficiedel epitelio (nrHauseny de Villiers. 1994)

El virus del papilomafue aisladocomopanículavira] en 1949 (Strausset al., 1949)perosu

estudioestuvopostergadodurantemuchosañospor no existir un sistemade replicación¡ti varo de

A

~-- ~

A

~il

A A

a

estosvirus, y porno serconsideradoscausantesde ningunapatologíaimportanteparael hombre.A
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partir de 1983 se identificaron algunos genotiposde VPH asociadosa cánceresdel tracto

anogenital(DÚrst et a]., 1983,Boshartet al., 1984) , posteriormenteseencontraronsecuenciasde

estos VPH integradasen el ADN genómicoen el 90% de los carcinomasde cervix estudiados

(Shahet al., 1990)y en susmetástasisganglionares(Boschet al, 1995). Estehechoprovocóun

rápido desarrollode la investigaciónsobreel VPH ya que el carcinomade cervix esel de mayor

incidenciaen mujeresde paísesenvías de desarrolloy estambiénuna importantecausade muerte

en paisesdesarrollados(IARC. 1989)(Fig. 4)

±aosesen ñas de Paisesdesarrollados
oesarrollo

CASOS LE CANCER POR ANO (X1000)

O ¡0 400 30fl 200 100 0 100 200 300 400 500 600

Pulmón
Estómago

l4aia
Colon

—~ Genl:
Boca

__________ 7111113 Linfoma
_______________ 13 Pigado

___________ Esófago
~ Vej iga

zzzzizzzzzm Leucemia

Fíg 4 Distribución de mundial de losdistintos tipos de cancer El cancerde piel, que es el máscomún,no está
ínclmdopor ladificultad de suestudioepidemiológico.El ~ncerdecerxix es el sextoen incidenciatotaL pero es el
segundoenincidenciaenmujeres.Gráficacondatosde laOrganizaciónMundial dela Saludtomadade Soussi,19%

En 1990estudiosepidemiológicosa granescala(Mufioz et al., 1992)demostraronquela

infecciónporalgunosgenotiposde VPH eranel mayorfactorde riesgoparael desarrollode cáncer

de cervix. Los VPH relacionadoscon el cáncergenital son los genotipos:16, 18, 31, 33, 34, 35,

39, 45, 51, 52, 56 y se les llama virus del papiloma de alto riesgo (Bernard, 1993; de Villiers,

1994),los másfrecuentesdetodos ellossonel VPHI6 y el VPH1S,puesseles asociacon el 700/o

de los carcinomasde cervix estudiados,siendoel VPH1Smásagresivoya quela infecciónporeste

virus estárelacionadacon unarápidaprogresiónrnaligna, y en rarasocasionesse le encuentraen

lesionesneoplásicaspremalignas(Arendseta].,1993).
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Los virus del papiloma de alto riesgo compartencaracteristicascomunescon otros virus

tumorales: largos períodosde latencia(del orden de décadas)desdeque se producela infección

hastaquesedesarrollael cáncer,la mayoríade los individuosinfectadosno llegarána desarrollarel

cánceren su vida, esnecesariala actuaciónde cofactoresparala induccióncarcinogénica,y el

tumorquesedesarrollaesmonoclonal.Estasobservacionessubrayanla naturalezaescalonadade la

progresión tumoral que hace dificil identificar a determinadosagentesvirales como factores

causantesde un determinadotipo de tumorhumano.Los VPH de alto riesgosin embargocumplen

los postuladosrequeridosparaser consideradosvirus tumorales(Zur Hiausen,1991):

1- presenciay persistenciade ADN del virus en las célulasdel tumor maligno y en sus

metástasis.

2- Inducción de cambios proliferativos despuésde la transfecciónde determinadas

secuenciasviralesencultivos delas célulassusceptibles.

3- Demostraciónde que la inducción de estos cambiosen las célulastransfectadasy del

fenotipo maligno de las células tumoralesdependede los efectosproducidospor el ADN viral

persistente.

4- Evidenciaepidemiológicade que las infeccionesde estevirus suponenun factor de

riesgoparael desarrollodeltumor.

El virus del papiloma madurade forma paralela a su célula hospedadoradel epitelio

espinoso.Dadaslas dificultadesde reproducirni vitro las etapasdemaduracióndel epitelio, ha sido

muy dificil estudiarla biología de este virus, y hasta1992 no han podido producirsepartículas

infectivas in vitro (Meyers,et al., 1992), por lo que los investigadoreshantenido quevalersede

técnicascomola transfecciónde genesviralesen célulasen cultivo paradilucidar la posiblefunción

de las distintasproteínasvirales.Ha sido tambiénde gran utilidad el empleode célulastumorales

provinientesde cánceresgenitalespuesen ellasexistensecuenciasdel ADN de los papilomasde

alto riesgo integradasen el genomacelular. De estascélulas sehan obtenido a menudo,lineas

celulares,entrelas quedestacaHeLa cuyascélulascontienensecuenciasde VPH18 integradasen

tres cromosomasdistintosde su genoma(Lazo, 1987a y 1988b)y se empleaen laboratoriosde

todo el mundo,SiHa queposeesecuenciasde VPHI6 integradasen el cromosoma13 humano(el

Awady et al., 1987), C41 que poseesecuenciasde VPHI8 en la región cromosómicahumana

8q22.1 (Gallegoeta]., 1994)05W756 queposeesecuenciasde VPHI8 en la región cromosómica

12q13 (Popescuetal. 1990)y esobjeto de estudioen estetrabajo.
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1.21> Los genes virales.

El genomade los virus del papilomaconsisteen una doble hélice de ADN, circular, de

aproximadamente8000 paresde bases,encapsidadoen un icosaedroproteicocompuestopor 72

capsómeros.La organizacióngenómicaestá muy conservadaen todos los virus del papilomay

constade dos dominios funcionalesllamados:E (del inglés“early”, tempranos) y L (del inglés

“late”, tardíos)conteniendo,cadauno, una seriede marcosde lecturaabierta. Solo se transcribe

unadelas cadenasdela doblehélicepor lo quetodoslos marcosdelecturaabiertatienenel mismo

sentidode transcripcióny a menudosolapan(tabla2). En el dominio E se encuentranlos marcos

del lecturaabiertade los genestempranos,quecodificanproteínascon funcionesreguladorasde la

replicacióny de la transcripcióndel ADN viral, o con actividadesinmortalizantesde la célula

hospedadora.Cadadíase conocemásde las proteínascodificadaspor estogenes.Los marcosde

lecturaabiertaEl y E2 codifican proteínasencargadasde la regulaciónde la transcripcióny la

replicación.La proteínaE2 inhibe la transcripciónde los genesE6 y E7 en los VPHI6 y VPH18

(Vande Pol et aL, 1992). El marcode lectura abiertaES codifica la proteínacon la actividadmás

transformanteen el virus del papilomabovino tipo 1, sin embargola proteínaES de los virus del

papiloma humanotiene muchomenorcarácteroncogénicoy su acción no esnecesariapara el

mantenimientodel fenotipo transformado,en las células de cáncergenital. Su función está

relacionadacon la consecuciónde un ambientecelular adecuadoparala multiplicación viral y

recientementeseha detectadoun papelde estaproteínaen la modulacióndel complejomayor de

histocompatibilidadclase 1 (CMH-I) interrumpiendoel transportede péptidos TAPI/TAP2,

asociadoal procesamientoantigénico(Crommeet al., 1994).Los marcosde lecturaabiertade los

genesE6 y E7 codificanlas principalesproteínastransformantesenlos virus del papilomahumano

de alto riesgo(Schneider-Gádickey Schwarz,1986;Czegledédyet al., 1995).En el dominio L se

encuentranlos dosmarcosde lecturaabiertade los genestardíos,que codifican las dosproteínas

estructuralesque constituyenla cápsideviral: LI y L2. Entre el extremo 5’ del dominio E y el

extremo3’ del dominio L existeunaregiónno codificantede unos900 pb llamadaLCR (del inglés

“long controlregion”) o URR (“up streamregulatoryregion”), enella seencuentranla mayorparte

de los elementosque regulanen cts la transcripcióny la replicacióndel ADN viral (Chong, et a].,

1991)(Fig. Sytabla2).
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Hg. 5.

Marco de Función
lectura
abierto
El Replicacióndel ADN. Tienesecuenciasespecíficasde unión al ADN
E2 Regulaciónde la transcripcióny replicacióndel ADN. Tienesecuencias

específicasde uniónal ADN.
E4 Proteínacitoplasmáticacon un posiblepapelen la desintegracióndel

citoesqueleto
ES Transformación.Seune alos componentesde las ATPasasHt vacuolares

y areceptoresde factoresde crecimiento.Afectaa la comunicación
intercelular

E6 Transformaciónporunión a la proteínasupresorade tumorespSI3
E7 Transformaciónporunión a la proteinasupresorade tumorespRB y a

otrasimportantesproteínas
LI Componenteestructuralde la cápsidevira]
L2 Componenteestructuralde la cápsideviral

Fig. 5: Esquemadel genomade VPH1Slinearizado.mostrandolosmarcosdelecturaabierta,la disposiciónde
losgenesy la región reguladora.Tabla 2 presentandolas proteínasdel virus del papilomahumanoy sus
funciones(Ulímany Enierv. 1996)Nota: puedehaberhastanuevemarcosdelecturaabiertaenotrosvirus del
papilomadevertebrados.

En el virus del papilomahumanode alto riesgo las proteínasprocedentesde los genes

virales E6 y E7 tienen propiedadesinmortalizantesy transformantes(Bedeil eA al, 1987). La

transfeccióndel genE7 de un VPH de alto riesgoenunalíneacelularestablecidade fibroblastosde

ratónproducetransformacióncelulares decir pérdidade la inhibición por contacto,capacidadde

creceren agarblandoy capacidadde producirtumoresen ratón desnudo.La transfecciónde los

genesE6 y E7 de un VPH de alto riesgo en queratinocitos,humanos,primarios, hospedadores

naturalesdel VPH, essuficientey necesariaparala inmortalizaciónde estascélulas, sin embargo

estequeratinocitoinmortalizadono es tumorigénicocuandose le implanta a un ratón desnudo,

hechoque estáen concordanciacon los estudiosque indican que la infección por un virus del

papilomade alto riesgono essuficienteparaqueseproduzcala progresióntumoraly esnecesaria

30 ~~WÑ=~E7 E4 L2
20 _ El E2__~E5 Lí LCR
10 — —____________ _____________

o 1 2 3 4 5 6 7 8
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la activación o inactivaciónde otros procesoscelulares,por ello la existenciade cofactoreses

importanteenla carcinogénesisde cuello uterino(Pirisi et al., 1988;Cheneta].,1993).

La característicabioquímicaquemqjor secorrelacionacon las propiedadesinmortalizantes

y transformantesde los VPH de alto riesgoesla capacidadde las proteínasE6 y E7 de inactivar

funcionalmentea lasproteínassupresorasde tumoresp53 y pRB respectivamente(Weniesset al.

1990;Dysoneta].,1992).La proteínaE7 de los VPH de alto riesgo seunea la proteínapRB con

unaafinidad 10 vecesmayorquela proteínaE7 deun VPH de bajoriesgo (Huibregtsey Scheffi~er,

1994).

La proteínaE7 del VPH de alto riesgo tiene característicascomunescon las proteínas

oncogénicasde otros virus tumoralesanimalescomo son: la proteínaElA de Adenovirusy la

protemaTAg de Sv4O. Todasestasproteínasseunenpreferentementea la formadefosforiladade

la proteínapRB queestápresenteentrelasfasesGO y 01 del ciclo celular(Phelpset al., 1992).La

protemapBB es capazde inhibir la proliferacióncelular porunión al factorde transcripciónE2F,

implicadoenla transcripciónde muchosgenesqueintervienenen la replicacióndel ADN. Cuando

la forma defosforiladade pRB se une a la proteínaE2F, este factorde transcripciónno puede

realizarsu función, así se bloqueael ciclo celular en este punto de una manerafisiológica, sin

embargo,cuandola proteínaE7 del virus del papilomasecuestraa la proteínapRB, E2F activala

transcripciónde ciertosgenes,a consecuenciade estoseproducela progresióndel ciclo celular

(revisadoporHuibregtsey Sche&~er,1994).

La proteínaviral E6 puedeformarcomplejoscon p53, mediadospor la proteínaE6-AP, y

pTomoverla degradacióndep53 vía proteolisisde la ubiquitinaaunquetambiénse ha encontrado

unainhibición directade la actividadde la proteínap53 por la proteínaviral E6 en sistemasin vuro

carentesde proteínaE6-A.P (Thomaset al., 1995). La proteínap53 actúasobrela célulaquetiene

el ADN dañadode dos posiblesmaneras:(1) Deteniendoel ciclo celularen la fase 00-01,hasta

queel dañogenéticoseareparado,activandounarutaen la quetambiénestáimplicadala proteína

pRB. (2) Provocandola muertecelularprogramadabien en la fase 01 o en la fase02 del ciclo

celular.

Recientementesehadetectadounaactividadactivadorade la telomerasaen la proteínaE6,

quepodríatenerun efectopositivosobrela ininortalizacióncelularindependientedel secuestrode

1ap53(Klíngelhutz,et al., 1996).

Las células que portan estasdos oncoproteinasE6 y E7 tienen dañadoel sistemade

comprobacióny reparacióndel ADN por lo que son susceptiblesde acumularmutacionesalguna
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de las cualespuedeser seleccionadapor producir ventajasproliferativas(zur Hausen,1994; zur

Hauseny de Villiers, 1994)

1.2c- Integración del ADN del VPH en el genoma humano.

El virus del papilomareplicasu ADN enel núcleocelularpermaneciendosiempreenforma

extracromosomal.En su ciclo vital no existe ninguna etapaen la que el ADN viral tengaque

integrarseen el genomacelular. Sin embargo,en el 900/o-990/odelos casosde carcinomasgenitales

analizados,se han encontradosecuenciasde VPH de alto riesgo integradasen el genomacelular.

La integraciónesun fenómenoaberranteproducidoporrecombinaciónilegítima entreel ADN viral

y el genomacelular. Estefenómenose ha relacionadocon la progresiónmalignadel tumor ya que

el ADN viral integrado esun marcadorclonal de las célulasde cadatumor (Lazo, 1988a). La

observaciónde unapoblaciónclonal esel resultadode unafuerteselecciónporlas consecuencias

biológicasde esaintegración.Esasconsecuenciaspuedenestudiarsedesdedosaspectosdiferentes:

desdeel puntode vistade los genesviralesy desdeel puntodevistadelgenomahospedador.

Desdeel puntode vista de los genesvirales: se ha observadola selecciónde ciertosgenes

comoE6 y E7 cuyosmarcosdelecturaabiertaestánconservadosentodoslos casosde carcinoma,

con mtegraciónde secuenciasde VPH, estudiadosy unaselecciónnegativacomola del genE2 que

se encuentradelecionadototal o parcialmentey no se transcribeen ningún caso (zur Hausen,

1991).Estaobservaciónestaríade acuerdocon la naturalezaselectivade la progresióntumoralya

quelasproteínasE6 y E7 tienenunaactividadestimuladorade la proliferacióncelularmientrasque

la proteínaE2 tieneunaactividadrepresorade la transcripciónde los genesE6 y E7 (Romanczuk

et al., 1992; Hwang et al., 1995). El efecto que la expresiónde los oncogenesviralesE6 y E7,

integradosen el genomade la célulahospedadora,tienen sobrela estimulaciónde la proliferación

celularha sido el aspectomásestudiadoen el fenómenode la transformaciónmalignaporel virus

del papilomahumano.

El estudiode los efectosbiológicosdel fenómenode la integraciónviral desdeel punto de

vistadel ¡ociesde integraciónen el genomahospedadory el efecto que producenlos promotores

viralessobrelos genescelularescercanos,ha sido muchomenosestudiadodada su complejidad,

pueshastael momentoactualno hanempezadoaexistir mapasde los cromosomascon suficiente

número de marcadoresgenéticos. La primera aproximacióna este estudio la realizaron los

citogenetistas,que por medio de la hibridación iii sitie de cromosomascon sondasvirales
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localizaronlas regionesde integraciónviral en algunoscasosde carcinomasgenitalesy de lineas

celularesderivadasde estos.Observandoquela integraciónseproducíaenregionescromosómicas

repetidasendistintostumores(Couturieret al., 1991,Lazoeta] 1992).

casos Region Tipo dc toc¡ cromosómico OtrosTumores
virus

2pl4 VPHIS NMYC. FRA2C neuroblastoma,carcinomade pulmón

1 3p 14.2 VPHI 8 ERBA2,FRA3B, FI-tíT Linfoma no hodgkin,
adenocarcínoma,adenoma
pleomórfico
carcinomadepulmón

1 3q25 VPHl6 RAE] Posiblementeen carcinomade célula
escamosa.

5p11-l5 VPHI8 FRASA yB.MLV12. GHR Adenocarcmoma

8q22,l VPHlS MYBB. FRA18AyB Leucemiamieloide aguda

5 8q24 VPHI6 CMYC.PALI. MLVLI/4 Linfoma de Burkitt, leucemia
VPH18 FRA8C’D E linfoblástica aguda,linfoma maligno,

carcinomarenalfamiliar

1 9q31-34 VPHI8 CABL. FRA9ff!? leucenuas

2 12q14-15 VPI-116 GADDJS3(CHOP).MDM2, Melanoma,lipoma, liposarcoma,
VPHIS Jt4PIB. glioma, lejomiosarcoma,adenoma

I-IMGJ-C pleomórfico,línfomade célulasT

1 13q21-31 VPHI6 ERCCS.FRA13B~C

1 22q12-13 VPHl8 BCL-2. FRA22A,PDGF LÍE, Neuroepitelioma,meningioma,
MGCR.homólogoV-yes sarcomade Ewing, leucemia

Tabla 3: Tablaqueresumelos datosde localizacióndel lotusdeintegraciónx’inl de distintoscasosde carcinomas
genitalesy de lineasc~iularesderivasde estos,en la mismatabla se citanalgunosdelos oncogenesy sitios frágiles
que han sido mapeadosen el mismo lotus cromosámoico~ otros tipos de tumoresque estánrelacionadoscon
anomalíasenesamismaregióncroniosómica.(modificadoapartirdelatabladeLazoel al., 1992)

.

Los sitios de integración de virus tumorales suelen coincidir con sitios frágiles

cromosómicos1(Popescuet al., 1990; Wilke eA al., 1996) y con zonasdel cromosomacon

Los sitios frágilescromosómicoscomunes,son lugaressensiblesala formaciónde rupturasen el ADN

cuandola replicacióndel genomaseperturbacon afidicolina odeficienciadefolato. El mecanismopor el que
seproducenlas rupturasesdesconocido.Noseha podidodemostraruna funciónbiológicade estossitios
frágilesaunquepuedenestarinvolucradosmecanisticamenteen las delecionesobservadasen muchostumores
Wilke et al.. 1996.
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hipersensibilidada la ADNasa 1, seguramentepor serregionesmás accesibleso más permisivas

paralarecombinaciónconun ADN extraño(Lazo, 1987b;Gallegoet aL, 1994).Sin embargoseha

observadotambién, la existenciade uno o varios oncogenesy otros genesrelacionadoscon la

progresióntumoralen prácticamentetodaslasregionescromosómicasen lasquesehan localizado

secuenciasviralesintegradas,lo quepodríasugeriruna activaciónen cts de dicho protooncogen

por los promotoresvirales,como pudo deducirsede la sobreexpresióndel gen c-MYCen uno de

los cinco casosde carcinomade cervix en los quelas secuenciasviralesestabanintegradasen la

región cromosómica8q24 (Couturiereta]., 1991; DÚrst eA al., 1987,Wilke et al, 1996). En estos

casosla integraciónvira] podria considerarseuna alteracióndistinta a la translocaciónpero con

consecuenciasbiológicassimilares,por ello el ADN viral integradopudeserun llamativo marcador

parala localizacióny donaciónde boj oncogénicos(LazoeA al, 1992).

Estahipótesisse ha visto recientementereforzada,por el clonajeposicionaldel genFHJT

en el sitio frágil ERA3B. FHIT es un gen candidatoa serresponsablede la progresióntumoral

tempranaen una gran variedad de carcinomas(Ohta fl al, 1996; Sozzi,G et aL, 1996). La

localizaciónde secuenciasde VPHI8 integradastambién,en el ¡ocies FRA3B en un carcinomade

cervix (tabla 3) (Wilke eA al, 1996), haceprobableque las secuenciasvirales, o las aberraciones

genómicasprovocadaspor la integraciónviral esténejerciendoun efecto sobreel genFHIT, y esta

alteraciónconstituyauno de los “eslabones”en la progresiónde dicho tumor, si bienla donación

del genFHJTestanrecientequeaunno hahabidotiempode estudiardicho efecto.

1.3- REGIÓN CROMOSÓMIICA12Q13-15.

Multitud de estudioscitogenéticoshan implicado firmementealteracionesen la región

1 2q 13-ql 5 del cromosoma12 humanocon eí desarrollode unagranvariedadde tumoressólidos

malignosy benignos,sugiriendola existencia,en estaregión,de genesresponsablesdel desarrollo

Inmoral. Tumoresmalignos con aberracionesrecurrentesen 1 2q13-15 incluyen: liposarcoma

mixoide, sarcomade las célulasclarasdel tejido blandoy un subgrupodel rabdomiosarcoma.El

gendel cromosoma12q responsabledela progresióndel liposarcomamixoide, ha sido identificado

como el gen GADD153, que codifica la proteínaCHOP, un miembro de la familia C/EBP de

factoresde transcripcióninduciblespor ADN dañado(Crozat eA aL, 1994). El gen de la región

12q13-15 alteradoen sarcomasdel tejido blando es el gen del fbctor de transcripciónATF-l

(ZucmaneA al., 1993). Entrelos tumoresbenignosla alteracióndela región 12q13-qlSseobserva
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frecuentemente:en tumoresde tejido adiposo,en leiomiomasuterinosy enadenomaspleomórficos

de lasglándulassalivares(Schoenmakerset al., 1994). Alteracionesen estaregión sehan descrito

también en pólipos del endometrio, en un subgrupo de hemangiopericitomas,en tumores

condriomatosos,en hamartomascondroidespulmonaresy casosaisladosde tumoresbenignosde

mama, astrocitomadifUso y osteoclastomas(Schoenmakerset al., 1995 a y b). Aunque las

aberracionescromosómicasen todosestostumoresbenignoshansido definidascitogenéticamente,

los genesno hansido aunidentificados.Recientementeseha identificadoen 12q13-15unaregión

de unas1,7 Mb, de altísimaincidenciaen aberracionesgenéticasrelacionadascon la patologíade

tumoresbenignosde tipo mesenquimal,entrelos sitios de secuencialocalizadaSTSs(“sequence-

taggedsite?’) STS 12-RM36 y STS 12-RMIO3. A esta región se le ha llamado región MAR

(“multiple aberrationregion”) y en ella se ha identificadouna zonade 445 kb a la que se le ha

llamado ULCRI 2 (“uterin leiomioma common region-12”) que comprende el punto de

recombinaciónde lastranslocacionesde unaampliavariedaddetumoressólidosbenignoscomolos

lejomiomas uterinoso los lipomas (Schoenmakerset al., 1995a,Van de Ven et al., 1995). La

región ULCRl2 ha sido finamentemapeaday en ella se ha identificado un gen candidatoa ser

responsablede la proliferaciónde estaslesionesbenignas,el genHMGJ-C, puesse ha descubierto

queestegenestálocalizadoen el punto de recombinaciónde lastranslocacionesqueseencuentran

en estos tumores, quedandoel gen interrumpido despuésdel tercer exon (Ashar et al. 1995;

SchoenmakerseA al., 1995). La proteínaI-IMGI-C perteneceal grupo de las proteínasde alta

movilidad(HMG), caracterizadasportenerfUnción estructuralen la conformaciónde la cromatina.

El origende los lipomasy otros tumoresbenignospereceserla generaciónde proteínasde fUsión

en las queel dominio de unión al ADN de la proteínaHMGI-C estáunido aun dominio regulador

de otro gensituadoenel cromosomacon el queha ocurridola translocación.

En la regióncromosómica12q13-15se ha descritotambién,la presenciade secuenciasdel

virus de la hepatitisB integradas,en un casode carcinomahepático(Matsubaray Tokino, 1990),

secuenciasde VPH16 en un casode una lesión premalignade vulva de la que se obtuvo la linea

celular SK-’i’ (Schneider-Manouryet al., 1987; Sastre-Garaud al., 1990; 1995)y secuenciasde

VPHI8en la líneacelularSW756derivadadeun carcinomadecervix ( Popescueta].,1987).

La detecciónde tal variedadde aberracionescromosómicasen la región 12q13-15en

distintostipos de tumoresindica que estaregión esrica en genesrelacionadoscon el fenotipo

tumoral, entre ellos están los genesde receptoresde membranacomo WTN 1, dos genesde

miembros de la superñmiliacuatrode proteínasde transmembrana(proteínasimplicadasen el
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controlde la proliferacióncelular): SASy ME491, los genesde doskinasasdependientesdeciclina

CDK4 y CDK2 (reguladorasdel ciclo celular), el oncogénMDM2 (cuya proteínainteraccionacon

p53), genesde factoresde transcripcióncomo GUI, CHOP y ATF-1 , genesde proteínasde la

cadenade transducciónde señalescomoRAPIB, estasproteínasy susfUncionesseresumenen la

tabla4. En la región 12q13-15seha descrito,a demás,pérdidade hetorocigosidaden seminomas,

gliomasy cáncerde próstata,indicandola posiblepresenciade un gen supresordetumores(Bérubé

etal., 1994;Murty et al, 1994).

Q5~ic¡ón
Acuoporina2
Factorde transcripción
Quinasa-2 de ciclina
Quinasa-4 de ciclina
Contactina
Factorde transcripción
Diacilglicol quinasa
Receptordel factorde crecimiento
epidermal
protooncogen
Glutationtransferasa
proteínaestructuraldel ADN
Integrina7
grupode genesde Queratinastipo II
proteínaasociadaa p523
Antígenode membrana
miembrode la familia de oncogenes
RAS
Receptorgamma del ácidoretinoico
Secuenciaamplificadaen sarcomas
Factorde transcripción
Factorde crecimiento

Referencia
Deenet al., 1994
Zucmanet al., 1993
Demetricket al., 1994
Demetricket al., 1994
Berglundet al., 1994
Crozatet al., 1993
Hanet al., 1994

Krauset al., 1989
Kinzler et al, 1988
Boardet al, 1992
Asharet al., 1995
Wanget al., 1995
Rosenberget al, 1991
Oliner et al.,, 1992
Hottaet al., 1989

Rousseau-Merrcket al., 1990
Lehmannetal., 1991
Jankowskiet al., 1994
Gaynoret al., 1993
van’tVeeret al.. 1984

Tabla 4 conteniendomuchosdelos genesquehan sido localizadosen la regióncromosómicahumana12q13-
15. A algunosde ellostalescomo: Gil, ATF-l, GADD153 , AlDA12, SAS,CDK2, CDK4y HA 1GJ-Csc les ha
podidorelacionarconel fenotipode unoo mástiposde tumor.

En los últimos añosun grupo de laboratoriosestáimplicado en la realizaciónde una

empresacomún; la construcciónde un mapagenómicodel cromosoma12 humano.Estáiniciativa

integradaen el proyecto“GenomaHumano” ha producidoya importantesresultadosde gran

utilidad paratodos los estudiososde la genéticahumana.Sehan producidogenotecasespecíficas

Gen
A()1’2
AJE-]
(.‘DK2
(‘DKI
(WJN-I
GAL)D153
J)AÓK
ERBB3

CLI
CT
J-IMGI-C
1/CA7
KiWI
MDM2
IvIE49I
RAPJB

RAR(;
SAS
SP]
j~j~wr-1
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del cromosoma12, en cromosomasartificiales de levadura(YAC), como la genotecade YACs

CEPHA (Albertsenet al., 1990)o la genotecade mega-YACsCEPHU, o en vectorescosmidicos

LLI2NCO1 (Montgomeryet al., 1993)y se han localizadoy secuenciadomillaresde fragmentos

pequeñosde ADN codificantes(ESIs)y no codificantes(STSs)quesirvende puntosde referencia

a lo largode todo el cromosoma(Dib et al., 1996). En la actualidadse conoceel ordenen el que

grandesfragmentosde ADN del cromosoma12, donadosen cromosomasartificialesde levadura,

se sucedeny sesolapanrecorriendoprácticamentetodo el cromosoma12, constituyendoel mapa

fisico del cromosoma12 (KrautereA al., 1995; A.ECOM/YALE GESTEC, 1995). Graciasa la

informaciónexistentea cercadel mapafisico y genéticodel cromosoma12, en concretoal mapa

detalladode la regiónIJLCRI2, constituidopor 60 cósmidossolapantesordenados,por38 STSsy

por el mapade restricciónde largo alcancede esteárea(SchoenmakerseA al., 1995), ha podido

localizarsecon precisiónel laceesde integracióndel ADN viral en la líneacelularSW756 (PAL2) y

hallar la distanciaa los genes conocidosmás cercanos,como se detallaráen el capitulo de

“Resultados”,informaciónnecesariaparapoderestudiarla posibleacciónde los genesviralessobre

los genescelularesadyacentes.

1.4-LALINFA CELULAR SW756

La lineascelularSW756 establecidaporFreedmany colaboradoresen 1982a partir de un

carcinomade cervix poseesecuenciasde VPHI 8 integradasen el genomacelular(Schwarzet al.,

1985). Popescuy colaboradoresdeterminaronen 1987, pormedio de la hibridación in sitie de

cromosomas,la localizaciónde estas secuenciasvirales en un único boceescromosómicoen la

región 1 2q13. (estosmismos autores cedieron, amablemente,dicha línea celular a nuestro

laboratorio para la donación molecular y caractenzaciondel bocees de integración viral).

Previamenteotros laboratoriohabíaestudiadola transcnpc¡onde los genesviralesen es la línea

SW756 y en otras lineas que poseíansecuenciasde VPH18 integradasen el genomacelular

(Schneider-GádickeeA al, 1986)detectandoque solo los genesvirales tempranosE6, E7 y El se

transcribenen la líneacelular SW756.En 1987 Seedorfy colaboradoresdetectaronpormedio del

análisis de Westernla presenciade la proteínaviral E7 en las célulasde estalinea celular. Poco

antesde la conclusióndeestetrabajoSastre-Garauy colaboradores(1995)repitieronla hibridación

in sitie de cromosomasrealizada por Popescuy colaboradores(1987) usandotecnologiamás

avanzaday determinaronqueel ¡<rus de integraciónde las secuenciasdeVPH18 en la líneacelular
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procedentede carcinomade cervix SW756 estabasituadoel la región cromosómica12q14-15,al

igual queel locusde integracióndelADN de VPHI6 enla líneacelular5K-y.

1.5-OBJETIVOS:

En estetrabajo se pretendedonary caracterizarel ¡oteesde integraciónde VPHI8 en la

región cromosómica12ql3-1S, presenteen la línea celular derivadade un carcinomade cervix

SW756, asícomolas regióndianacorrespondiente,en un cromosomanormal o no-ocupado,para

poderestudiarel tipo de recombinaciónquetuvo lugaren esteboceesy el efecto queel ADN viral

hayapodidoejercersobrela expresiónde los genescercanos,en un intentode determinarel papel

del lotus cromosómicode integración del ADN viral, en la progresióntumoral, sabido que la

expresiónde los genesviralesE6 y E7 no essuficienteparaexplicarlatransformaciónmalignadela

célula infectada.

Es importanteaveriguarla distanciareal entreel loteesde integraciónde las secuenciasde

VPHI 8 en el genomade la línea celular SW756 (al que se le ha llamadoPÁL2) y el loteesde

integracióndel genomade VPHI6 en la línea celular 5K-y, y esto se realizaráen un próximo

estudio,ya que la repeticiónde alteracionesgenéticasen una región cromosómica,en distintos

casosde un mismotipo de tumoresunaclave parala identificaciónde genesrelacionadoscon la

progresiónde dichos tumores,puesteniendoen cuantael tamañodel genomahumanoespoco

probablequelacoincidenciadeestosdoslatí deintegraciónviral sedebasolo al azar.
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2.- MATERIAL Y MÉTODOS
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2.1- CULTIVOS CELULARES.

En el desarrollode estetrabajoseutilizaron líneascelulareshumanasde distinto origen: lineas

celularesde carcinomade cervix: SW756(Freemannet al., 1982)y C41 (Auersperget al., 1962),SiHa

(Friendí et al, 1970)y HeLa((ley et al, 1952),de sarcomas:OSA y RMS-13(Robertset al., 1989),de

carcinomade colon: Colo 320 (Quinnet al., 1979)y de linfoma de Burkitt: Ramos(Klein et al., 1975)

y Molt 4 (Minowadaet al., 1972).

Las líneascelularesse cultivaron en el medio apropiadoque para Sil-la, SW756, C41 y era

DulbeccosModification of EaglesMediumy paraColo 320, OSA, RMS-13, Ramosy Molt 4 era el

medio RPM1 1640. Al medio de cultivo se le suplementóen todoslos casoscon: suerobovino fetal, al

lOoo, L-glutamina a concentración2,5 mM, y tres antibióticos (penicilinaa concentración50 UlImí,

estreptomicinaa concentración50 mg/mI, kanamicina 50 mg/mi). Todos los reactivosmencionados

fUeronprovistosporla casaFlow.

Las lineascelularesse cultivaron a 370 C, en atmósferade CO2 al 5% y 98% de humedad,

segúnsedescribeen Hershey(1987).Laslíneascelularesprocedentesde carcinomay sarcoma,crecen

enmonocapaempleándosettipsinaal 0,05%y EDTA al 0,02%paradespegaríasdel recipiente.

Para su almacenamientopermanente,3.106 células se congelaronen su propio medio

suplementadocon suerobovino fetal y con 9 % de DMSO y se guardaronen N2 en criotubosde la

casaNune.

2.2-EXTRACCIÓN DE ADN DEALTO PESOMOLECULARDE CÉLULAS EN CULTIVO.

El ADN celular,genómico,fUe extraídode 2,6x 10’ célulascrecidasenmonocapao crecidasen

suspensióny posteriormenteprecipitadas.Las célulasse lavaroncon PBS y se lisaron con 5 ml de

tampóndc extraccióndcADN* al que sele añadióSDS al 1%, proteinasaK a25 ng/ml, y ARNasa

A a 30 ig/ml. incubándosela mezclaa 370 C durante60 minutos.

El lisado se extrajocon suavidad:4 vecescon fenol y 2 vecescon cloroformo y seprecipitó

con NaCí a concentración0,IM y dos volúmenesde etanol. El ADN quefornió un ovillo blancose

reseatócon la puntadeunapipeta pasteurselavó con etanolal
700/o, se secóy fUe resuspendidoen 1

ml de tampón TE, calculándosesu concentracióna partir de la medida de su absorbancia,en

espectrofotómetro,a longitudde onda260 nmy 280 nm
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Tampónde extracciónde ADN: 100mM NaCí, 10 mM Tris-HCI (pH 7,5) y ¡OmM EDTA

.

2,3-OBTENCIÓNDE ARN DE CÉLULAS EN CULTIVO.

2.3a-Extraccióndel ARN celularcon el reactivoTRJzol®deGibcoBRL

Partiéndosede célulasconfluentes,en monocapa,libres de sobrenadante,se añadió 1 mI, por

cada3,5 cm de diámetrode placa, del reactivoTRIzol~ (de la firma comercialGibco BRL) quelas

lisó, pasándosela mezcla a un tubo de 1,5 ml. Se centrifUgó decantándoseel TRLzol® del

sobrenadanteacuoso,que conteniael ARN, a éstese le volvió a extraer con un volumen igual de

TRlzol® repitiendo la operación, finalmente se obtuvo el ARN del sobrenadanteacuoso por

precipitacióncon isopropanol.El precipitadoselavó con etanolal 75%y fUe resuspendidoen 50 gí de

aguadestiladay tratadacon DEPC.La concentracióndel ARN se obtuvo a partir de su absorbancia

medidaa 260 nm y a 280 nmde longitudde onda.

2.3k Extracciónde ARN de gran pureza por Tratamiento con tiocianato de guanidinio y

centrifugación en soluciónde CsCI.

Estemétodotomadode Sambrooket al., (1989) fUe empleadoporofrecerla posibilidadde

obtenerun ARN demayorpurezaqueel reactivodeTRIzol®, si bien,esun métodomuy laborioso.

El ARN total tite extraídode célulasconfluentesen monocapa,o de célulasen suspensión,

despuésde ser sedimentadaspor centrifUgación.Las células se lavaron con PBS y se lisaron con

2

solucióndetiocianato de guanidinio* usandoun volumende 1 ml porcadaplacade 25 cm.
Se pasóla mezclaaun tubo de 50 ml y sehomogeneizóhaciéndolapasarrepetidasvecespor

unaagujade 23 G conjerínga. Al homogenadose le añadióel detergentelauril sarcosinatosódico a

una concentraciónfinal de 0,5%, pasándosela mezclaa un tubo de ultracentrifliga, de rotor tipo

SW4O, en el que sehabíapreviamentecolocado3,5 ml de una soluciónde 5.7 M CsCI en 0,01 M

EDTA (pH 7,5)queactuaríacomo‘colchón’ quedetendríalos contaminantesdel ARN. Se centrifUgó

durante24 horasa 32.000 r.p.m., enultracentrífrgaBeckman,obteniendoun precipitadode ARN en

el fondodel tubo,quefUe lavadocon etanolal 70%y resuspendidoen 200 ¡d de TE con SDS al 0,1%,

pasándosea un tubo de 1,5 ml dondevolvió aprecipitarseconetanol.El ARN seco,seresuspendióen

50 pi de TE, determinándosesu concentracióna partirdela absorbanciamedidaa260 nm y 280 nm,
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*Solución de tiocianato de guanidinio: 40 M de tiocianato de guanidinio, 0,1 M Tris-UCI (pH 7,5),

1% ~-mercaptoetanol.

2.4- ANALISIS DE ADN GENON’IICO PORLA TECNICA DE “SOUTHERN”.

2.4a-Electroforesisde ADN genáinicoeucarióticodigerido.

Se realizóun gel de agarosaal 0,8%en tampón 1 X TAE de 20 cm de longitud, cargándoseen

cadapocillo 10 ¡tg de ADN genómicodigerido con una endonucleasade restricción y usandoun

pocillo paracargar1 ytg de marcadorqueen la mayoríade los casoseraADN defago lambdadigerido

con la endonucleasaHiud III. La electroforesisserealizóa 30 V, duranteunas20 horas,despuésdelas

cualessefotograflóel gel teñido conbromurode etidio junto a unaregla,parapodermedir la distancia

demigraciónde lasbandasdeADN.

2.4b-Transferenciay fijación delADN delgel a la membranade nylon Nt

Parael análisisdel ADN genómicobasadoenla técnicadescritapor Southemet al., (1975), se

usaronmembranasde nylon Hybond® N~ cargadaspositivamentepuesfijan con mayor eficiencia el

ácidonucleico.

El ADN se transfirió a la membranapor medio de una soluciónsalinaneutrapor lo que era

necesariola previadesnaturalizacióndel ADN, en susdoscadenas,con unasoluciónalcalina:0,SM de

NaOl-l, 1,5M NaCí, seguidode una neutralizaciónen una solución: 1M Tris (pH 7,5), 1,SM NaCí,

Despuésde lo cual setransfirióel ADN ala membranaporcapilaridaddurante14 horasusando20 X

SSCcomotampóndetransferencia.

Para fijar el ADN a las membranasde nylon, Hybond Nt de la casa Amersham,se las

humedeciódurante20 minutosenNaOH 0,4M, neutralizandodespuéscontampón5 X SSC.

2.4c-Prebibridacióne hibridaciónen el análisisde“Soutbern”.

La prehibridaciónsellevó a cavo en la soluciónde prehibridacióna 650C durante4 horas.La

hibridaciónsellevó a cavoenla solucióndeprehibridacióncon dextránsulfato* a650C durante16

horas.La soluciónde hibridaciónes igual a la soluciónde prehibridaciónmás la sondaradiactiva a

concentración5x106 cpm/ml.
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*Solución de prebibridacióncon dextránsulfato: 3 X SSC, SDS al 1%, dextránsulfato al 5%,

Denhardtsal 1%, ADN desnaturalizadode espermade salmón250 gg/ml.

2.4d-Marcajedela sondaradiactivaporel métododecebadoraleatorio.

El fragmentode ADN desnaturalizadoen sus dos cadenas,semarcó con P32-adCTP,por el

método de random primer” o ADN-cebadoraleatorio(Feinberg y Vogelstein 1983), siendo los

reactivosempleados:dNTPs,ADN cebadoresy subunidadKlenow de la ADN polimerasa,provistos

por la casaBoehringerMannheimo Amersham.Las sondassepurificarona travésde unacolumnade

ShephadexG-50®de Pharmacia.

2.4e-Lavadosen el análisisde “Southem”.

Los filtros selavaron2 veces,durante15 minutos,a 6mC, enla solución 1 de lavado* y dos

veces,durante30 minutosa6~Cen la soluciónLI de lavado*.

*Solución 1 de lavado: 2 X SSC,0,1%SDS.

*Solución II de lavado: 0,02 X SSC,0,1%SDS.

2.5-ANÁLISIS DEL ARNm POR LA TECNICA DE “NORTHiERN”.

2.5a- Electroforesisde ARN en gelesde agarosaconteniendoformaldehido.

Estemétodoha sidoadaptadoapartir del descritoporLehrachet al., (1977),

Se preparóun gelde agarosaal 1,3%en 1 X tampóndeMOPS* y conteniendoformaldehido

a concentraciónde2,2M.

Las muestrasde ARN se prepararonen tubos de 1,5 ml calentando5 minutos a 650 C la

siguientemezcla: 4 y1 de ARN celular total (10 gg), 1 pl de 10 X tampón de MOPS, 3,5 pl de

formaldehido,10,0 pi deformamida,Lasmuestraseenfriarondespuésen hielo, selas añadiócolorante

de bromofenoly xilencianoly selas cargóenel gel.

La electroforesisserealizóen 1 X tampónde MOPSa3-4 V/cm duranteunas3 horas.Una de

las muestrasde ARN que no iba a transferirsea membrana,se usó como marcadortiñéndosecon

bromurode etidioy fotograflándosejuntoaunaregla.
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*10 X tampónde MOPS: 0,4 M MOPS(pH 7,0),80 mM acetatosódico, 10 mM EDTA (pH 8,0),

en aguatratadaconDEPC.

2.5b- Transferencia y fijación del ARN a la membrana.

El resto de las muestrasse transfirierona membranaHybond~), de nylon, por capilaridad,

usandotampón20 X SSCcomoagenteeluyente.

El ARN se fijó a la membranade nylon por calor,sometiéndolaa 8(1? C durante1,5 horas.

2.Sc-Prehibridadóne hibridaciónen el análisisde “Northern”.

La prehibridaciónse llevó a cavo a 650C durante4 horasen la solución de prehibridación

con fosfato sódico*. La hibridación se llevó a cavo durante 18 horas a 650C en la solución de

hibridaciónquees igual que la soluciónde prehibridaciónpero a demáscontienela sondaradiactiva,

marcadapor la técnicade ‘randomprimer’, a unaconcentraciónde 1.106cpm/ml.

*Solucióndeprehibridacióncon fosfatosódico:BSA al 1%, SDS al 7%, 0,SM Na
2HPO4(pH 7,2),

100 gtg/ml deADN desnaturalizadodeespermade salmón,

2.5d-Lavadosen el análisisde“Northern”.

Se realizaron3 lavadosde 1/2 horacadauno a 65
0C en solucionescon distinta concentración

detampónfosfato.

2.6- PREPARACIÓN,A GRAN ESCALA, DE ADN DE BACTERIÓFAGOLAMBDA.

2.6a- Infección a baja multiplicidad.

El Usadoa gran escalasehizo por infecciónde lasbacteriasabajamultiplicidad, partiendode

io’<~ bacteriasEcoil de la estirpeXLI-Blue MRA, resuspendidasen 3 ml de tampónTM y se las

infectó con s•ío~ ufr. de fago lambdaincubándolosjuntos a 370 C durante20 minutoscon agitación

Solución del primer lavado: 0,5M Na
2HPO4 (pH 7,2), 1%SDS, 1 mM EDTA.

Solución del segundolavado: 0,2M Na2HPO4 (pH 7,2), 1% SDS, 1 mM EDTA.

Solución del tercer lavado: 0,1M Na2I-1P04(pH 7,2), 1%M SDS, 1 mM EDTA.
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intermitente.se diluyó estamezclaen 500 ml de medio LB- 10 mM MgSO4 y se incubó, con gran

agitación,a 370 C unas9horashastaquelos filamentosde ADN delasbacteriaslisadasfUeronvisibles.

El cultivo setratócon cloroformoparaterminarde lisar las bacteriasy se procedióa la purificación del

fagoen suspensión.

2.6k Purificacióndel bacteriófagolambda.

El lisado se incubócon ADNasa1 y con ARNasaA, a concentraciónfinal de 1 j.tg/ml y se le

añadióNaCí a concentración1 Nl. Se centrifUgó paradesecharlos filamentosbacterianosy se añadió

polietilénglicol (PEG) 8000 a una concentraciónfinal del 100/o paraque precipitaranlas partículasde

fago. Despuésde centrifUgar en frascosde 250 mI, en rotor GSA de centrífUga Sorvalí, a 1 lOOOg,

durante10 minutos,sedecantóel sobrenadantey se resuspendióel precipitadodebacteriófagosy PEG

entampónTM. El polietilénglicol seextrajoentoncesde la suspensiónde fagosañadiendoun volumen

de cloroformo agitandoinsistentementey centrifUgando. Al sobrenadanteacuoso,conteniendolas

partículasde fago, se le añadióCsCI a 0,5 gr/mI, y sedepositó,cuidadosamente,en un gradientede

CsCIque sehabíapreparado,previamente,en untubo deultracentriffiga.

El gradienteesdiscontinuoy constade solucionesde CsCIen tampónTM, a tres densidades

quede abajoa arribason: 1,70g/l; 1,50 g/l; 1,45 g/l.

El gradientetite centrifUgadoa 22,000r.p.m., 2 horas,enun rotor SW4O paraultracentrifUga

Beckman. Las partículas de fago formaron una bandaligeramenteazuladaen la interfase de las

solucionesde densidades1,50g/1 y 1,45 gil y seextrajerondel gradientepinchandocon agujade 21 G

a la alturade la banda.

2.6c- ExtraccióndeADN del bacteriófagolambda.

La suspensiónde fagos en CsCI se dializó frente a 1000 vecessu volumen del siguiente

tampón: 10 mlvi NaCí, 50 mM Tris-HCI (pH 8.0), 10 mM MgCI2.

La suspensiónde fagos se trató ésta con proteinasaK en 20 mM EDIA y 0,5% SDS.

Extrayéndosedespuésla solucióncon: fenol,fenol:cloroformoy cloroformo:isoamilico.

La solución de ADN de fago se dializó con tres cambiosde tampónTE, en 1000 vecessu

volumen, a lo largo de 18 horas. Finalmentese obtuvo una soluciónde ADN de bacteriófagoen
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tampónTE cuyaconcentraciónpudomedirsepor comparacióna un ADN-patrónenelectroforesisen

gelde agarosa.

2.7-PREPARACIÓNDE UNA GENOTECAENBACTERIÓFAGOLAMBDA DASH II.

EstemétodofUe tomadodelpublicadoporManiatiset al., (1978).

2.7a-Digestióndel bacteriófagocon laendonucleasaderestricciónEcoR1.

100 ~.tgde ADN del fago lambdaDashII fUerondigeridoscon 300 unidadesdeEcoR1 en un

volumentotal de 400 pl, durante2 horasa 37~ C, comprobándose,por electroforesisen gel de agarosa

al 0,5 %, que la digestiónhabíasido total. El productode la digestión, se fenolizó y precipitécon

etanol,resuspendiéndoseel ADN en 200 pl de tampónTE (pH 8,0).

2.7k Purificaciónde los brazosde lambdapor centrifugaciónengradientede sacarosa.

El ADN de X DashII digeridoconEcoR1, se incubó a 370 C durantedoshorasen presencia

0,01 M MgCI2, para favorecerla unión de los extremoscohesivos,comprobándosela unión por

electroforesisen gelde agarosaal 0,5 %.

Simultáneamentese preparóun gradientecontinuo de sacarosadel 10 al 40% en un tubo de

ultracentrífUgaparaun rotorBeckmanSW28.

150 pi del ADN se depositaronsobreel gradiente,que se centrifUgó a 26.000 r.p.m. durante

24 horas,despuésde lo cual serecolectaronfraccionesde 0,5 ml atravésdeunaagujade 21 G quese

pinchóen el extremoinferiordel tubo.

Alícuota de unade cada3 fracciones,secalentarona680 C y secargaronen gel de agarosaal

0,5%, detectándose,así, en qué fraccionesse habian eluido los brazosde lambdaunidos por los

extremoscos(deunas29 kb) y no lapartecentral (“stuffer”) del fago (deunas15 kb).

Las fraccionesescogidasse mezclarony se dializaronen tampónTE fUeron sometidasa 18

horasde diálisis frentea 3 cambiosde 1000vecessu volumenen tampónTE. Parareducirel volumen

de la solucióna3 mI, éstase extrajocon 2-butanol,repetidasveces.El ADN seprecipitó,finalmente,

conetanoly seresuspendióentampónTE a unaconcentraciónde 0,5 ¡.tg/ml.
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Tampóndel gradientedesacarosaparaA: 1 M NaCí, 20 mM Tris-HCI (pH 8,0),5 mM EDTA (pH

8,0)

2.7c-Purificacióndeunafracción del ADN de SW756digeridoconEcoR1 que comprende los

fragmentosdetamañosde 10 a 15 kb.

100 ~g de ADN genómicode 5W756 de alto pesomolecularcon 100U. de la endonucleasa

EcoR1. El productode la digestiónse extrajo con fenol, se precipitócon etanol y seresuspendióen

200 pi de tampónTE. Simultáneamentesepreparó,en un tubo de ultracentrílitga,un gradientede

densidadde sacarosade concentracionescomprendidasentre 1 OVo y 40%. Se cargó la muestrade

ADN sobreel gradientey se centrifUgó a 22.000 r.p.m. durante22 horasen un rotor 5W40 de

Beckman.Trassacarel tubo de la centrífUgaseclavóen la parteinferior del tubo unaagujade calibre

21 G, y se tomaronfraccionesde 0,5 ml. Alícuotas de 10 ml de una de cadados fracciones, se

examinaron por electroforesis en agarosa. Las fracciones que conteníanADN con tamaños

comprendidosentre 10 y 20 kb eranlas únicas que se usaríanpara formar la genoteca,y frieron

dializadasen tampón TE. Despuésde lo cual se redujo el volumen de las muestrastras vanas

extraccionescon 2-butanol. El ADN se precipitó con etanol y se resuspendióen tampón TE,

midiéndosela concentraciónporelectroforesisengel de agarosajunto aun marcadordeADN.

Tampón del gradientede sacarosapara ADN genómico:10 mM Tris-HCI (pH 8,0), 10 mM NaCí,

1 mM EDTA (pH 8.0).

2.7d-LigacióndelADN genómicoa los “brazos”de A DasbII.

En un volumentotal de 10 pi seligó el vectorA Dash11(1,4~¡g)al ADN genómico(0,5 .tg)

por accióndel enzima TI ADN-ligasa(4 U.) de la casaBoehringerMannheim,en presenciade ATP

(0,5 mM).

2.7e-Empaquetamiento¡it vitro del ADN en panículasde fago.

El empaquetamientoiii vhro, de 3 1.d del producto de la ligación, en partículasde fago

infectivas,se llevó a cabousandolos reactivosde la casaBoehringerMannheim,queconsistenen dos

extractos provinientesde dos fagos A lisógenosde E. cali, distintos, que contienen mutaciones
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complementariasen genes requeridospara la maduracióndel fago (Hohn, 1979) El ADN se

empaquetósiguiendolas instruccionesdel fabricante,constituyéndoseasí la genoteca.

La genotecafUe titulada infectandobacteriashospedadorasE. coil de la estirpeXL1-Blue

MR.A (P2) resuspendidasen MgSO4 10 mM, con diluciones HO del productode la reacciónde

empaquetamiento

2.7f- Preparaciónde las bacteriashospedadorasde los bacteriófagosrecombinantes.

La cepabacterianausadaparala titulacióny en la búsquedao screeningde la genotecafUe la

cepadeE.colí XLI -Blue MRA (P2) puesademásde ser bacterias susceptiblesde ser Usadaspor fagos

lambdarecombinanteshansido modificadasgenéticamenteparaimpedir queel fago no recombinante

serepliqueen su mtenor.

Las bacteriasEcoil XLI-Blue MRA (P2)crecieronen medio LB - MgSO4 10 n,M y maltosa

al 0,2%,hastaunadensidadópticade 1 a600nmde longitud de onda.Las célulassesedimentaronpor

centrifUgacióna 4000g, 10 minutosy seresuspendieronen 10 mM MgSO4 a una densidadóptica de

0,5 a 600 nm.

2.7g- Titulación de la genoteca.

Las bacteriasde absorbancia0,5 en 10 mM MgSO4 se alicuotearonen tubos de 10 ml

conteniendo0,2 ml de suspensiónbacterianacadatubo y seincubaron20 minutosa 370 C con: 1x103

mi, LIC4 mI, 1x105 mi, de la genoteca.A cadatubo sele añadió3 ml de agarblandofUndido, a 480 C

y se volcó el contenidosobreuna placa de 100 mm. de diámetro,incubándosea 370 C hastaque las

placasdelisis fUeronvisibles.

2.8- SCREENINGDELA GENOTECA.

El screenig serealizóesencialmenteporel métodode Bentony Davis,de la siguientemanera

2.8a- Extensiónde la genotecaen placasde LB/agar.

La suspensiónde bacteriasE.cohXLl-Blue MRA (P2) en 10 mM MgSO4, sealicuoteóen

volúmenesde 2 mI, en 8 tubos Falcon~>de 50 mi, que fUeron incubadoscon 125 pi del fago
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recombinantecadauno, 20 minutos,a 370 C, despuésde lo cuala cadatubo sele añadió25 ml de agar

blandofUndido, a 480 C, vertiéndosela mezclasobreplacasde 22 cmx 22 cm, quefrieron incubadasa

370 C hastaquelasplacasde lisis fUeronvisibles

2.8b- Transferencia del ADN del fago a las membranasde nitrocelulosa.

Las membranasde nitrocelulosase extendieronsobrecadauna de las 8 placasde la genoteca,

quehabíansido enfriadasa40 C, atravesándosecon una aguja y tinta china en distintos puntos,para su

orientacióndespuésde la hibridación.El ADN de los fagospegadoa la membranasedesnaturalizópor

tratamientocon soluciónalcalina: 1,5 M NaCí, 0,5 M NaOH, durante2 minutos. Se neutralizaronlos

filtros sumergiéndolos,5 minutos,en una solución: 1,5 M NaCí,0,5 M Tris-HCI pH 8,0. Despuésde

lo cual selavaronenunasolución: 2 X SSCy 0,2 M Tris-HCI. Los filtros sedepositaronsobrepapel

secante.El ADN sefijó al filtro de nitrocelulosatras someterloa unatemperaturade 8(1? C durante2

horas.

2.Sc- Prehibridación e hibridación de las membranas.

Los filtros seprehibridarona420 C durante 4 horasen 10 ml por cada400 cm2 de superficiede

membranaen una solución: 50% formamida,5 X SSC, 5 X Denhardt’s,50 mM fosfato sódico(pH

6,5), 1% SDS,0,5 mg/ml ADN desnaturalizadodeespermade salmón.

La hibridaciónserealizó durante18 horasen unasoluciónidénticaa la de la prehibridación,sí

bien, se disminuyóel volumena 5 ml por cadamembranade 400 cm2 y se añadióla sondaradiactiva

marcadaporla técnicade randomprimer” a concentraciónmayoro igual a 1x106 cpm/mI.

2,Sd- Lavados de las membranas.

Se lavaronlos filtros 2 veces,durante15 minutos,temperaturaambiente,en la solución 1 de

lavadoy dosveces,durante30 minutosa 611?Cenla soluciónIT de lavado.

Solución1: 2 X SSC,0,1%SDS.

Solución II. 0,02 X SSC,0,1%SDS.
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2,9- MIINIPREPARACIONES DE ADN DE FAGO LAMBDA.

Las miipreparacionesde ADN de fago lambdaserealizaronsegúnel protocolodeFritsch, (no

publicado)recogidopor Sambrooket al., (1989).

De unaplacapetri se separóunaplacade lisis positiva bien aisladadel restode las placasde

lisis y se suspendióen 1 ml de tampónTM con una gotade cloroformo,agitándoseinsistentemente

para liberar los partículas de fago de los restos bacterianos,aproximadamente100 i.d de esta

suspensiónseincubaron15 minutosa 370 C con 100 pi de la suspensiónde bacteriasE.coli XLI-Blue

MRA en 10 mM M8504 (estavezaunadensidadópticade 2, a600 nm de longitud de honda),en un

tuvo de 10 mI. 2,5 ml de LB-agarosablandafUndida, a 4~0 C, se añadieronal tubo, vertiéndosela

mezclasobreunaplaca de LB-agarosade 100 mm. de diámetro, (se usó LB-agarosaen vez de LB

agar,puesel agarcontienesustanciassolublesqueinterferirianposteriormenteen la digestióndel ADN

del fago). La placapetri fUe incubadaa 370 C hastaquelas placasde lisis confluyeronunascon otras,

formándoseun lisado totalde las bacteriasde la placapetri, añadiéndoseentonces3 ml detampón FM

para eluir los fagos. Despuésde 2 horasse aspiró el sobrenadantey se depositó en un tubo de

centriiitga,los restosde bacterialisadase sedimentaronpor centriffigándosea 4000gy sedesecharon.

La suspensiónde fagosfUe tratadacon ARNasaA 1 ¡tg y conADNasa1 1 ¡gparadigerir los restosde

ácido nucleicobacteriaque podríaninterferir con la posteriorprecipitacióndel fago, parapropiciar

esta,se añadió 1 volumende la soluciónde precipitacióndel fago, conteniendo:200/o PEG 8000, 2M

NaCí y 10 mM MgSO4y seincubóla mezclaaO~ C duranteal menos1 hora.El precipitadodePEGy

partículasde fago se recogiópor centrifUgacióna 10,OOOg, 10 minutosa 40 C. El sobrenadantefUe

desechadoy el precipitadoseresuspendióen 0,5 ml de tampónTE y setrasvasóa un tuvo de 1,5 ml.

Pararomperlas partículade fago seincubó a 68
0C durante5 minutosenpresenciade 0,1% SDS. Se

añadióNaCí a concentraciónde 0,1 M y se extrajo con fenol-cloroformoy con cloroformo solo. El

ADN seprecipitóañadiendoun volumende isopropanoly serecogiópor centrifUgaciónen microfliga,

lavándoseel precipitadocon etanolal 70%. El ADN seresuspendióen 50 ml de tampónTE (pH 8,0).

Una alícuotade 10 pl se digirió con la endonucleasaapropiadaparaaislar el inserto, analizándose

despuésporelectroforesisengel de agarosa.
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2.10-MAPA DE RESTRICCIÓNDELOS CLONESDE LAMBDA.

Los vectoreslambda Dash II y Fix II contienen 2 sitios No! 1 únicos flanqueantesa las

secuenciaspromotoresde ARN 13 y T7. Estopermitela excisióndel insertoy de las secuenciasT3 y

T7 comoun solo fragmentoseparandodelos brazosde lambda,por digestiónconNo! 1. El fragmento

aisladopuedesometersea digestionesparcialescon distintasendonucleasasde restricción,fraccionarel

productode las digestionespor electroforesisen gel de agarosa,transferirsea membranade nylon

usandoel métodode “Southern” y analizarlos fragmentospor hibridacióncon los oligonucleótidos

sintéticosdelos promotores13 o 17, paradeterminarla posicióndelos sitiosde restricciónen relación

a cadauno de los extremosdel inserto.

2.lOa-Digestiones parcialesdelos clonesde lambda.

Las digestionesparcialesseconsiguieronbuscandola relaciónadecuadaentreconcentraciónde

ADN, endonucleasay tiempode digestión. Las condicionesutilizadasparala obtenciónde digestiones

parcialesen las quetodos los fragmentosde restricciónestuvieranrepresentadosfUeron: 5 ¡.±gde ADN

del fagorecombinantedigeridocompletamenteconNo! 1, 10 pi del tampónsalinorecomendadopor el

fabricantede la endonucleasay 2,5 u. de la endonucleasaelegida,en un volumen total de 100 pl,

permitiendoactuaral enzimadurante2 minutosdespuésde los cuales,las digestionesse detuvieron

bruscamente,por congelaciónen nievecarbónicaduranteunanocheo añadiendoun volumende fenol

y agitando.

2.lOb- Electroforesisde las digestionesparcialesy transferencia a la membrana.

Las electroforesisserealizarondurante16 horasa 60 mA en gel de agarosaal 0,8%de 20 cm

de longitudusandouno o variosmarcadoresde pesomolecularquesetiñeronconbromurode etidio y

sefotografiaronjunto auna regla.Conocidoslos tamañosde cadafragmentoderestriccióndel ADN-

patrón, se dibujó la curvaque relacionael logaritmo del tamañode cadafragmentocon la distancia

recorridaporeste.

La transferenciay fijación delADN a la membranase desarrollóde la mismamaneraquese ha

descritoya parael “Southern”deADN genómico.
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2.lOc- Marcaje radiactivo del oligonucleótido.

Los oligonucleótidossintéticos13 y T7, de la casaStratagene,se marcaronen el extremo5

con y-32P dATP por accióndel enzimaT4 polinucleótido-quinasade la casaBoehringerMannheini,

siguiendolas instruccionesdel fabricante.

2.IOd- Hibridación con oligonucleátiodosy lavadosde las membranas.

La temperaturade hibridaciónde los oligonucleótidosesdistintaen cadacasodependiendode

la longitud y composicióndel oligonucleótido.La temperaturaideal se calculaempíricamentea partir

de la temperaturade fUsión en un rango de 5 a 10 gradospor debajode ésta. En el caso de los

oligonucleótidoscomercialesT3 y 17 de la casaStratagene,las prehibridacionese hibridacionesse

llevaronacavo a 370 ~, mientrasquelos lavadosserealizarona 420 C.

Lasprehibridacionesseprolongarondurante4 horasen unasoluciónconsistente6 X SSC,5 X

Denhardts,SDS al 0.5%,500 ¡g/ml de ADN desnaturalizadode salmón,

Las hibridaciones se prolongarondurante 18 horas, en una solución igual a la de la

prehibridaciónperoconteniendoademásla sondade oligonucleótidomarcadacon en el fosfatodel

extremo5’.

Los lavadosserealizaronen 3 cambiosdetampón6 X SSCa420 C, duranteunahora.

Las bandasobtenidasen la autorradiograflafUeronanalizadasmidiéndosela distanciade cada

unade ellashastael origen,calculandoasíel tamañodel fragmentoderestricción

enla curvalog del tamaño/ distancia.

2.11- SUBCLONACIÓNDE FRAGMENTOSDERESTRICCIÓN.

Para la subclonaciónde fragmentosde los clones de lambda o subgenomicosdel ADN de

VPHI 8 lite necesariala digestióndel ADN del clon, el fraccionamientoen gelesde agarosa,la elución

del ADN de la agarosa,la ligación a un vector plasmidico y la transformaciónde bacterias

competentes.El vectorplasmidicoqueseempleóen la subclonaciónde fragmentosde restricciónfUe

el pBluescriptSKII-.
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2.lla- Digestiónde ADN con endonucleasasderestricción.

Las digestiones con endonucleasasde restricción se realizaron en el tampón salino

recomendadopor el fabricantedela endonucleasaenun volumentotal variablede 10 a 500 ~il.

2.11W.Aislamientode los fragmentosde restricción.

Parael aislamientode fragmentosde restricción, se fraccionó el productode las digestiones

junto a un ADN-patrónde tamañosen gelesde agarosadel 0,8 % al 2 % en tampón 1 X TAE. La

bandade interésse separócon bisturi y el ADN tite eluido de la agarosapor distintos métodos

empleándosefUndamentalmenteel método comercial del GeneClean®(Bio 101) que destruye la

agarosaportratamientocon6 M Nal y purificael ADN a travésdeunaresma(glassmilk®)a la quese

pegael ADN alta concentraciónsalinay sedespegaa bajaconcentraciónsalina.

2.1 lc- Ligacióndel insertoalvectorplasmidico.

Las ligacionessellevaron a cavoentreextremoscohesivos,en un volumen final no mayor de

20 pi, usandocantidadesequimolecularesde insertoy vectory empleandola enzimaADN ligasade 14

de BoebringerMannheimen presenciade 0,5 mM ATP y en el tampón salino que suministra el

fabricante.

2.1 Id- Puestaen competenciadelas bacterias.

Las bacteriasEcoil de la estirpeDH5aiF’ fUeron cultivadasen medio LB y sedimentadas

cuandoseencontrabanen fase de crecimientoexponencial,resuspendiéndosedespués,a40 C, en 1/10

del volumende cultivo inicial, en unasoluciónde LB-PEG 4000al 1 00/o, conteniendo30 mM de 2~

y 5O~ de DM50. La suspensiónlite alicuotada,rápidamentecongeladaen nievecarbónica-etanoly

almacenadaa~70ÓC hastasu utilización.

2.1 le- Transformación.

El productode la ligación seañadióa 100 pl debacteriasDH5aiF’ competentes,depositándolas

a 40 C durante30 minutos,despuésde los cualesse las sometióa 420 C durante90 segundos,se la

volvió a enfriar y se añadierona 900 ml de medio LB y se incubaron60 minutosa 370C (tiempo de
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expresióngénica).Despuésde lo cual seextendieronen alícuotasde 20, 50 o 100 pi sobreplacaspetri

de LB-agarconteniendo50 ¡g/ml de ampicilina,enlas quese haextendido40 pi de X-Gal (20 gg/pi),

y 4 pi de IPTG 200 gg/yd. Lasplacasseincubarona370C todala noche.Los clonesrecombinantesse

seleccionaronpor resistenciaa ampicihnay «-complementación

2.111-Minipreparaciones de plásmidos.

Las coloniasrecombinantesseinocularonen alícuotasde S ml de LB-SO gg/mI ampicilinay se

incubarona 370 C con agitacióntodala noche.

1 ml de cadauno de los cultivos de 5 ml de las bacteriasrecombinantes,selisó por el método

de lisadoalcalinode Birnboim y Doly (1979)segúnlas modificacionesde Sambrookel al. (1989).

2.12-SECLIENCIACION.

La secuenciaciónserealizópor el métodode los terminadoresespecíficosde cadena(Sangeret

al., 1977)utilizandocx-35SdATPy los oligonucleótidosde los promotoresviralesT3 y deT7 dela casa

Stratagene.cuyas secuenciasse encuentrana ambos lados del sitio de multiclonado del vector

pBluescript SKII- (Stratagene)y del vector pAMPI (Gibco BRL), en los que se subclonaron

fragmentosde restriccióny los productosdela PCR,respectivamente.Los reactivosempleadosfrieron

suministradosporAmershamincluida la enzimaque tite la ADN polimerasamodificadadel fago T7,

USB®.

2.13-BÚSQUEDA EN GENOTECASDE CÓSMIDOS Y YACS PORMEDIO DE LA TÉCNICA

DE LA REACCION ENCADENA DE LA POLIMERASA (PCR).

La búsquedaen lasgenotecasgenómicaspor medio de la reacciónen cadenade la polimerasa

serealizóbasadaen el métododesarrolladopor(Meeny Olson(1990).Paraello fUe necesarioel diseño

previo de un par de ADN-cebadoresque acotaranun fragmentode ADN de un tamañotal que friera

susceptiblede ser amplificado por la polimerasa. Se diseñó una pareja de ADN-cebadoresque

amplificabanun fragmentode ADN celulardel flanco5’ y otraparejade cebadoresqueamplificabanun

fragmentodeADN celulardel flanco3’.
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El amplicóndel extremo3’ eraun fragmentode 250 pb comprendidopor los ADN-cebadores:

[5’-TCTTGT GGGUTA AAG GAG CAT C-3’] comoADN-cebadorsuperiory [3’-TGACAA TAA

TGC CAl GUA GCA U-Y] comoADN-cebadorinferior.

El amplicón del flanco 5 era un fragmento 151 pb comprendido por los siguientes

oligonucleótidos:[5-Id GAA TTT GTC CGT TTC CTC A-3] comoADN-cebadorsuperiory [3’-

601 dIC AAU AGO TAA CCC TTC T-5’] comoADN-cebadorinferior.

LasreaccionesdePCRconstaronde los siguentesciclos:

- Un ciclo de desnaturalizacióninicia] de 5 minutosa 950 C

- 30 ciclos de amplificación con los siguientesparámetros:1 minuto a 950 C (desnaturalización),1

minuto a 5~0 C (anillamiento),1 minuto a720 C (elongación).

- Un ciclo de elongaciónfinal de 10 minutosa720C.

Los reactivosempleadosen cadaPCRfUeron: 20 pmolesde cadaADN-cebador,0,8 mM de

mezclaequimolecularde los 4 dNTPs, 1 X tampónsalinode PCR*, de 10 a 20 ng de ADN molde

(distinto en cadatubo) y 1 U dela enzimaTaqADN-polimerasa.

*10 X tampónde salinode PCR: 500 mM KCI, 100 mM Tris-HG (pH 8,3), 15 mM MgCI
2, 0,1%

gelatina.

El ADN molde en el primerscreeningde la genotecade YACs CEPH-Aestáconstituidopor

el ADN de 28 gruposde clonesdistintos(“Super-pools”).Cuandoun par de cebadoreses positivo

para un grupo se analizanpor PCR los 5 subgrupos(“pool”) de clones que lo componen.Cada

subgrupoestáconstituidoporel ADN de 384 YACs distintos.

La genotecade mega-YACsCEPI-1-II, procedentedel Centre d’Etudes de Polimorphism

Humains,Paris,Francia,estáconstituidapor 14 Super-poolsenvezde28.

El ADN molde en las genotecasde cósmidos específicade cromosoma12, LL 1 2NCO1

(LawrenceLivermore National Laboratory, USA), comenzabacon 17 mezclasdistintas de ADN

(“pools”), constituidaspor el ADN de 1620clones,que sonlos quecavenen cadamembranade la

genotecade cósmidos(construidaautomáticamente)quepuedeanalizarsepor hibridacióncon sondas

radiactivas.
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El análisis de los fragmentosamplificadosen la PCR serealizópormedio de electroforesisen

minigelesde acrilamida-bisacrilamida(37:1) entampón 1 X TBE.

2 14- MAPAS DE CÓSMIDOS.

El mapadel cósmido227E2,serealizópor medio de digestionesparcialescon distintasendonucleasas,

de la maneraquese hadescritoya paralos clonesde lambda,si bien,en estecasola endonucleasaque

escindióel insertodel vectorfUe Sfl 1 y no No! 1

2.15-AMPLifICACIÓN PORPCRDE LOS EXTREMOS3’ DEL ARN DEL GENHMGI-C.

2.15a-Síntesisde ADNc a partir deARN total.

La síntesisdel ADN complementarioserealizóparalelamenteapartir del ARN totalde SW7S6

y del de la líneacelular SiHa, queconstituíael ARN control,empleandolos reactivosde la casaGibco

BRL y siguiendolas indicacionesdel fabricantede la siguientemanera:Sggde ARN celulartotal y 20

pmolesde cebadorcomercial“AdapterprimerAP2®”, seincubaron5 minutosa 7Q0 C, seenfriaronen

hielo y se comenzóla síntesisde la primeracadenadel ADNc pormedio de la enzimatranscriptasaen

reversoSuperSciipt®(200 U), en presenciade 2 mM dNTPs, 10 mM DTT, 20 mM Tris-I-ICI (pH

8,4), 50 mM KO, 100 ~g/m1BSA, enun volumentotal de 20 pi y a 42~ C durante30 minutos.

La secuenciadel oligonucleótido AP2 es la siguiente: [3’-AAG GAl CCG TCG ACA

TC(T22-5’].

El ARN molde fije destruido,seguidamente,por acciónde la ARNasaH (2 U), que actuó

durante10 minutosa 420 C, enel mismotampónsalino.

2.lSb-Amplificación del ADNc.

La amplificacióndel ADNc sellevó a cavoen dos etapassiguiendoel protocolorecomendado

porla casaGibco BRL (proveedordelos reactivos).

Primerafase. (FaseAY

Se realizarontres reaccionesde PCR con el ADNc de la linea 5W756 y tres con el ADNc

control (de la líneacelularSiHa).
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En todas ellas se usó un ADN-cebador inverso común, llamado UAP2® (“Universal

amplification primer2”), cuya secuenciaera [S’-CUACUA CUA CUA CUA AAG GAl CCGTCG

ACA TC-3’], poseyendouna zona idénticaa la secuenciadel cebadorAP2 y otra zona diseñada

especialmenteparafacilitar la donacióndel fragmento amplificado en un vectorespecialllamado

pAMPI® (Gilíco BRL). El cebadordirectoera específicoy distinto en cadauna delas tresreacciones,

con secuenciasobtenidasde cadaunode los tresprimerosexonesdel genHMGJ-C.

En la reacciónA1:, La secuenciadel ADN-cebadordirectoespecíficodelgenHMGI-C fije: [5’-

CTT CAO CCC AGO GAC AAC-3’]. En la reacciónA2 fije: [5’-CAAGAG OCA GAC CTG OCA-

39. En la reacciónA3 fije: [5-AAC £41 OCA ACT TTT AAT TAC TG-39. Las tres se realizaron

sobredos“moldes” distintos: el ADNc problema,y el ADNc control

CadaPCR se realizó partiendode 5 111 del ADNc (de los 20 pi obtenidosen la reacciónde

síntesis),25 pmolesde cadaADN-cebadory 0,8 mM de dNTPs(mezclaequimolecular).La reacción

serealizó en un volumenfinal de 50 pi, enun tampónde PCRconstituidopor: 50 mM KCI, 10 mM

Tris-HCI (pH 8,4), 1,25 mM MgCI2 y 0,01%gelatina.Unaunidadde la enzimaTaqADN polimerasa

seañadióa cadatubo cuandoestosestabanaunatemperaturade 800 C.

La FaseA de la amplificaciónde ADNc constóde los siguientesciclos:

-Un ciclo de iniciación en caliente,consistenteen: 3 minutosa940 C y de 1 a5 minutosa 800, tiempo

queseempleaenañadirla enzimaa los tubos.

-1 ciclo de síntesisde la cadenacomplementariadel ADNc apartir de cadacebadorespecíficodel gen

HAJGI41 consistenteen 5 minutosa 940 C, 2 minutos a 550C y 60 minutosa720 C.

- 30 ciclosde amplificaciónconsistentesen: 45 segundosa 940 C, 45 segundosa 550 C y 3 minutosa

72
0C.

-1 ciclo deelongaciónfinal de 10 minutosa 720 C.

-1 ciclo deenfriamientoa 40C.

Segundafase. (taseBl

UsandocomoADN-moldeunadilución 1/10 del productode cadaunade las reaccionesde la

faseA, se realizó una segundafase de PCRS. En todas ellas seempleó de nuevo, como cebador

inverso,el cebadorUAP2® y trescebadoresdirectosespecíficosdel genHMGJ-C en cadauna de las

tres reaccionesde amplificación del ADNc control y del ADNc problema. Las secuenciasde los
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cebadoresespecíficosse obtuvierona partir de las secuenciasde los tres primerosexonesdel gen

HMGI-(i’ de tal maneraque cadauna de estassecuenciasestuvieraincluida en los fragmentos

amplificadosenla primerafasedePCRs.

EstoscebadoresfUeron diseñadosde una maneraespecialparafacilitar la posteriordonación

de los fragmentosamplificadosusandoel sistemaCloneAmp®de GibcoBRL, en el vectorpAMPI®,

paraello se colocóen el extremo5’ una secuenciade 4 tripletesCUA. Las secuenciasde los ADN-

cebadoreseran: B1: [5-CUA CUA CUA CUA CGC CTC AGA AGA GAG GAC-3’], ADN-cebador

B2: [5’-CUA CUA CUA CUA Gil? CAG AAG AAGCCT OCT-3’I, y ADN-cebadorB3: ¡5’-CUA

CUA CUA CUA TTG ATC TGA TAA OCA AGA UTO6<3-3’].

Las reaccionessellevarona cavoenun volumende 50 pi a la mismaconcentraciónde dNTPs

y en el mismo tampón de PCR quela reacciónanteriory con 20 pmolesde cadauno de los ADN-

cebadores.

Los parámetrosde la faseB de PCRsfUeron:

-I ciclo de iniciación encalienteconsistenteen: 3 minutosa 940 C y de 1 a 5 minutosa 800 C. Tiempo

de añadirla iláq ADN polimerasa.

-30 ciclos de amplificaciónconsistentesen: 45 segundosa 940 C, 45 segundosa 550 C y 3 minutosa

720 C.

-I ciclo de elongaciónfina] de 10 minutosa 720C

-1 ciclo de enfriamientoa 4
0C

El productode estasPCRsse cargóíntegramenteenun gel deagarosaal 1,2%.

2.15c-Clonaciónde fragmentosamplificadosporPCR usandoel sistemaCloneAmp@.

El A.DN de las bandasprovinientesdela segundafase dePCRsfUe electroluidode la agarosay

seligó al vectorpAMPI pormedio de la enzimauradil A.DN glicosilasa(UDG) de la siguientemanera:

Seañadieron50 ng de vectora 200 ng de ADN de la bandaeluiday 1 U de UDU, enun volumentotal

de 10 pi, incubándosela reaccióna Y? C durante30 minutos,despuésde los cualesseprocedióa la

transformaciónde bacteriascompetentes,E. colí DH5a, Los clonesrecombinantesse seleccionaron

porresistenciaa ampicilina.
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2 16-LiNEAS CELULARES:

SW756: Célulasepitelialeshumanasderivadasde carcinomacervical que fUeron donadasa nuestro

laboratoriopor Dr, PopescudelN.C.I. BethesdaMD., USA.

Silla: Célulasepitelialeshumanasderivadasdecarcinomacervical.(ATCC HTB 35).

C41: Células epiteliales humanasderivadas de carcinomacervical que fUeron cedidasa nuestro

laboratorioporDr. Popescudel N.C.I. BethesdaMD., USA (ATCC CRL 1594).

HeLa: Célulasepitelialeshumanasderivadasde carcinomacervical(ATCC CCL2).

OSA: Célulastumoraleshumanasderivadasdeun osteosarcomafUerondonadapor Dr. Ola Myklebost

del Institute for CancerResearch,Oslo,Noruega.

RMS-13: Célulastumoraleshumanasderivadasde un rabdomiosarcomafUerondonadaspor Dr. Ola

Myklebost del Institutefor CancerResearch,Oslo,Noruega.

Colo 320: Líneacelularhumanaprocedentede un carcinomadecolon (ATCC CCL22O).

Molt-4: Línea celularderivadadeun linfoma de Burkitt (ATCC CHI 1582)

Ramos:Líneacelularderivadade un linfomade Burkitt (ATCC CRL 1596)

2.17-CEPASBACTERIANAS

DH5a: (Hanahaz1983). supE4A,A /acUl69 (~ 80 IacZAMI5)hsdRI7recAí endAlgwA96 thi-1

re/Al

DH5aF: Genotipo.F’, supE44,A IacUl69 (4 80 lacZ/xMl5) hsdRl7recAí em/Al gyrA96 thi-l

re/Al

XLI-Blue MR.A: A (mcrA) 183,A (mcrCB-hsdSMR-mrr)173, endAl, supE44,thi-l, gwA96,

XLI-Blue MRA (P2): XLI-Blue MRA (P2 lisógeno)

218-VECTORES

Vectoresplasmidicos:-pBluescriptSKII- ®(Stratagene),-pAMIPI® (GibcoBRL).

Cósmidos:LAWRISTI6 (Little, 1987)

Vectoresderivadosdebacteriófagolambda:~ DashII (Stratagene),X Fix II (Stratagene)
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2.19-SOLUCIONESDE USO GENERALEN BIOLOGÍAMOLECULAR

TE: 10 mM Tris-HCI (pH 7,5o8), 1 mMEDTA (pH8)

SSC: 15 mM Citrato sódico, 150mM NaCí

100 X Denhardt’s:2%Ficol, 2% polivinilpirrolidona,2%BSA.

SM: 50 mM Tris-MCI (pH 8), 100 mlvi NaCí, 10 mM MgSO4,0,1%gelatina

TM: 50 mM Tris-MCI (pH 8), 10 mM MgSO4

TAE: 40 mM Tris-acetato,1 mM EDTA

TRE : 40 mM Tris-borato,1 mM EDIA

PBS: 137 mM NaCí,2,5 mM KCI, 2,5 mM Na2HPO4,1 mM K2HPOs,apH 7,2

Medio LB: Triptona lOg/l, extractode levadura 5 gil, NaCí 10 gIl.

LB agar:Medio LB + 1,5 % de agar

Agarblando:Medio LB suplementadocon 10 mM MgSO4+ 0,7%deagar

Fenol: En todos los métodosque se describenel fenol se usósiempreequilibradoa (pH 8) saturado

con lOmMTris-HCI(pI-18)

Fenol-cloroformo:50 % de fenolequilibrado+ 50 %de cloroformo

Cloroformno-isoamílico:990/o de cloroformo+ 1 % de alcohol isnamilico

10 X Colorantede bromofenoly xilencianol: 0,25%de azul de bromofenol,0,25%de xilencianoi

FF, 50%de glicerol enagua

dNTPs:Mezclaequimolecularde dATP, dCTP,dGTP,dTTP

PROGRAMAS INFORMATICOS

Los análisis de secuenciade ADN, búsquedasy comparacionesse realizaronutilizando el

paquetede programasde análisis de secuenciadel “Genetics Computer Group (y 6.2)” de la

universidad de Wisconsin (Devereux ex al.., 1984), utilizando computadorDIGITAL VAX. Se

utilizaron los bancosde datos EMBL y GeneBank, con la colaboraciónde Rodolfo Murillas,

CIEMAT, Madrid La comparacióny alineamientode secuenciasse realizó con el programaPC-

gene®de Intelligenetics. Este texto fUe procesadoutilizando el programaMicrosoft Word para

Windows& Las figuras se realizaron utilizando el programaCharisma® de Micrographx, para

Windows.
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3.- RESULTADOS
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3,1-CLONACIÓN DEL LOCUSDEINTEGRACIÓNEN EL GENOMA DELAS CÉLULAS

SW756.

La línea celular 5W756, derivadade un carcinomade cervix condeneel genomade

VPHI8 integradoen la región cromosómica12q13-l5 (Popescuet al, 1987, Sastre-Garauet

al., 1995).Para la donaciónde las secuenciascelularesflanqueantesal ADN viral integrado

fUe necesariala preparaciónpreviadeuna genotecagenómicaespecíficade SW756 ya que la

localizacióndel locus de integraciónviral en 5W756 esuna característicapeculiarde dicha

líneacelulary ningunaotragenotecapodriausarsecon estefin.

En la preparaciónde la genotecase usóun vectorderivadode fago lambdapuesestos

vectorespermitenla introducción de insertosde ADN genómicode hasta22 kb, siendolas

genotecasen fago lambdamuchomás sencillasen su produccióny manejoquelas genotecas

en vectorescosmídicos.Otra decisióna tomar,en la preparaciónde la genoteca,fUe si debía

clonarseel punto de recombinaciónviral-celular del lado 3 separadamentedel punto de

recombinaciónviral-celular del lado 5 o si por el contrario ambosextremosviralesdebían

encontrarseen el mismo clon. Las dos posibilidadeseran, en principio, factibles ya que el

tamañodel genomade VPHI8 es de 8 kb y teniendoen cuentaqueunaporciónmayor o menor

de su genomapodía haberseperdidoen el procesode integración,solo era necesarioque el

fragmentode restricciónque contuvierael genomaviral y las secuenciascelularesadyacentes

friera menorde 22 kb.

3.la- Caracterización de las secuenciasvirales integradasen SW756.

Con el fin de decidirla estrategiaa seguiren la preparaciónde la genotecase realizaron

expenmentosencaminadosa la caracterizacióndel ADN viral integradoen SW756,parapoder

determinarasí, quéfracción de las 8 kb queconstituyenel genomaviral estabaconservadaen

el A.DN de VPI-1 18 integradoen 5W756. Experimentospreliminaressemejantesse habían

realizadoya por Schwarzy colaboradoresen 1985.

El ADN de la línea celular 5W756 fUe hibridado frente a sondas subgenómicas

obtenidasde las distintaszonasdel plásmidopHPVI8-7,9(Boshartet al., 1984) ,quecondene

el genomade VPHI8 donadasen el sido EcoR 1 del plásmidopBR322y fUe cedido a este
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laboratorioporel Dr. zurHausen(Heidelberg,Alemania).Si algunade las sondasno produjese

señal en la autorradiografla,significaria que dicho fragmentono existida en las secuencias

viralesintegradasen SW756.

Parala realizaciónde esteexperimento,asícomoparala seriede experimentosque van

adescribirsea continuación,fUe necesarioel cultivo de la línea celular SW756 y la obtención

del ADN de sus células. EsteADN fUe digeridocon las endonuceasasde restricción,Sac 1 y

Hind III, que no cortan en el genomade VPHI8 (Cole y Danos, 1987), fraccionadopor

electroforesisen agarosay transferido a una membranade nylon. Simultáneamentese

subclonaronen el vector pBluescript SKII-® (Stratagene),los siguientesfragmentosdel

genomadeVPHl8contenidosen el plásmidopHPVl8-7,9:fragmentoBamHI (6928)-BarnH1

(119)de 1047 pb, que comprendela región reguladoraviral, LCR o URR, a estefragmentose

le llamó BB; fragmentoXba 1(321)-Ii/nc 11(658)de 337 pb situadoen el mareode lectura

abiertode los genesE6/E7, al que sele llamó fragmento337; fragmentoXba 1 (1732)-EcoR1

(2440)de 708 pb situadaen mitad del marcode lecturaabiertodel gen El al que se le llamó

XR-0.6 y el fragmentoJI/nc II (3605)-NsJ1 (3974)de 369 paresde basesque comprendíala

primera partedel marcode lecturaabiertodel gen E4 y en la partefinal del E2, al que sele

llamó HN-370 (Fig. 31’>. De cadauno de estos subclonesse purificó ADN plasmídico,se

liberaron los insertos por digestión con las endonucleasaindicadas,se fraccionaron por

electroforesisen agarosaal 1%, eluyéndoseel ADN de cadainsertode su fracciónde agarosa.

En la fig. 6 se representagráficamenteel genomaviral, línearizado, indicando la

posiciónde las sondassubgenómicasutilizadas:

Fig 6

La membranade nylon que conteníael productofraccionadode las digestionesde

5W756 con las endonucleasas:Lic 1, y H/nd III, fUe hibridadasucesivamentecon las sondas:

BB, 337, XR-0.6 y HiN-370, marcadascon cz32P-dCTPpor la técnicadel “random prime?’

(cebadoraleatorio).detectándoseseñal con todas ella. Este hecho indica que todos estos

E4 L2E6__ E7 El E2 ES LI _________

kb 1 2 3 4 5 6 7 8
— —

BB 337 XRO6 NI-{370 BB
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fragmentosdeADN viral, estánpresentes,al menosen parte,en lassecuenciadeVPH18 integrada

en 5W756 (Fig. 7).

3.lb- Expresióndelos genesvirales.

Otro aspecto,en la caracterizaciónde las secuenciasvirales integradasen 5W756, fUe

estudiarla expresiónde los genesviralesy contrastarnuestrosresultadoscon los obtenidospor

Schwarzy colaboradoresen 1985 y por Schneider-Gádickey colaboradoresen 1986. Pueslas

lineascelularesa menudopresentanvariacionesen la expresiónde susgenesdebidasa su cultivo

continuado.

Paraestudiarla expresiónde los genesE6/E7,El y E2 de VPHI8 en estalíneacelular,se

usaronlos fragmentossubgenómicosvirales337, XR-0.6y }{N-370 descritosanteriormente.

El ARN total de la línea celular SW756 se extrajo con tiocianato de guanidinio y

purificaciónen colchónde CsCI, Varias alícuotas,de 5 ¡ig, de ARN celular,total, sefraccionaron

por electroforesisen un gel de agarosaconteniendoformaldehído,como agentedesnaturalizante.

Se transfirióel ARN procedentede cadapocillo, comofranja longitudinal, amembranasde nylon

usandola técnicade “Northem”. Cadamembranasehibridó con unasondaradiactivadel genoma

completode VPHI8 y de los fragmentossubgenómicosvirales: 337, XR-0.6y I-IN-370. Se detectó

transcripcióndel genviral El, conun ARNm de unas6 kb y otroscon tamañosenun rangode 3,5

a 3 kb, tambiénse detectótranscripciónde los genesinmortalizantesE6 y E7: el ARN de 6 kb

(tambiéndetectadocon la sondaXR-0.6) y otrasespeciesde tamañosque varíanenun rangode

2,5 a 2 kb. No sedetectóseñalalgunacon la sondaHN-370, provinientedel genE2 (inhibidor de

la transcripciónde los genesE6 y E7), (Hg. 8).
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SH SH SH SH
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BR 337 XRO6 HN370

Fig. 1 Hibndacióndel ADN de SW756digeridoconlasendonucleasasSae1 y 1-Ibid III
condiversassondassubgenómicasvirales

VPHI8 E6/E7 El E2

28S—

les—

Fig. 8: Análisis k “Northem” del ARNm vital enla lineacelularSW756
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Este resultado,en concordanciacon los datos preliminaresobtenidospor Schwarzy

colaboradores(1985) y por Schneider-Gádickey colaboradores(1986), está indicando de

maneraindirectaque el genomaviral debehaberselinearizadoen la zonacomprendidaentreel

nucleótido 1732 y el nucleótido3974 ya que tanto la sondaXR-0.6 como la sonda1-IN-370

estánpresentes,al menosen parte,en el ADN viral integradoen 5W756comopudodetectarse

en el “Southern”de la figura 6, y sin embargola región comprendidapor la sondaHN-370 no

setranscribepor encontrarsedesacopladade las secuenciaspromotorasvirales,URR o LTR,

seguramenteporhaberquedado5 de éstasen el procesode la integración2.

La gran heterogeneidaden el tamañode los ARNm que sedetectancon las sondas337

y XR-0.6, es debida a que el extremo 3’ de estos transcritosestáconstituido por regiones

celularesadyacentesal genomaviral ya que al linearizarsealgunos aceptoresde splic/ng y

señalesde poliadenilaciónviral sehan perdido o han quedadosituadas5’ de los promotores

viralespor lo que seproducentranscritosaberrantescon las secuenciascelularesadyacentes

localizadas3’ de los genesE6, E7, y El.

lic- Eleccióndela endonucleasade restricción empleadaen la construcción de la genoteca.

Conocidala secuenciaprototipo de VPHI8 (GeneBank:X05015) se seleccionaron

endonuclesasqueno cortanel genomade VPHI8,buscandola o las enzimasde restricciónque

contuvierael ADN viral integradoen un fragmentode ADN genómicomenorde 22 kb pues

ésteesel límite queadmitenlos vectoresde fago lambda.El ADN viral fUe identificadocomo

unasolabandaen el “Southern”del productode las digestionesdel ADN de 5W756 con cada

una de las siguientesendonucleasasde restricción:Alio 1 , Sal 1, Sac 1. Ir//ud III y EcoR 1;

hibridadocon la sondagenómicade VPHI8 (Fig. 9). La secuenciaconsensode VPHI8 no

poseeningunode estossitiosde restricciónmencionadoscon la excepcióndeEcoR1 quecorta

en posición2440 sin embargoestesitio de restricciónno existeen la secuenciaviral integrada

en el genomade lascélulas5W756 debidoa unamutaciónpuntual(Schwarzet al., 1985).

Los tamañosde lasbandasdetectadasen la autorradiograflade la figura 9 son: mayor

de 30 kb con Alio 1 y Lii 1,22 kb conSac 1, 12.5 kb con EcoR1 y 9 kb con JI/ud III. EcoR1 fije

Tornandocorno referenciael origendereplicaciónvital y el sentidode transcripciónde susgenesscllamapmtode

n~ptura5’ al queseencuentramásalejadodelongende replicación,ensentidoo¡iiestoal de transcripciónde sus
genes’. 3’ alqueseencuentramásalejadodel origendereplicació¡i en el mismosentidoqueel de transcripciónde
susgenes.
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La fracción seleccionada,del ADN genómico de 5W756 digerido con EcoR 1, fUe

ligada,por acciónde la ligasa del bacteriófagoT4, a los “brazos”de X DashII, digeridoscon

&oR 1. El producto de la ligación fue encapsidadoen particulas de fago lambda. Cada

partículaportabaun fragmentodistinto de ADN genómicoy juntas constituíanla genotecaa

analizar.

3.Ie-Screening de la genotecagenómicade la línea celular SW’756

Antes de comenzarel screeu/ng setituló la genoteca,utilizando paraello bacteriasE.

coil XLI -Blue MIRA(P2), modificadasgenéticamente,paraque solo los fagosrecombinantes

repliquenen ellas.El númerode unidadesformadorasde placa(ufj~) calculadoen la titulación

de la genotecafue de 900.000,cantidadque se considerósuficienteparadonarlas secuencias

virales, y celularesflanqueantes,en una genotecagenómicaenriquecida.Se procedióa la

infección de bacteriasE. cali XLI-Blue MIRA(P2), estavez con toda la genoteca que se

extendióen placasde 20x20 cm. El ADN de los fagosse transfirió y fijó a membranasde

nitrocelulosaHybond © U, realizándoseel screeniugde lagenotecacon unasondadel genoma

completo de VPH18, marcadocon a32P-dCTPpor la técnica del “random prime?’. Once

clonesfrieron detectados,como posiblespositivos, por existir un punto impresionadoen la

autorradiograflaquecoincidíacon la posiciónde unaplacade lisis. Se recogiócadaunade las

onceplacasde lisis junto con las respectivasplacascircundantesy se sumergieronen once

alícuotasde tampónTM, parala elución de sus fagos.Decadauna de estassuspensionesde

fago en TM se hicieron dos diluciones b105y 51& en tampónTM, yconellas seinfectaron,

nuevamente,bacteriasde la estirpeXLl-Blue MRA(P2),extendiéndolasmezcladascon el agar

blandofundido,estavez,en placaspetri. A partir de las dilucionesíí05 se obtuvieronplacas

petri con un númerode placasde lisis de 4 a 80, de las diluciones5 10~ seobtuvieronplacas

petrí con un numero20 a 400 placasde lisis. Solo los fagosde las placaspetri provinientesde

las diluciones$10~setransfirierona membranasde nitrocelulosa.De los onceclonesiniciales,

hipotéticamentepositivos, solo cuatro resultaronser reales,puestras la hibridación de las

membranascon la sondaviral solo cuatroplacaspetri dieronlugara un porcentajede placasde

lisis positivasdel 5% al 10%. No se pusomásesfuerzoen tres de los cuatroclonespuestodos

los fagospositivosdebíantenerel mismo inserto, al provenirde una digestión completade
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ADN genómico con licoR 1 y existir una sola banda en el “Southem” de SW756/EcoR1

hibridadocon la sondagenómicade VPH18 (Fig. 9), por lo que seprosiguió la purificación

con uno solo de los clones.Se recogióun placade lisis positiva,eluyendosusfagosen tampón

TM y se hicieron diluciones con las que se infectaron bacteriasde la estirpe XLI-Blue

MiRA(P2) que seincubaronen placapetri.El ADN de las placasde lisis fue transferidoy fijado

a membranade nitrocelulosa.Tras la hibridación de la membranacon la sondaVPHI8 se

verificó que todas las placasde lisis se correspondíancon un punto impresionadoen la

autorradiografiay por tanto sehabíaconseguidopurificar el clon de lambdapositivo. A este

clon sele llamó XI2QHP.

Se recogió una placa de lisis, positiva, del agar. Los aproximadamente106 fagos

idénticosqueconstituyenunaplacadelisis seeluyeronentampónTM. Unos í05 de estosfagos

se emplearonen infectar 1 ,6x1 o~ bacteriasE. cokde la estirpeXL1 -Blue MRA paraobtenerun

lisado total de las bacteriasde la placapetri. Una vez obtenidoel lisado en placa seeluyeron

todoslos fagosde la placapetri vertiendo2 ml de tampónTM sobrela placa.El productodel

lisadosetituló, calculándoseun númerode 1,12 x 1010ufb en la placapetri. La mayorpartede

estosfagosseempleóen la extraccióny purificaciónde su ADN y una pequeñaparteseguardó

a 40C parainfeccionesposterioresde bacterias.La cantidadde ADN obtenidafue de 10 ¡tg. 1

pg de ADN se digirió con EcoR1 y sefraccionóporelectroforesisen agarosaal 0,8%(Fig. 11

a), detectándoseun insertode 12.5 kb que correspondíacon el tamañode la bandaobtenidaen

el “Southern”de la figura 9, (correspondienteal productode la digestiónde 5W756 con EcoR

1, analizadocon la sondaVPH18) El restodel ADN seempleóen el mapade restriccióndel

clon.

3.2-CARACTERIZACIÓN DEL CLON XI2QHIP

La caracterizacióndel clon XI 2QHP serealizó en varias etapas,comenzandocon la

digestión total del ADN del clon con distinta endonucleasade restricción. Las enzimas

empleadasfueron las siguientes: Huid III, K¡.m 1, PsI 1 y Sac 1. Los productosde estas

digestionessefraccionaronporelectroforesisen agarosaal 0.8%,setransfirierona membrana

de nylon, empleandola técnicade “Southern”, y se hibridaron con la sondaradiactiva de

VPH 18, comprobándoseque solo los enzimasque cortan en el genomaviral daban lugar a

variasbandasen la autorradiografla(Fig. 11 b y c).
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1, Apa I+Stnc¡ 1, BamH 1, H¡nc Ii, Ii/ud III, Hapa 1,Miii 1, NsJ 1, Nne1, Pvu1, Pw¿ II, Spe1, Srna 1,

Sud,KM 1 y Alzo 1). Pormediode la electroforesisen agarosaal 0.8%se fraccionóel producto

de estasdigestiones(Fig. 12 a) quefue transferidoamembranade nylon empleandola técnica

de “Southern” y se hibridó con la sondaVPHI8 (Fig. 12 b). Seguidamente,se analizó la

membranacon una sondainespecíficade ADN genómico humanomarcadopor “random

prime?’ que hibridaria con las secuenciasde ADN repetitivo humanoque existieranen el

inserto del fago K12QHP. Los fragmentosde restricción que dieron lugar a una banda

impresionadaen la autorradiografiade esteúltimo “Southern”no podríanusarsecomosonda

en el análisisde ADN genómicoya que produciríanhibridacionesinespecíficascon secuencias

repetitivashumanas(Fig. 12 c)

Estos experimentos,a parte de servir para encontrar fragmentosde ADN celular

adyacenteal ADN viral, libre de secuenciasrepetitivas,que pudieranusarsecomo sondas

celularesdel 1ocz¿~de integración,sirvieron parala caracterizacióninicial, del clon XI2Q}IP,

pudiendodiferenciarsetres partesen su inserto: una zona central, de 7000 pb de tamaño

constituidaporADN viral y doszonasa ambosladosdel ADN viral de unos3500 pb y 1500

pb constituidasporADN celular(Fig. 13).

Se subclonóiél extremo 5’ del clon, un fragmentode ADN celular de 2500 pb, con

ExtremoslicoR 1-Huuid III en el plásmido pBluescript SKII-, a estenuevoplásmido sele llamó

pHE, y de él se subclonó otro fragmentode 1500 pb, con extremosIkoR 1-54w 1, a este

plásmidosele llamó pS3. Sin embargo,resultó,en un principio, imposibledetectarfragmentos

de ADN celular libre de secuenciasrepetitivasdel extremo 3’ del clon ya que en estazona

existíansecuenciasrepetitivasde tipoAle .(Fig. 13)

La característicadel fago?~ DashII de poseerlas secuenciasde los oligonucleótidos13

y 17 aambosladosdel sitio de multielonadofacilita la realizacióndel mapafino de restricción

del inserto, de la maneraen que sedescribeen Materialesy métodos.Así se detectaronen el

insertolos sitios de restricciónde las siguientesendonucleasas:Apa 1, BarnI-l 1, Ii/ud 111, l=nn1,

~S»eIyXbaI (Fig. 14).
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Fig. 14 d) Mapaderestriccióndel clon XI2QHP. indicandolos genesviralespresentes(El y E2 no estánenteros)’ la
posicióndc las sondasqueseemplearánenel screeningde la genoteca.

3.2b-Secuenciaciónde las zonasde recombinación entre el ADN viral y el celular

Con objeto de conocer el mecanismo de integración viral: si se produjo por

recombinaciónilegítima, es decir en un lactes carentede homología con la secuenciadel

VPH18, o si por el contrariose produjopor recombinaciónhomólogaen unasecuenciadiana

del genomacelular, en la que existierahomología con alguna zona del ADN viral, era

necesariosubclonarlos fragmentosen los que tenía lugarel punto de recombinacióncelular-

viral 5’ y 3’, obtenerla secuenciade ambospuntosde recombinacióny estudiarla homología

entresecuenciasviralesy celulares.

Ambos puntos de recombinaciónse subclonaronusandocomo vector el plásmido

pBluescriptSKII-®. El plásmidopHH conteniael puntode recombinación5’ en un insertode

630 pb que comprendíadesdeel Jrlind III celular más cercanoal ADN viral hastael Ii/nc II en

posición 3605 de la secuenciaprototipo del VPHI8 (GeneBankX05015). El fragmentofue

secuenciado(GeneBankX94676) detectándoseque no había homologíacon el ADN viral

desdeel nucleótido 1 hastael 444, en el nucleótido445 comenzabala identidad con el

nucleótido3418 de la secuenciaprototipo del VPHI8, hastael nucleótido3605 del virus en

que el acabael insertodel clon pI-il-I (Fig. 15 a), encontrándose6 mutacionespuntualesen la

zonade identidadcon la secuenciaprototipo del VPHI 8 en las posiciones3462 (A por T),

3533(TporC),3357(CporA),3577(CporT),3584(AporC)y3591(TporG).

El plásmidop500 conteníael punto de recombinación3’ en un inserto de 473 pb que

comprendíadesdeel Ii/tic II en posición2472 del genomadel VPH18, hastael primerIi/nc II
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celular mostrandouna homologíadel 98% con la secuenciaprototipo de VPHI8 en las 173

primerasbasesdel clon (f¡g. 15 b). Detectándoselas siguientesmutaciones2482 (T porC),

2509 (G por A) y 2551 (G por T). La homologíadesaparecíaa partir del nucleótido2643 de la

secuenciade VPHI8 y del nucleótido474 del inserto.
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Fig. 15 a) Secuenciadel insertodel clon pHH. de 633 ~, quecontieneel puntode recombinación~‘iral-cclular
5~ (GcncBank X94676) y b) Secuenciade inserto del clon pSOO dc 469 ¡t que contiene el punto dc

recombinaciónvii-al-celular 3’. Las regionessubrayadasrepresentanlas secuenciasde un 98% de homología
con la secuenciaprototipodc VPHl8.
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Estos datos apuntabanque el fragmento de genoma viral comprendido entre los

nucleótidos2643 y 3418 se habíaperdidoen el procesode integración.Estos775 nucleótidos

delecionadosconstituyenla parte final marco de lectura abierto El y la primeramitad del

marcode lecturaabiertoE2.

De estosresultadosse dedujoquela recombinaciónen el ionesde integracióndebió ser

de tipo ilegitimo ya que no se observahomologíasignificativa entrelas secuenciascelulares

flanqueantesy el ADN viral.

3.2c- Las sondas celulares flanqueantes al sitio de integración reconocen regiones

crornosómicasdistintas.

FI siguientepasoen el estudiodel lotusde integraciónvii-al consistiaen estudiarsi las

secuenciascelularesflanqueantesal ADN viral, esdecir, la partecelularde los subelonesp500

y pHil-I. eran secuenciascontiguasantesde que el virus se integrara,o si por el contrariose

encontrabanseparadaspor un fragmentode ADN más o menos grande.Los estudios se

hicieron sobreuna línea celular de linfoma de Burkitt llamadaRamos(Klein, 1975), que no

tienealteracionesen estaregión,ni secuenciasde VPH integradasen sugenoma,realizándose

dos electroforesisidénticasde los productosde las digestionesdel ADN de esta línea celular

con las siguientesenzimasde restricción:Apa 1, BamH 1, EcoR1, Iiind lil, Sac 1, Spe1, Xha1,

Kpn 1. Se transfirieronlos productosde ambaselectroforesisa membranasnylon por mediode

la técnicade “Southern”,y se hibridaroncon la sonda53 y 500 respectivamente.El patrónde

bandasobtenido con cada una de las dos sondas fue absolutamentedistinto (Tabla 5),

indicandoque todaslas enzimasmencionadascortabanal menosunavez entrelas secuencias

celulares flanqueantesal ADN vii-al, en un cromosoma12 normal, y por tanto ambas

secuenciasseencontrabanseparadasantesde que el virus se integrara(Fig. 16). Resultados

idénticosseobtuvieronutilizandootras líneascelularessin alteracionesen el cromosoma12,

(no semuestra).
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3.3- CLONACIÓN DEL ALELO NO-OCUPADOCORRESPONDIENTEAL LOCUS DE

INTEGRACIÓN vuui~,PAL2.

El locusde integracióncon estructuranormalo germinaldondeseintegróel virus seha

denominadoPAL2 (papillomavirus integration locus -2) por continuidad con sitios de

integraciónpreviamentedescritos(Lazo, 1988)

3.3a-Clonación del alelo no-ocupado correspondiente al punto de recombinacián 5’.

Análisisde la genotecagenómicacon la sondaSI

Con objeto de donarel alelo no-ocupadocorrespondienteal locus de integracióndel

ADN vital, o dicho con otraspalabras,para obtenerel clon de lambdaque contuvierauna

secuenciaidénticaa la que existieraen la célula del epitelio cervicalantesde que seprodujera

la integracióndel ADN viral, se realizó el screeningde una genotecagenómicacomercial

construidaa partirde genomahumanonormal,procedentede un niño caucasianode tresaños,

en el fago XFixg> II como vector. El fragmento53, de 1,5 kb, subelonadodel externo5’ del

clon 2~12QHP,esaltamenteespecíficoen hibridacionesy carecede secuenciasrepetitivas,por

ello fue empleado como sonda en el screening de esta genoteca. Se analizaron
2aproximadamente106 clones extendidossobre 8 placasde LB-agar de 400 cm . La cepa

bacterianausadaen la infecciónfije Ecolí XLI-Blue MRA(P2). Despuésde repetidosciclosde

enriquecimientoy purificación se aislarondos clones positivos: APi y A.F4, de los que se

obtuvo ADN a partir de sendasinfeccionesa gran escala,en medio liquido. El ADN de los

fagos?~F1 y 44 seanalizósometiéndoloa digestionescon las siguientesendonucleasas:EcoR

1, Xba 1, PicoR 1+Not 1, licoR I±HindIB, EcoR I+Spe 1. El productode estasdigestionesse

transfirióa unamembranade nylon pormedio de la técnicade “Southem”y sehibridó con la

sondaS3 (Fig. 17).

En análisisposterioresdel mismo filtro con la sonda111-1 que poseela secuenciadel

punto de ruptura 5’ no pudo detectarseningunabanda(no semuestraestafigura), por tanto,

desafortunadamente,no habia conseguido clonarse la secuencia celular no ocupada

correspondienteal puntode recombinación5’.
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Análisisde unagenotecagenómicacon la sondaRU

:

Con objeto de obtenerel alelo no-ocupadocorrespondienteal puntode recombinación

5’ del lotus de integraciónviral, volvieron a infectarsebacteriascon 106 ut. de la genoteca

genómicacomercial en X Fix II, extendiéndoseen 8 placasde LB-agar de 400 cm2 y se

analizaroncon la sondaHM marcadacon aYP-dCTPpor el métodode “randomprimer”. El

fragmentoHH contieneel puntode recombinación5’ viral-celular,e hibridaríacon los clones

correspondientesde estagenotecapor la partecelularde su secuencia,ya queestagenotecano

poseesecuenciasdel virus de papiloma.Trascuatrociclosde enriquecimientoy purificaciónse

obtuvieron6 clonespositivos.De cadauno de ellos serealizó un lisado en placa,se titularon

los lisados y se purificó el ADN a pequeñaescala.Con el fin de detectarqué fagos eran

idénticos entre sí y qué fagos eran diferentes, el ADN de cada fago se digirió con la

endonucleasaXba 1, queliberalos insertosdel vectorXFix II, ademásde cortarrepetidasveces

en los insertos,los productosde las digestionessefraccionaronen gel de agarosaal 1%. Los

clones ~hl2¡82fflj y Xh12/6~~ resultaronserdiferentes.Los productosde las digestionesse

transfirierona membranade nylon y se hibridarona la sondaHill con objetode comprobarque

en todos estosclonesexistían las secuenciascelularesdel clon pHH. La obtenciónde dos

señalesimpresionadasen la autorradiografia,de 700 y 300 pb, en el ADN provinientede cada

clon indicabaque en todoslos clonesexistíanlas secuenciasde la partecelularla sondaI-IH y

por tanto existían las secuenciasgerminalesdel lotus de integración.Por hibridación con la

sondaS3 sobreel mismo filtro se comprobóque en todas ellasestabatambién incluida la

secuenciaS3. (Fig. 19 a, b, c). Los clonesXh12/82~
1 y Xhl2/6wb que producíanfragmentos

diferentesen digestiónconXba 1, fueron digeridoscon: EcoR1, ¡Ibid III y Xba1 y fraccionados

en gel de agarosadetectándosefragmentosde restriccióndistintosy otros comunesparacada

uno de las endonucleasas(Hg. 19 d).
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3.3b-Clonacióndel alelo no-ocupado correspondiente al punto de recombinación3’.

Análisisde unagenotecagenómicacon la sonda500

:

Con objeto de obtenerel alelo germinal o no-ocupadocorrespondienteal punto de

recombinación3’ del lotus de integraciónviral, volvió a realizarseuna nueva infección de las

bacteriascon 106 ufp. de la genotecagenómicacomercialen XFix II, extendiéndoseen 8 placasde

LB-agarde 400 cm2. y se analizaroncon la sonda500 marcadacon &2P-dCTPpor el métodode

“randomprimer”. El fragmento500 contieneel punto derecombinación3’ viral-celular,ehibridaría

con los clonescorrespondientesde estagenotecapor la partecelularde su secuencia,ya queesta

genotecano poseesecuenciasdel virus de papiloma. Tras cuatro ciclos de enriquecimientoy

purificación seobtuvieron3 clonespositivos. De cadauno de ellos sehizo un lisadoen placay se

purificó el ADN a pequeñaescala,Con el fin de detectarsilos cloneseran idénticosentresí o

diferentes,el ADN de cadafago sedigirió con unaseriede endonuclesasde restricciónquecortan

repetidasvecesen los insertos(Fig. 20 a), detectándosebandasdiferentesen cadauno de los tres

clones pero tambiénbandascomunes,lo que indicabaque los clones erandistintospero tenían

zonas solapantes.El ADN se transfirió del gel a la membranade nylon usandola técnicade

“Southern”,obteniéndoseen los trescloneslas mismasbandasimpresionadasen la autorradiogralia

cuandose hibridó la membranacon la sonda500, excepto en el fragmentoEcoR 1 del clon

Xhl2/1~. queseobservaunabandade menortamañopor coincidir con el extremodel clon (Fig.

2obyc).

34- CARACTERIZACIÓN DELOS CLONES: ~h12/82
101,Ahl2/hoy ?~hl2/32500.

La caracterización de los alelos no-ocupadoscorrespondientesa los puntos de

recombinación3’ y 5’ serealizócon el fin de compararamboslatí entresí, intentandodeterminarel

tamañode la secuenciacelular delecionada.Los clones ~hl2I1500y Xh12/32~,obtenidoscon la

sonda 500, fueron elegidos para realizar el mapa de restricción del alelo no-ocupado

correspondienteal punto de recombinación3’ (Fig. 21 y 22) y el clon Xh12/82~~,obtenidocon la

sondaHI-L fue elegidopararealizarel mapade restriccióndel puntode recombinación5’ (Fig 23),

ya quedeestelotusexistiael mapadel clon 44, obtenidoconla sondaS3;
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Fig. 24 a) Homología entre los mapasde restricción dc los clonesXhl2/32~
0o (1) y Xhl2/t~o~ (2) indicando las
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parasusecuenciacióncomosedescnbiráenel apartado3 .4a.
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clon Khl2/32500odel clon ~h12/1~, se comparócon el mapadel alelo no-ocupadodel punto de



recombinación5’, obtenido del clon Xhl 2/S2pno del clon 44 no detectándoseninguna región

homólogaentreellos, estehechoindicabacarenciatotal de solapamientoentrelos clonesdelambda

de ambosflancosy eraportanto una pruebade que las secuenciascelularesadyacentesal ADN

viral seencontrabanseparadasvariaskb enun cromosomanonnalo no-ocupado(fig. 25).
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3.4a- Secuenciaciónde los alelos no-ocupados correspondientes al punto de recaunhinación

3’, PAJJ2By 5’, PJ4L2A.

La secuenciación de los fragmentos de ADNprocedentes de los alelos no-ocupados

correspondientesal puntode recombinación3’ y 5’ eranecesariaparapoderdeterminarsi había

homologiaentrela secuenciade VPHIS y la secuenciacelular sustituidaporel ADN viral en

ambospuntosde recombinación.Paraello fue necesariosubelonarel ADN de los alelosno-

ocupadoscorrespondientesa los dos puntosde recombinación.El fragmentoque conteníael

alelo germinalo no-ocupadode la secuenciaflanqueante3’ seobtuvoapartirdel fago 2~h1 2/1~~~

(f¡g. 24 a2) pordigestióncon la endonucleasaNoÉ 1 (queno cortaen el inserto,si no en el sido

de multiclonadodel fago X Ex II), y con la endonucleasaEcoR1. Se subclonó,en el plásmido

pBluesctiptSKII-, el fragmentoNor 1-AtoR 1 de 1,3 kb procedentedel extremo5’ del clon, al

plásmido resultantese le llamó pNR. Su inserto se secuenciódesde el extremo NoÉ 1

obteniéndoseuna secuenciaque no tenía homologíasignificativa con el ADN viral ni con

ningunaotra secuenciaconocida,peroque a partir de una determinadabaseadquiríaunatotal

identidad a la secuenciadel clon p500 en el mismo nucleótidoen el que desaparecíala

homologíaentreel clon p500 y la secuenciade VPHIS. A esta nuevasecuenciasele llamó

“secuenciaPAL2B ‘ (Fig. 26) (GenBank/EMBL DataBank X88932).

El fragmento que contenía el alelo no-ocupado correspondienteal punto de

recombinación5’ se obtuvo a partir del fago Xh12/82~m, como un fragmento330 pb y de

extremosXba 1 al que sele llamó XX330. Tambiénse subclonóy secuencióel fragmentoXba

1- Huid Hl inmediatamenteanteriorde 135 pb, quepresentótotal identidadcon la secuencia

Hl-E y el fragmentoXba1-AtoR 1, de 200 paresde bases,inmediatamenteposterior,carentede

homología con la secuenciadel clon pl-tU. A toda esta región secuenciadase la llamo

“secuenciaPAL2A” (Fig. 25) (GenBank/EMBL Data Bank X88931). El clon XX330

presentabahomologíadel 100%con el clon HH peroa partirde el nucleótido299la homología

con el clon pi-11-1 desaparecíaradicalmente(Fig. 27). En el punto de ruptura,esde destacarla

existenciade una secuenciade 17 nucleótidos,en el clon pHH, queno tiene homologíacon el

genomaviral ni con la secuenciadel clon germinalPAL2A, a diferenciade lo observadoen el

punto de recombinación3’ (clon p500) en el que la homologíacon la secuenciade VPH1S

apareceen el mismo nucleótidoen el que desaparecela homologíacon la secuenciadel clon
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germinalPAL2B. Estehechoindica que la recombinaciónque tiene lugar en el extremo5’ es

complejay posiblementeocurrió en varias etapas,quedandouna pequeñasecuenciade 17

nucleótidosy origendesconocido,atrapadaentreel ADN viral y el ADN celularflanqueante.

50 0-AACAGATAGCAAGGTGGCCATGTTAGATGATGCAACAACCACGTGTTGGA-50

50 0-CATAGTTTGATAGCTATATGAGAAATGCTTTASATGGCAATCCAATAAGT—100

2B- CCAT-4

50 0—ATTGATAGAAAGCAGAAACCATTAATAGAACTAAAATGTGCTCCAATACT-150

¡ II ¡ ¡ ¡
2B— ATGATTATGTAAASAGAGTGSCAAAGAATTTCAGACACCTTTAATGTAGC—54

50 0-ACTAACGACAAATATACATCCGGTCTTGTGGGGTAAAGGAGCATGTAGTT-200

2B- ACAAGCACAATTACATGGTCAGGTCTTGTSGGGTAAAGSAGCATCTASTT-104

50 0-GACTTCGGGAAAGTTCTGGCGTGCCAGAGACTTCCCCTTGCCACAGACTT-250
II! 1 II h liii 111111 II

2B- GAGTTGGGCAAAGTTCTCGGGTSCCAGAGA —134

50 0-GGCGTTGTTCGTGCTTGGATGCTCCGCTCTTACAATGCAGCCTTCACTGG-300

50 0-AGSSACTGTGCGCCTGTTGGATTTTACTTTTCTGTCACGACCACCCAAGT—350

500-TCTCTCTAGTGACTTTCTCTCCACCTGATAGATTTTTGATTATTGAGAGG-400

50 0-GTCTGCTGCTCCATSGCATTATTSTCATATGGCTACTGGTATAAAAAI’TA—450

50 0-GTAGTGTACTGAAAAGGTT —469

Fig. 26: Homologíade secuenciaentreel clon Ps00(500),queposeeel puntode

recombinación3’, y el clon PAL2B(2B) (GenBank/EMBL DataBank X88932),que

comprendeel alelo no-ocupadocorrespondienteal puntode recombinación3’. La

región subrayadadel clon pSOOrepresentala secuenciade 98% de homologíaconel

ADN prototipodel VPH18. Las rallasverticalesrepresentanidentidadentreun par de

bases.
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2A- CCATCTTACTCCTGATTAGTATAATASSCTCCTAACCTGTCTACCTGCTG-50

2A- CTCCCTGGCCCTTGCAGTCTATTCTCTACACAGCAGCCAGAATGATGCAA-100

HH- TTCGAGCATACAGAAAACTTS-21

[III EllE 111111111111
2A- CACCCCCGCCAACCTGTTATTTGAAGCTTTTCSAGCATAGAGAAAACTTC—150

EH- AAAGAACAATACAATATAAAATGTCTTTTGCAGCTTCTTTTTCTGATCCA-71

E ¡PEE E 1111111 liii! E ¡II E ¡¡¡E E 111111111 IlE 111111
2A- AAAGAACAATACAATATAAAATGTCTTTTGCAGCTTCTTTTTCTGATCCA-200

EH— ASATCCAATCAAATGCAATTTGATCACATTTGATTGTTGTATATTTTTAG—121

II [El! E II E E ¡¡E E ¡II [III E ¡¡E E ¡IP E II ¡¡¡[II II
2A- .ASATCCAATCI½AATSCAATTTSATCACATTTGATTGTTGTATATTTTTAG—250

EH-. TCTTTCTTAA[TCTASA]ATAATCTTTCTTCTTTTTAAATGACATGTACTTT —121
E III E E E ¡¡E E E ¡lEE III II E 1111111 E ¡¡¡EllE ¡¡¡El

2A- . TCTTTCTTAAJTCTAGA]ATAATCTTTCTTCTTTTTAAATGACATGTACTTT—300

HE—.TTCA’rATAGAATATCCCACACTTTCTSAATTTGTCCGTTTCCTCATATAT-221

E ¡lEE E ¡lEE E ¡lEE ¡lEE E ¡¡E E ¡¡¡E ¡II ¡¡¡[III ¡II E E ¡lEE
2A- . TTCATATAGAATATCCCACACTTTCTGAATTTGTCCGTTTCCTCATATAT-350

HE-. TATGTTGTATAATTCATATTGCATCAGATCAAGAGGCACATAATGTCASG-271

E E ¡lEE E II E E ¡¡E E E ¡¡E E E ¡II E E ¡¡[El ¡[¡¡¡E ¡¡lEE ¡¡¡E ¡¡E
ZA-. TATSTTGTATAATTCATATTGcATGAGATGAAGAGSCAcATAATGTcASG-400

HE- TTGTCCTAATGCTTATGATGCTGTTTGATCACCTGACTAATGAATCAACT—321

E E ¡lEE E ¡¡E E E E II [III E E III E E ¡¡[El ¡ E E ¡¡El ¡lEE ¡¡¡El II
2A— TTGTCCTAATCCTTATGATGCTGTTTGATCACCTGACTAATGAATCAACT-450

HE-. CACCAGAGTTCTCCATTGGGAAGATAAATTTTCCTCTTTGTAATTAGTAA —371

E E ¡ ¡ E E E ¡ ¡ E E E ¡ lEE ¡ ¡ ¡ E E ¡ ¡ ¡ E ¡ ¡ ¡ E E ¡ ¡ E E ¡ ¡ E ¡ ¡ ¡ E E ¡ ¡ E E E ¡
2A- CACCASAGTTCTCCATTGGGAAGATAAATTTTCCTCTTTGTAATTAGTAA-500

HE- GAAATTCATSGGGTGATACTTTGATCACCTTTCAAATATCCACGATCTTT—421

E E E ¡¡¡[1111 E E ¡ ¡ E E ¡ ¡ ¡ E E ¡ ¡ ¡ E ¡ ¡ ¡ ¡ E ¡ ¡ El ¡ ¡ E ¡¡¡¡[¡1 ¡ E ¡ ¡
2A- GAAATTCATGGGGTGATACTTTGATCACCTTTCAAATATCCACGATCTTT—550

EH— TAcccAATGrGCAGrACCASATCTTTGACTCTATGTGCAGTACcAGTGAC_—471

¡ E E E ¡ ¡ E E E
ZA- TACCCAATGGTTTTGCTATCTACTAATAACCTTT[TCTAGA]TATTCCCGTA—600

EH- GACACGGTATCCGCTACTCTGCTTGTTAAACAGCTACAGCACACCCCCTC-521

2A- ATATTGTTCCTTATCATTTTCAAATTTTTTCTTAAACCCACCTGACTAGC-650

EH- ACCSTATTCCAGCACCGTGTCCGTGGGCACCGCAAAGACCCACGGCCAGA-571

ZA— TATTTTTAAATTTTTTAAGTCAATACTCCCCATCCTTCTTACTATACTAC—700

HE- CGTCGGCTOCTACAASACCTGGACACTGTGGACTTGCGGAGACGCAGCAG-621

2A- TTTATTTTCTCCACCAATTTTATCCATTTCTTACATTATTTCCTGTGTTT-750

EH- TGTGGACCTGTC -633

2A- ATTGTCTGCCTCCAATTAGAATTAAGCTCCGAGAGTGTAGG -291

Fig. 27: Homologíade secuenciaentreel clon pl-IR. que poseeel punto de recombinación5’ y PAL=4.que
comprendeel alelo no-ocupadocorrespondiente.La región subrayadadelclon pHH representala secuenciade
identidadcon el ADN ~tal.La secuenciaen negrillade 17 paresdebasesen el clon pH!-!. no poseehomologia
conla secuenciadel VPHIS ni con la secuenciadel alelono-ocupado(clonPAL2A).Los[ ] indican la posición
dolossitiosXba 1 quedelimitan el clonXX330 que contieneel punto de ruptura.
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3.4b- El alelo no-ocupado correspondiente al locus de integración viral, PJ4L2, se encuentra

fuera de las regiones amplificadas en las líneas celulares OSA y RMS-13.

Un gran número de publicacioneshan descrito en los últimos años ciertas anomalías

genéticasenlos sarcomasqueincluyenamplificacionesde materialgenéticoun áreaqueseextiende

variasmegabasesenla regióncromosómica12413-15.Con el fin de situarcon mayorprecisiónel

lotus PI4L2 en el cromosoma 12 se realizó un experimentoutilizando dos lineas celulares

procedentesde sarcomasen las quese habíandescritosendasamplificacionesde materialgenético

en la región eromosómica12q13-15 estasson la línea celularesprocedentede un osteosarcoma,

OSA (Robertoet al., 1989) y la línea celular procedentede un rabdomiosarcomaRMS-13

(Robertoet al., 1989).El áreaque abarcalas amplificacionesde OSA esde un tamañomayor al

áreaque abarcala amplificaciónde RMS-13, sin embargoestaúltima tiene mayor número de

copias.Si las sondasprocedentesde los locí PI4L2A y PAL2B(S3 o RU y 500) se encontraban

incluidasenlas regionesamplificadasen estaslineascelulares,podria detectarsepor medio de una

bandaimpresionadacon mayorintensidadenla autorradiografla.Paraello sedigirió conAtoR 1 el

ADN de laslineascelulares:OSA, RMS-13 usandocomoADN controlel delas lineascelularesde

carcinomade colon,Colo 320 (Quinnet al., 1979)y de linfonw Molt 4 (Minowadaetal., 1973),en

las queno sehan descritoalteracionesen el cromosoma12. El “Southem” procedentede este

ADN se hibridó con la senda500, detectándoseuna bandade 4,5 kb en cadauna de las lineas

celulares,de igual intensidaden todasellas(Fig. 28 a). Esteresultadoindicabaqueel flanco3’ del

sitio de integraciónno estabaincluido en las regionesamplificadasen OSA o en RMS-13. Al

hibridar la membranacon la sondaHH, sedetectóunabandade 3.5 kb. de la mismaintensidaden

todaslas lineascelulares(Fig. 28 b), detectándoseexactamentelo mismo con la sendaS3, pues

estánen el mismo fragmentode restricciónAto Rl indicandoestosresultadosque el flanco 5’ del

lotus de integraciónviral en la líneacelular SW756, no se encuentraen el áreaamplificadaen las

lineascelularesOSA y RMS-13. Si bien este experimentono sirvió paradetectarsi el locas de

integraciónse encontrabahacia el telómero o hacia el centrómerode las regionesamplificadas.

Posteriormentesesupoqueno habiaunasolasecuenciaamplificadaenOSA enla región 12q13-15

si no queexistíanvariasáreasde ADN amplificado separadaspor áreasde ADN no amplificado a

lo largode todala región 12q13-l5(Schoennxakers,comunicaciónpersonal).
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Son&í Dcscripción Nombredcl
clon

Sitio dc
donación

Naturaleza
de la sonda

Amplificad
o en OSA

Amplificado cii
RMS-13

<1QP2 Acuoporina pT7TsAQP EcoR1- ADNc No No
2 2 Hinó III

>ITFI Factorde pATF-l EcoR1- ADNc No No
transcripción Ban¡HI

CDK2 Kinasa-2 de pCDK-2 Kpn 1-Sae1 ADNc No No
ciclina

CDK4 Kinasa -‘4 de pCDK-4 Lina 1.- ADNc Si Si
ciclina BarnH 1

CJJOP Factor de pCHOPWT Hind III- ADNc Si Si
transcripción EcoR1

CXIX] Contactina phCNTN-l EcoR1 Genómica No No
ERI3BS Un receptor pcrbB3 Uñid III- Genómica No No

del factorde Kpn 1
crecimiento
epidermal

CLI proto- pGLl.K12 Hínd 111- Genáinica No No
oncogen AI’a 1

67 Glutation pGT3.1 EcoR1 DANe No No
transferasa

WVTI Factorde pALI Hínd III Genómica No No
crecimiento

176.] 7 Integrina7 pa71-11F7-5 [icoR 1 ADNc No No
KTI Queratina1 Hl-MC Hine 11 Genómica Si No
itIDivf-2 proteína pMDM2- BamH 1 ADNc Si No

asociadaa FL-5

p5 3
.~JE49i Antígenode p33HBl IIind III Genómica No No

membrana
PARC Receptor pRARyI [icoR 1 AUNe No No

gamma del
ácido
retinoico

LIS Secuencia pSJP-2 BarnH 1- Genómica Si Si
amplificada Pst 1
ensarcomas

S~] Factordc pPacSP] Alzo 1 Genómica No No
transcripción

Tabla 6 conteniendolas sondasde los genessituadosen 12q13. que hansido empleadasen lashibridacionescon el
ADN de laslineascelularesOSA y RMS-13 paracomprobarsi estabanincluidasenlas regionesamplificadasenestas
lineascelulares.
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comprendíaelalelo no-ocupadocorrespondienteal puntode recombinación3’. De estesubelónpor

digestión con AtoR 1, Xba 1, se obtuvo un fragmentode 150 pb de la zona de ADN celular

desplazadapor el ADN viral y se le llamó fragmento XR (Fig. 25 a). Simultáneamente,se

subelonó,del clon Xh12/82~.1.~,el fragmentoAtoR Ide 3,5 kb, quecomprendíael alelo no-ocupado

correspondienteal punto de recombinación5’ del locas de integraciónviral. De este subelón se

obtuvo por digestión conHind 111, AtoR 1, un fragmentode 100 pb de la zonade ADN celular

sustituidapor elADN viral, aestefragmentole llamamosRif (Fig. 25 b).

Se realizaroncinco “Southems”idénticoscon el ADN de las lineascelulares:Colo 320,

Molt 4, OSA, RMS-13 y 5W756, digerido con EcoR1 y se hibridaroncon las sondas:VPH18,

UF!, RH, 500, XR respectivamente(Fig. 30). La sondade VPH18 hibridó solo conel fragmento

AtoR 1 de 12.5 kb quecontienela secuenciade VPH1Sen la líneacelularSW756y no hibridó con

el ADN de las otraslineascelularesporqueestasno tienensecuenciasvirales integradas. La sonda

1-11-1 (punto de recombinación3) hibridó conel ADN de todaslas lineascelularesproduciendouna

bandade 3.5 kb, e hibridó también con el fragmentode 12,5 kb del cromosoma12 ocupadode

SW756.La sendaRH hibridó conel ADN de todaslas lineascelularesdetectándoseunabandade

3.5 kb, perono pudodetectarse,conestasonda,la bandade 12,5 kb del cromosoma12 ocupado

de SW756. La senda500 hibridó con un fragmentode 4,5 kb en todas las líneascelulares,en

SW7SÓademáshibridó al fragmentode 12.5 kb del alelo ocupado.Con la sondaXR se detectóla

banda de 4,5 kb en todas las lineascelulares,pero no apareciala bandade 12.5 kb del alelo

ocupadode SW756. Con la sendaS3 obteníamosexactamentelos mismosresultadosquecon la

senda1-IR, pues estánen el mismo fragmentode restricciónAtoR 1, tanto en el cromosoma12

normal comoen el cromosoma12 alterado(no se muestra).Comoquieraquela sendaRH estáen

el mismofragmentode restricciónAtoR 1 que la senda500 (quedetectael reordenamientoen el

alelo alterado)deberíadetectartambiénel reordenamientoen este“Southern”. La no deteccióndel

alelo reordenadoes indicativo de que la secuenciaquecomprendela sendaRH estádelecionada

en el alelo ocupadode la línea celular SW756. El mismo razonamientodebede hacersecon

respectoalas sondasXR y }-ll-I, puesestánen elmismo fragmentoderestricciónEcoRl y mientras

la sondaHH detectalos alelosnormal y reordenado(no-ocupadoy ocupado)la sendaXR solo

detectael alelo normal.
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3.6- LOCALIZACIÓN PRECISA DEL LOCUSPAL2 EN EL MAPA FÍSICO DEL

CROMOSOMA12.

En la actualidadse conoceel ordenen el que los grandesfragmentosdonadosen

forma de cromosomasartificiales de levadura (YACs) se suceden y se solapan

(recorriendo prácticamentetodo el cromosoma 12) constituyendo el mapa fisico

completodel cromosoma12 (Krauteret al., 1995).

Con objetode situarcon precisiónel lotusde integraciónPAL2 en el mapafisico

del cromosoma12 y poderde estamaneracaracterizarcon mayor facilidad la región

cromosómicaen la que se integróel ADN viral en la línea5W756, eraprecisorealizarla

búsquedaen una genotecadel cromosoma12 en cromosomasartificial de levadura

llamadosYAC (del ingles,yeastartificial cromosome),y así obtenerel clon o los clones

quecontuvieranel lotus PAL2. El screeningde estagenotecaserealizó en el Centrode

GenéticaHumanade la Universidadde Lovaina, (Bélgica), pues allí se disponia de

genotecasgenómicasen cromosomasartificiales de levaduray genotecasde cósmidos

especificasparael cromosoma12 humano~. Parael análisisde la genotecase utilizó la

técnica de la reacciónen cadenade la polimerasa,denominadacomúnmentepor sus

siglasen inglés, PCR. Al no conocerseel tamañode la deleciónno podíasabersesi el

lotus PAL2A y el lotus PAL2B estarían , o no, contenidasen el mismo cósmido ni

siquiera en el mismo YAC. Por lo que el análisis de la genoteca se realizó

simultáneamentecondosparesde cebadores:un par que amplificabanun fragmentode

250 pb de ADN celular en el punto de recombinación3’, comprendidopor los ADN-

cebadores:[5-TCT TGT <liGO OTA AAG GAG CAT C-3’] comoADN-cebadordirectoy

[3’-TGA CAA TAA TGC CAT GGA GCA G-5’] como ADN-cebador inverso, a este

fragmentose le llamó “amplicón-3”’ y con un par de cebadoresque amplificaban un

fragmentode 151 pb de ADN celulardel puntode recombinación5’, comprendidoporlos

siguientesoligonucleátidos:[5’-TCT GAA ITT GTC CGT TTC CTC A-3’] como ADN-

cebadordirecto y [3’-GOTCTC AAG AGO TAA CCC TIC T-5’I como ADN-cebador

inverso.A estefragmentosele llamó“amplicón-5”’.

Lasgenotecasde YACs secaracterizanporalbergarfragmentosdeADN de tamaños
comprendidosentre200 y 1000kb. los cósmidosadiferenciade los YACs sonvectores
bacterianosquealberganfragmentosde ADN de unos40 kb
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Antesde comenzarel análisisde la genotecaserealizaronreaccionesde PCRcon

cada par de cebadorespara optimizar la temperaturade anillamiento para unos

parámetrosde concentraciónsalina previamentefijados. Graciasa la naturalezade las

muestrasde ADN control que se usaronen esta primera PCR pudo simplificarse

tremendamenteel trabajo de búsquedaen la genoteca.Las muestrasde ADN que se

usaronfueron (1) ADN humanototal, (2) ADN de una línea celular hibrida que poseía

todoslos cromosomasde ratónexceptoel cromosomadocequeerahumano(Warburton

et al., 1990)y (3) ADN de unalíneacelularhíbridaqueposeíael cromosomahumano16

con unatranslocaciónen la cual sehabíasustituidola partep terminaldel cromosoma16

por la parteq terminal del cromosoma12: der.(16)t(12;16)(q13;p11.2) (Schoenmakers

et al., 1993),de tal maneraquedel cromosoma12 humanosolo existíael fragmentoque

comprendedesde el gen GADDJS3 (CHOP) en (12q13-14)hasta el telómero. La

obtención de secuenciasamplificadas 3’ y 5’ en el ADN humano total a ambas

temperaturasde anillamiento,580C y 600C; sirvió parasaberque la reacciónhabíatenido

lugara ambastemperaturas,la obtenciónde secuenciasamplificadas3’ y 5’ en la primera

de las líneas celularesmencionadas,sirvió para la confirmación de que el lotus de

integración del ADN viral se encontrabaen el cromosoma12 y la obtención de

secuenciasamplificadas3’ y 5’ en el ADN de la segundalínea celular, sirvió para saber

quePAL2 seencontrabamáshaciael telómeroqueGADD153 (Fig. 31).

Comoquieraque existíaun mapafisico de granresoluciónde la regiónULCRI2,

de 450 kb, situada en 12q13-15 inmediatamente telomérica del gen GADDJS3,basado

en 60 clones de cósmidossolapantesy contiguos(Schoenmakerset al., 1995b). Se

decidió realizar el screeningde estegrupo de 60 cósmidosobtenidosde la genoteca

LLI2NCOI (Montgomery et al., 1993) con ambos pares de cebadores,

Simultáneamente,se había comenzadoel análisis de una genotecade Mega-YACs,

llamadaCEPH-II, específicadel cromosoma12, que albergabafragmentosde unas900

kb, de una genotecade YACs específicade cromosoma12, CEPH-A (Albertsenet al.,

1990), quealbergafragmentosde unas200 kb y la genotecade cósmidosespecíficade

cromosoma12, LLI2NCOI.

De les 60 cósmidossolapantes,ordenados,queconstituyenel mapade la región

ULCRI 2, cinco, localizadosen el extremo de ULCR12 más cercanoal centrómero,

resultaronserpositivostantoparael par de cebadores 5’ como parael par de cebadores
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A 150 kb en direcciónal telómero,de los cósmidospositivosen el screeningse

encuentrael primer exón del gen HMGI-C, que codifica una proteína estructuraldel

complejode transcripciónde muchosgenes,que ha sido relacionadarecientementecon

la patología de tumores benignos de tipo mesenquimal (Ashar et al., 1995;

Schoenmakerset al, 1 995b).

TELÓMERO
Isla
OpG

321 <.~ E%ones PAL2

HMGI- C

1601b 75K1 50kb

Fig. 33: Mapa a escaladel fragmentode ADN genómicoque contieneel gen HMGI-C y el locus de
integraciónde VPHl8 . PAL 2

3.6a-Caracterizacióndel cósnildotO7E

Los cósmidos107E2, 103E12y 206C9 son tresde los cósmidospositivosen el

streeningtanto por PCR,con ambosparesde ADN-cebadores,como por hibridación,

con las sondasdel “amplicón-3”’ y del “amplicón-5”’. Los cósmidos107E2 y 103E12

resultaronseridénticos(fig. 34 e, d, e) (solo se muestrauno de ellos) y el clon 206C9

distinto (Fig. 34 b).

El mapa de restricción del cósmido 1 07E2 se realizó por hibridación con los

cebadoresT3 y T7 de los productosde las digestionesparcialesdel inserto con las

endonucleasas:Eto R 1, PsI 1, Hínd III, BamH 1, y posterior interpretaciónde los

resultadosmedianteel empleode la gráficaquerelacionala distanciarecorridaen cm con

el Iog del tamañodel fragmentoen paresde bases.(Fig. 35). El error en los tamañosde

los fragmentosde restricciónobtenidoscon estemétodo es mayor cuando se analizan

cósmidosque cuandose analizanclonesde fago lambdaya que los cósmidostienenel

doble de tamañoy la resolución de los fragmentosde ADN en gel de agarosaes

deficiente. Sin embargoa pesarde la imprecisión en el mapadel cósmido 1 07E2 se

encontrarongrandeszonasde alta homología,cuandoéstesecomparócon los mapasde

los clonesde lambdaXhl2/82p.n, Xh12/1500y XhI2/32500.
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Los clonesXh12/1~y Xh12/32s~erancompletamentesuperponiblesal extremo

del insertocercanoa la secuenciadel oligonucleótidoT3 del vectormientrasqueel clon

Xh12/82~,y >Y4 erasuperponibleal extremodel insertocercanoa la secuenciaT7 (Hg.

37). Perosorprendentemente,la orientaciónrelativaen la que seencontrabanlos clones

eraopuestaa la quesehabíapostuladobasadaen la estructuray las secuenciasdel clon

híbridoviral-celular2Á2QHP.Estosresultadossolo puedenexplicarsesuponiendoquela

reorganizaciónque ocurrió durantela integracióndel ADN viral fue máscomplejaque

una simple deleción, y en ella entraronen juego inversionesde secuencias.En este

reordenamientocomplejo, podía tener su origen la aparición de la secuenciade 17

nucleótidosen el extremo5’ del ADN viral que no tiene homologiacon la secuenciadel

alelo germinal,PAL2A,ni conla secuenciadel ADN de VPH 18.

Punto de Punto de
recombinación recombinación

a)BH PSfR HScP P PRP R P R HP

Y

Cen Tel
RRRHSHH PHBH E Fis R R lkb

b) c)

1) RH{H MX lUN SpABXHXN ~jsjq~ ~z~
3’5’ 1 ‘1’~’ l~, 3’ 5’

— XR 5 FiN HSAN .21 XK 3< SpXX 3<

1 kb í kb

Fzg 37 Mapasdc restricción del cósmido 107E12 (a) de los clones de lambda Xbl2/32~06 (b) y

?~hl2/82~m<e): SJ7 ¡ (St). BamH1(B). EcoR¡(E). Huid [II (E).Psi 1 (P),Xba1 (X)Spe¡(Sp),Sae1(5)

3.6b- Localización del oligonucleátido de II pb en el cósmido 184A9

Con objeto de localizarla procedenciade la secuenciade 17 nuclcótidosdel clon

pHH, que no presentabahomologíacon las secuenciasviralesni con las secuenciasdel

clon germinal o no-ocupadocorrespondiente,?AL2A (secuenciaen negrilla de la Fig.

27). Se disefió un experimentobasadoen la hibridacióncon un oligonucleótidosintético

de 17 pb y secuenciaidénticaa la problema,marcadoen el extremo5’ cony-
32P-ATP.
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Fig. 39 a) Localizaciónde la secuenciadesconocidade 17 nucleátidos.antesy después de la integración
~iral.
b) Esquemaa escalade la regiónULCRI2. indicandolaposiciónde losexonesdel genH3IGJ-C. de las
STS 12-RM33.STS12-RMS3.STS 12-RM99y SIS 12-RM76y de los cósmidos107E2y 184A9

.

3,7-¿ESTAAFECTADOEL GENHMGJ-CEN LA LINEA CELULAR 5W756?.

Dadala proximidaddel primer exon del gen HMGJ-C al sido de integraciónde]

ADN viral y sabiendoque en el lotus de integración viral había tenido lugar una

complejareorganizaciónque incluía delecionesde materialgenético,seanalizóla posible

implicación de este gen, asociado a la patología de tumores benignos de tipo

mesenquimal,en el tumormaligno de tipo ectodérmicodel que provienela líneacelular

SW756.El análisisseabordódesdedosperspectivas:(1) Detecciónde variacionesen la

expresióndel gen J-JMGJ-C en la línea celular SW756, por medio de la técnica de

“Northern” con el inconvenientede que la expresiónde HMGI-C estanbajaen todoslos

tejidos y lineas celularesque es indetectablepor medio de estatécnicapor lo que solo

podríanapreciarseincrementosen la expresióny no disminucionesy tampocosedisponía

de anticuerposparala detecciónde la proteínapor técnicasbioquímicas.(2) El análisis

de alteracionesen la estructuradel ARN mensajero, basado en la técnica de la

amplificación por PCRdel extremo 3’ del ADNc del gen HMGI-C (3’-RACE) ya que
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estatécnicaseha aplicadocon éxito paradetectarmensajerosquiméricosdel genHMGJ-

C con secuenciasectópicas,en lipomasy hamartomas,con transiocacionesque afectana

la región cromosómica12q13-15.

3.7a- Expresióndel gen HMGI-C en la línea celular SW756

Se preparóARN de las líneas celularesderivadasde carcinomasde cervxx:

SW756, HeLa, C41, SiHa. Todasestaslineas celularesposeensecuenciasde ADN de

VPHI 8 integradasen su genomaexceptoSiHa que poseesecuenciasde VPH16. SW756

es la única línea celularque poseelas secuenciasvirales integradasen 12q13-15,por lo

queesla únicaqueha sufridounareorganizacióngenómicaen la región 12q13-15,como

control positivoseusóel ARN de unalíneacelular provinientede un hepatomallamada

Hep-3B, que sobreexpresa el gen HMGJ-C de tal maneraque su ARNm esfácilmente

detectableen “Northern”. 10 ~ígde ARN de cadauna de estaslíneascelularesfueron

fraccionadosporelectroforesisen un gel de agarosaal 1.5% conteniendoformaldehido,

transferidosa membranade nylon y fijados por calor. La membranase hibridó con una

sonda del gen HMGI—C (Schoenmakerset al., 1995). Tras exponer 6 días la

autorradiografiasolo pudo detectarsela bandadel ARNm del gen HMGI-C de la línea

Hep-3B. Indicando que la cercanía del ADN viral al gen HMGI-C en la línea celular

SW756no producíaun aumentodetectablede su expresión(Fig. 40 ay b).

3.7b-Amplificación porPCR del ADNc del genHMGJ-C

Esteexperimentose realizócon el ARN de la líneacelular SW756, el ARNde la

líneacelular SiHa como control,ya queestalíneacelularno tienealteracionesen 12q13-

15. Parala obtencióndel ADN complementarioseusó la enzimatranseriptasaen reverso

RT- SuperScript®y un cebadorcomercial,inespecifico,de lacasaGIiBCO BRL llamado

“AP2” (adapterprimer) que se une a todaslas cadenasde polí A del extremo3’ de los

ARN mensajeros. Una vez obtenido el ADNc de SW756 y SiHa, se realizaron 3

reaccionesde PCR sobreel ADNc de 5W756 y 3 sobreel ADNc de SiHa, empleando

tres cebadoresdirectos,obtenidosde la secuenciade los tres primerosexonesdel gen

HMGI-C’, amplificándoseespecíficamentelos fragmentosque se extendíandesdecada
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uno de los cebadoresde] gen HMGI-C, hastaun cebadorinversouniversa], comercial,

llamado “UAP2”(universal amplification primer 2), de la casaGIiBCO BRL. En esta

reaccioneslas secuenciade los ADN-cebadoresdirectosespecíficosdel genHMGI-C fueron:

[5-CTT CAO CCC AGO GAC AAC-3] (reacciónA1). [5’-CAA GAG OCA GAC CTG

GGA-3’] (reacciónA2). [5-AAC AAT OCA ACT TTT AAT TAC TG-3’] (reacciónA3).

Usando como ADN-molde una dilución 1/10 del producto de cada una de las

reaccionesde la faseA, se realizó una segundafase, faseB, de PCRs. En todas ellas se

empleó de nuevo el cebadorinverso,universal,UAP2 y tres cebadoresdirectosespecíficos

del gen JJMGJ-Cdistintos de los de la fase A, diseñadosde tal maneraque su secuencia

estuvieraincluida en los fragmentosamplificadosen la primerafasede PCHS. EstosADN-

cebadoresfueron B1: 1j5’-CUA CUA CUA CUA CGC CTC AGA AGA GAG GAC-3’],

ADN-cebadorB2 ¡j5’-CUA CUA CUA CUA GTT CAO AAGAAG CCTGCT-3’J,y ADN-

cebadorB3: [5’-CUACUA CUA CUA TIO ATC TGA TAA OCA AGA OTO 00-3’].

Tras la reacción,sefraccionóporelectroforesisen gel de agarosay secompararon

las bandasque se obtuvierona partir del ARN de la línea celular Sil-la con las bandas

obtenidasa partir del ARN de la línea celular 5W756, solo las bandasque fUeran

diferentespodríancorrespondercon transcritosaberrantes(Fíg. 41).

Seextrajo el ADN de la agarosade las bandasqueaparecíanen los productosde

la PCR de SW756y no aparecíanentrelos productosde la PCR de SiHa y se ligaron al

plásmido pAMPI ~>, Gibeo BRL. Se transformaronbacteriasDH5a competentesy se

preparó A.DN de las colonias recombinantes.12 clones fueron secuenciadospor el

personaltécnicodel laboratoriodel Prof Van de Ven, en el Centrode GenéticaHumana

de la Universidad de Lovaina (Bélgica), usando el método de terminación por

dideoxinucleótidosy los reactivoscomercialesde la casaPharmacia¡LKB,analizandolas

reaccionesen un secuenciadorautoáticoALE DNA sequencer®(PharmaciaBiotech), no

encontrándosequeningúnADNc queproviniesede un ARN de fusión aberrante.

La diferenciaentrelas bandasobtenidascon el ADNc control y el provinientede

la líneacelular SW756erandebidasa artefactosproducidosporprocesamientoaberrante

del ARN, en los quela secuenciadel genHMGJ-Cserompíaen un punto pero volvía a

reiiciarse en otro punto del tercer o cuarto exon del mismo gen. Este tipo de

procesamientoaberrantedel ARN ya se habíadescrito para casosde lipomas en la
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4.-DISCUSIÓN
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La carcinogénesises un procesoescalonadoen el quepuedendistinguirsevarias etapas,

cadaunade lascualesconstituyela manifestaciónfenotípicade alteracionesen determinadosgenes

celulares,comopudo demostrarseen el estudiodel cáncerde colon (Fearony Vogelstein,1991),

de mama (Biéche y Lidereau, 1995) y glioma (Louis y Gusella, 1994). La caracterizacióny

donaciónde alteracionescromosómicasrecurrentesseutiliza en la actualidadparala identificación

de genes relacionadoscon algún aspectodel fenotipo tumoral, en todos los tipos tumorales

(Mitelman, 1994). Estasalteracionespuedendetectarseen forma de translocaciones,deleciones,

amplificaciones,o mutacionespuntuales.

Existeun grupode tumoressólidoshumanoscuyaapariciónen el individuo estáasociadaa

procesosinfecciososprevios,con ciertostipos de virus. Estosson: los carcinomasgenitales,que

estánasociadosala infecciónpor algunostipos del virus del papilomahumano(Díirst et al, 1983;

Boshart et al, 1984; Schwarzet al 1985) y los carcinomashepáticosque estánasociadosa la

infección por el virus de la hepatitisB (Matsubaray Tokino, 1990).En las célulasde estosdos

tipos de tumores,como enlas del restode tumoressólidos, puedendistinguirsevariasetapasque

seránentreotras: inmortalizacióncelular, crecimientoindependientede anclaje,y la adquisiciónde

la capacidadde proliferar en tejido extraño.Cadaunade estasetapasconstituyenla manifestación

fenotípica de alteracionesgenéticas concretasque es preciso desentrañarpara llegar a la

comprensiónde la naturalezadel cáncer(Chenet al. 1993).

La integraciónde secuenciasdelos virus tumoraleshumanosenel genomacelularno forma

partedel ciclo de vida estosvirus es, sin embargo,un fenómenocomúnmenteobservadoen las

célulasde carcinomasgenitalesy hepáticos(Popescuet al 1990; Lazo et al, 1992; Matsubaray

Tokino, 1990).En carcinomascervicales,sedetectansecuenciasde VPH en el 990/ode los casos

analizados(mr Hauseny de Villiers. 1994; Matsukuray Sugase,1995). La integración viral

constituyeuna característicaclona] de las célulasde un tumor. En los carcinomasgenitales,la

contribucióndel fenómenode la integraciónviral a la progresióntumoral puedeobservarsedesde

dosaspectos:

j0) A travésde la integraciónseobtienela expresiónconstitutivade los oncogenesvirales

E6 y E7 entodaslas célulasdel tumor(Schneider-Gádickey Schwarz, 1986; mr Hausen1991),

inclusoseha detectadomayorvida mediade los ARNm virales E6 y E7 cuandoel ADN viral está

integradoquecuandoseencuentraen su fonnanativa (episomal)(Jeony Lamben.,1995).De esta

manera,la integraciónsuponeunamutacióndominanteen la célula,ya quela expresiónde estos
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dos geneses imprescindibleparael desarrollodel carcinomagenital (salvo excepcionesen las

que se han detectadomutacionesen el gen 7P53, Park et al., 1994; Cannistra et al., 1996), de

hechounacaracterísticadiferencialentrelos carcinomasgenitales,VPH positivosy el restode los

tumoresepitelialesesquesonindependientesde mutacionesengenessupresoresde tumorescomo

TPS3 (Furihataet al., 1995). CDKN2 (Kelley et al., 1995) y en protooncogenescomo RAS

(Moyet-Lalle et al, 1995;Tenti et al., 1995).No es necesariala mutaciónde estosgenesya quelas

proteínasoncogénicasE6 y E7 de los virus del papiloma de alto riesgo producenefectos

fenotipicos semejantesa estas. Con frecuenciaseobservaque los genesvirales integradosestán

ademásamplificadosindicandoestehechola fuertepresión selectivaen la expresiónde los genes

E6 y E7 (Jeonet al., 1995).

20) La expresiónde los oncogenesviralesaunqueimprescindible,no es suficientesiquiera

para que una célula adquiera la propiedad de la inmortalización, como se deduce de los

experimentosde carcinogénesisin vitro llevadosa cabopor R. Sehiegelet al. (1988),en los que

observóquela inmortalizacióncelulareraun fenómenopocofrecuentecomparadocon la eficiencia

de la transfeceiónde las secuenciasvirales. Baséndoseen estos datosy tras la realizaciónde

experimentosde transfeccióny fusión celular, Chen y colaboradores(1993), afirman que en la

inmortalización celular por VPH16 y VPH18 es necesaria,ademásde la expresión de los

oneogenesE6 y E7, la activacióno inactivaciónde otrosprocesoscelularesa travésde alteraciones

en genesde fenotiporecesivo,Sugiriendoel siguientemodelode carcinogénesiscervical /» i’itro,

queexplica en parte,el importantísimoefecto sinérgicode los carcinógenosquímicosy fisicos en

los tumorescervicales,debidoa su podermutagemeo.

Célulasepitelialesnormales
alteraciónno genética.dominante,por VPH
(secuestrode p53 ; pRE porE6 y E7)

Mutacionesrecesivas

(Bastantesprocesos.perounodominante)
Inmortalízación

Mutaciónrecesiva 4’
(probablementeunúrnco proceso)

Crecimiento independientedeanclaje

Mutaciónrecesiva 4’
Célulacancerígena a

Recientementeha podido establecerseuna relaciónentre delecionesde ADN en el sitio

frágil cromosómicoFRA3B, provocadaspor carcinógenosquímicoscomolos del humodel tabaco,
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con la pérdidao inaetivacióndel gen, recientementedonado,FHIT (Otha et al.,1996) y el

probableaunqueaunno demostradoefectoquetienela pérdidade estegen,en la desregulacióndel

ciclo celular y por tanto en las primerasetapasde la progresióntumoral (Pennisi, 1996).El sitio

frágil FRA3B es ademásuno de los latí donde se ha detectadointegraciónde secuenciasde

VPHIS en un carcinomade cervix (tabla3) (Wilke et al, 1996).

A la vista de lo expuestoanteriormentese deduceque es importantela deteccióny

donaciónde cambiosenel ADN de las célulasde tumorescervicalespuespuedensercausantesde

alteracionesen genescuyamanifestaciónfenotípicava determinandocadaetapade la progresión

tumoral (Jesudasanet al, 1995; Mullocandov et al., 1996). Una de las alteracionesmás

significativas,de estostumores,vienedadaporla integracióndel ADN viral en el genomacelular.

La integraciónviral seha estudiadoa nivel molecularen un númerode casosde carcinomay de

líneascelularesderivadasde estos(Matsukaraet al., 1986;Bakeret al., 1987;Schneider-Maunoury

et al., 1987; el Awady et al., 1987; Choo et al., 1990; Kalin et al., 1994; Bauer-Hofinannet al.,

1996), no encontrándosehomologíasignificativa, entre las secuenciasviralesy las secuencias

celularesen el locas de integración,necesariaparala recombinaciónhomóloga.Másbien parece

quesetratade un fenómenoderecombinaciónilegítimaen el quesepierdeunafraccióndetamaño

variabledel genomaviral, detectándosetambiénpérdidasde secuenciascelularesen todoslos casos

estudiados.

En experimentosde transfecciónde secuenciasde VPH, ¡u vítro y posterioranálisisde los

¡crí de integración, llevados a cabo por Smith y colaboradores(1992), se observóque las

secuenciasviralesseintegrabande maneraaparentementealeatoriaen cualquiercromosomapero

siempreen regionescercanasa sitios frágilescromosómicos.Sin embargo,en el númerocreciente

de casosen los que se estudiala localizacióndel locasde integraciónviral ¡u vivo, seobservala

existenciade latí preferidosparala integración,posiblementeporquede todoslos posibleslatí de

integraciónviral, seseleccionanlos quemáscontribuyena la progresióntumoral.

La hipótesisquerelacionalas alteracionesqueseproducenen el locasdeintegracióncon la

progresiónmalignase basa en fundamentalmenteen dosobservaciones:a) En la mayoría de los

casosestudiadosla integraciónseproduceen unaregióncromosómicaasociadaya con el fenotipo

tumoral, tanto por conocerseuno o más oncogenesque seencuentranlocalizadosen ese área

(Dúrsteta] 1987;Popescuet al 1990,Couturieretal., 1990)comopor tratarsede unaregiónen la

que frecuentementese observanaberracionescromosómicasasociadasa otros tipos de tumores

(recopiladoen Lazoeta] 1992,Wilke et al., 1996).En el escasonúmerode casosen los que seha
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estudiadola localizacióncromosómicade las secuenciasvirales integradas,se hanencontrado

dos regionesrecurrentespara la integraciónviral, estasson: 8q24 en la cual se han localizado

secuenciasviralesde VPH16y VPHT8en cincocasosde carcinomasprimarioso delíneascelulares

derivadasde éstos(Couturieret aL, 1991)y 12q13-15en la que se han localizadosecuenciasde

VPH en doscasos(recopiladoenLazo etal 1992;Sastre-Garauet al, 1995).Estahipótesisestaría

en concordanciacon las observacionesrealizadaspor Tsichlis y Lazo (1991) en oncogénesis

experimentalpor retrovirusno transformantes.

La región cromosómica12q13-15estáafectadaporla integraciónde secuenciasde VPH

en doslineascelulares;SW756derivadade un carcmomacervicalinvasivo (Freedmana al 1982),

y SK-v derivada de una neoplasiavulvas pre-invasiva (Schneider-Maunouryet aL, 1987),

conteniendosecuenciasde VPHl8 y VPHI6 respectivamente.En el caso de 5W756 existen

evidenciascitogenéticasde la pérdidade unabandacromosómica,en el lotus de integraciónde

VPH 18 (Popescuy DiPaolo, 1990).Esta observaciónmicroscópicasugierela existenciade una

delecciónde gran tamaño,fenómenoqueen célulascancerígenasse asociaa la posiblepérdidao

inactivaciónde un gensupresorde tumores(Knudson,1993).Es de granimportanciael hechode

quesehayandetectadoaberracionescromosómicasen la región 12q13-l5asociadasa una seriede

tumores sólidos, tanto malignos como benignos. Los tumores malignos implicados son:

liposarcomasmixoides con translocacionesqueafectanal gen del factor de transcripciónCHOP,

llamadoGADD153, (Rabbitts, 1993), melanomamaligno de tejidosblandoscon translocaciones

que afectanal gen del factor de transcripciónATF-1 (Zucman et al, 1993) y un subgrupode

sarcomas(Oliner et al, 1992)y de gliomasmalignos(Reifenhergeret al, 1994)con amplificaciones

de secuenciasqueincluyenvariosgenescomolos de las quinasade ciclinaCDK4 (Demetricket al,

1994), los de la proteínade membranaSAS (Jankowskiet al, 1994), y el protooncogenMDM2

(Oliner et al, 1992).Entre los tumoresbenignossehanencontradoamplificacionesdel genGil en

gliomas(Kinzel et al., 1989),translocacionescromosómicasen 12q13-15en multitud de tumores

de origen mesenquimalentre los que destacan:leyomiomas uterinos, lipomas y adenomas

pleomórficosde lasglándulassalivares(Schoenmakerset al 1994).Los puntosde recombinación

de las transiocacionesde estostumoresbenignoshan sido recientementelocalizadasen unaregión

de 1,7 Mb llamadaMAR (Multiple AberrationRegion)situadaen 12q14-lS(Van de Ven et al.,

1995),dentrodela cualha podidolocalizarseun gen,el H.MGI-C, cuyo marcode lecturaabierto se

encuentrainterrumpidopor translocacionesen un númerode lipomas, adenomasy harmatomas

estudiados(Asharet al., 1995,Schoenmakersa al, 1995 b; Kazmierczaka al 1996).
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Otras anomalíascromosómicasde la región 12q13-15,aun no bien caracterizadas,

incluyenpérdidade heterocigosidad(enla región 12q13-qter)detectadaennúmerosignificativo de

seminomas(Murty et al, 1994).Laspérdidasdeheterocigosidadsonconsecuenciade delecionesen

uno de los alelosy su presenciaen célulascancerígenaspuedeserindicativade la existenciade un

gensupresordetumoresendicho lotus. Se hadetectado,también,supresióndela tumorigenicidad

en un experimentorealizadocon célulasde cáncerde próstataencultivo, a las quesetransfectóla

regióncromosómica1 2pter-q13 (Bérubéet al, 1994).Estaobservaciónesindicativade la presencia

de un gen supresorde tumoresen estaregión, si bien en estecaso el posible gen supresorde

tumoresquedaríaen una región más cercanaal centrómeroque el hipotético gen supresorde

tumoresen seminomas.

Entreotrasanomaliasde la región 12q13-15asociadasal fenotipotumoralcabemencionar

la existenciade un casode carcinomahepáticoen el quela integraciónde secuenciasdel VHB ha

sidodetectadaenla región 12q13 (Matsubaray Tokino, 1990).

Todaestariquezade anomalíascromosómicasenla región 1 2q13-15ha sido determinante

enel interésqueha llevadoa la donacióndel locasde integraciónviral en la linea celular SW756.

En estetrabajose describetanto la donacióndel lotus de integracióncomo su correspondiente

alelo no-ocupado (PA.L2), detectándoseun complejo reordenamientogenómico que incluye

inversionesy delecionesde secuencias.El reordenamientoque sufre el área adyacentea las

secuenciasviraleshacede la integracióndel ADN de VPHI8 en SW756 un fenómenointeresante

para el estudio molecular, no solo porque aparezcansecuenciasexógenas,integradas,con

demostradopoder oncogénico, sino porque las delecionese inversionesque tienen lugar a

consecuenciade la integraciónpuedenserla causade alteracionesen e! mareode lecturaabiertade

algúngen importanteen el funcionamientocelular.Porestarazónfue analizada,por medio de la

técnicade “Southern”,la posiblealteraciónde granpartede los genesrelacionadoscon el fenotipo

tumoral que han sido localizadosen la región 12q13-15 hastael momento, no detectándose

alteracionesen ninguno de ellos a causade la integracióndel genomaviral, en la linea celular

SW756.

Pormedio del análisisde secuencia,seestudióla presenciade áreascodificantesenel ADN

celular inmediatamenteadyacenteal lotus de integración(PAL2), observándoseque el genoma

viral no interrumpedirectamenteningunasecuenciacodificante.Esto no descartala posibilidadde

quelas secuenciasviralesesténintegradasen el intrón de un gen, o la posiblepérdidade un exón

enteroo más,a causade la deleción.
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Conocidoslos 300paresde basesflanqueantesa las secuenciasde VPHl6 integradas

en la región 12q14-15en la linea celular SK-v (Schneider-Mounouryet al., 1987)se realizó el

análisis comparativoentredichas secuenciasy las flanqueantesal ADN viral en la línea celular

SW756 (secuenciaPAL2A y secuenciaPAL2B). No detectándosehomologíasignificativa entre

ellas.Esteresultadoestáenconcordanciacon lasobservacioneshechaspor otrosautores(Bakeret

al., 1987;el Awadyet al., 1987;Choo et al., 1990;Smith eta]., 1992;Bauer-Hofrnannet al., 1996)

que no detectanla existenciade secuenciasdianapara la integracióndel ADN de VPH en el

genomacelular.

Se localizóel lotus PA.L2,con exactitud,en el mapafisico del cromosoma12 (Krauteret

al., 1995). En un primer análisisse detectóque dicho lotus se encontrabafuera de la zona que

comprendelas secuenciasamplificadas, en 1 2q13-15, de las lineas celularesprocedentesde

sarcomas:OSA y RMS-13. Un análisis posteriorbasadoen el screen¡ngde una genotecade

cósmidosdel cromosoma12 hizo posible la localizaciónprecisadel lotus en el mapafisico del

cromosoma12, entrelos marcadorespolimórficos D1251585y D12S1649dentrode la llamada

regiónMAR (Mutiple AberrationRegion)(Van de Ven et al, 1995) a 150 Kb del primer exondel

genHMGI4’. En la figura 42 semuestrala localizaciónrelativadePAL2 enla región1 3q 13-15.

El genHMGI-C seencuentrasobreexpresadoen tumoresmalignosde tipo mesenquimal,

como el carcinomahepáticoe interrumpidopor translocacionesen algunoscasosde tumores

benignosde tipo mesenquimal,no seencuentra,sin embargo,sobreexpresadoen la línea celular

SW756 Al estudiarsela posiblealteracióndel marcode lecturaabiertadel genHLvIGI-C en la línea

celular SW756 por alteracionesen su genomadebidasal complejo reordenamientode secuencias

quetuvo lugardurantela integraciónviral, no pudo detectarsela existenciatranscritosaberrantes.

El no detectaraumentoen la expresióndel genHMGJ-Cen la linea celular SW756, así como la

imposibilidad de detectartranscritosaberrantesdeéstegensoncircunstanciasquesugierenunano

implicacióndeHMGI-C enel carcinomadecervix del quederivala líneacelular5W756.

Es sin embargoaltamenteprobablela existenciade genesrelacionadoscon el control del

funcionamientocelular, situados en 12q13-IS, que aun no hayan sido donados,ya que la

localizacióny donaciónde genesimplicadosen el fenotipotumoralconllevaun largoproceso,que

en ocasiones,requiereel análisisde multitud de muestrasclínicas,seguidode estudiosmoleculares

queterminanen la “donaciónposicional” del gen. Estaempresaquedafuera de los objetivos de

estetrabajo,cuyo propósitoesel análisismoleculardel fenómenode la integraciónviral enun caso

concretoy la localizaciónprecisadel lotus de integraciónPAL2 en el mapafisico del cromosoma
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12. Sentandoasí las basesparaestudiosposterioresque habránde desvelarquégenesestán

alteradosen el carcinomade cervix del que procedela lineas celular SW756. Uno de ellos

posiblementeseael alteradoporel propio genomaviral al integrarse.
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En lo referentea los genesviralesintegradosla líneacelular SW756,es un aspectoqueha

sido ya estudiadopor otrosgruposy su estudiono era el objetivo primordial de estetrabajo, sin

embargoha podido confirmarsepor el análisis directo de las secuenciasel patrónde rupturadel

genomaviral propuestoporA. Shneidr-Gádickey E. Schwarzen 1986. Se ha estudiado,pormedio

de la técnicade “Northern”, la expresiónlos genesE6, E7 y El observándoseque dan lugar a

transcritosaberrantesdebidoa queposeensecuenciascelularesen el extremo3’. No detectándose

transcripcióndel genE2, en concordancia,también,conlos experimentosde A. Shneidr-Gádickey

E. Schwarz.1986. Estascaracterísticasen el patrónde expresiónserepitenen la inmensamayoría

de los casosde integraciónde secuenciasviralesen cánceresgenitales,y confirmanla existenciade

una fuerteselecciónen la expresiónde los genesE6 y E7 que semanifiestatambién por la no

expresióndel inhibidor de sutranscripciónel genE2.

Se ha confirmadopor análisisde secuenciaquelasdosterceraspanesen el extremo5 del

genE2 sehan delecionadoduranteo despuésdel procesode integraciónen el genomacelular y el

1/3 restantede su mareode lecturaabierto,ha quedadolocalizado5’ delas secuenciaspromotoras

virales, URR o LCR, por lo que estegen en ningún casohubierapodido transeribirsedesdeel

promotor viral, como quiera que al gen le falta la mayor parte de su secuencíadel extremo 5’

tampocopodrá transcribiesedesde promotores celularesadyacentes.El gen El se encuentra

situado 3’ de las secuenciaspromotorasviralesURR o LCR por lo que setranscribedesdeel

promotor viral, sin embargo,el último tercio del marco de lectura abiertade este gen está

delecionadopor lo que el gen El esaberrantey de traducirsela proteínano seráfuncional. La

proteínaEl tienefunciónen la replicacióndel ADN viral.

Estosresultadosse compararoncon los publicadospor Schneider-Manouryet al., (1987)

en losquedescribenlas secuenciasviralesintegradasen la región 1 12q14-15en la linea celular5K-

it observándosequeel patrónde integraciónes sensiblementediferenteya que aunqueen ambos

casosseconservanlas secuenciasreguladorasURR o LTR y las de los genesE6 y E7 (al igual que

en el resto de los casosde integraciónde secuenciasde VPH estudiados)en el genomaviral

integradoen la linea celularSK-i’ la rupturaseproducedel nucleótido3661 al nucleátido4474 de

la secuenciade VPH16, esdecirde la mitad de los genE2 y E4 ala mitad del gen estructuralL2,

quedandocompletamentedelecionadoel genES.

El siguienteestudioa realizarserála comparaciónentreel lotusPAL2 y el afectadopor la

integraciónde secuenciasde VPHI 6 en la línea celular 5K-y. Paraello espreciso localizar con
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exactituden el mapafisico del cromosoma12 el lotus de integraciónen 5K-y, como se

describeen este trabajo con PAL2. Puesespoco probableque la coincidenciade dos latí de

integraciónviral se deba solo al azar,y la repeticiónde alteracionesgenómicasen una región

cromosómicaendistintoscasosde un mismotipo detumoresclaveparala identificaciónde genes

relacionadoscon la progresiónde dichostumores.

4.1 - MODELO DE CARCINOGÉNESISGENITAL ASOCIADA A LA INFECCIÓNPORLOS

GENOTIPOSDE VPH DE ALTO RIESGO.

Aunqueaunno sehandetectadoningunadelas alteracionesgenéticasqueintervienenen la

progresión del cáncer genital se sabe que deben existir alteracionesde genes concretos,

responsablesde la progresiónmalignaen cadaetapadel tumor. La integraciónviral causauna

alteraciónen el genomaquepuedeser responsablede la progresiónen algunade lasetapas.Al no

conocerseen qué momentose producela integración,no puededeterminarseen qué etapadel

procesointerviene.Esde granimportanciacaracterizarla alteraciónquese produceen el genoma

en un gran segmentoalrededordel punto de integración,ya quelas reorganizaciónquetienenlugar

son complejasy puedenafectara geneslocalizadosa gran distancia.Hastaeste momentono ha

sido posibleesteabordajey los estudiosmolecularesprevios sobreel lotus de integraciónde los

VPH se limitaban a estudiarla secuenciaen el punto de recombinación.Graciasal progresivo

conocimientodel genomahumanoestásiendoposiblecaracterizaralteracionesqueabarcangrandes

segmentosde ADN, es necesariovalersede estonuevosconocimientosen el estudiodel efectode

la integraciónviral sobrela progresiónmalignaparallegar a conclusionesconcretasqueayudena

desvelarlasrutasimplicadasen lasdistintaetapasde la carcinogénesisgenital,comoya seha hecho

con otros tipos de procesosmalignos. A continuaciónse exponeun esquemade las fasespor las

quepodríatranscurrirel tumory los posiblesmomentosen los quepodríaintervenirla integración

viral. Estemodelose basaen los datosbibliográficossobrecarcinogénesisgenital clínica,estudios

iii x’ifro con líneascelularesderivadasde muestrastumoralesy estudiosmolecularesy citogenéticos

de los ¡ti de integraciónviral.
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5.-CONCLUSIONES
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1- Se ha donadoel lotusde integraciónde VPH18 en la linea celular 5W756, denominado

PAL2 y se han secuenciadolos puntos de recombinaciónentreel ADN viral y el ADN

humano,encontrándosequela rupturadel genomacircularviral habíatenido lugarentrelos

nucleótidos2643 y 3418 resultandoen una deleción de 775 pb del ADN viral, que

comprendenel último tercio del marcode lecturaabiertadel genEl y la casi totalidaddel

marcode lecturaabiertadel genE2.

2- La secuenciacelular flanqueante3’ (parte celular del clon pSOO) y la secuenciacelular

flanqueante5’ (partecelular del clonpHH) seencontrabanseparadasantesde queel ADN

viral se integraseya que detectanfragmentos de restricción distintos, con todas las

endonucleasasanalizadas,en el ADN deunacélulaqueno tienealteracionesen estaregión

cromosómica.

3- Se handonado,en fago lambda,los aletosgerminales,o no-ocupados,correspondientesa

los puntosde recombinaciónviral-celular5’ y 3’ en la líneacelularSW756,

4- Los clonesde fagolambdaquecomprendenel alelo germinalcorrespondienteal puntode

recombmaexon5, (locasPA.L2A) y al punto de recombinación3’ (locasPAL2B), no son

solapantesen ningúnpuntocomoha podidoobservarsepor comparaciónde sus mapasde

restricción.Estehechollevó a suponerla existenciade una deleciónmayorde 12 kb en el

lotus de integraciónviral en la lineacelular5W756.

5- Se ha observadounatotal identidadde secuenciasentrela partecelulardel fragmentoque

comprende el punto de recombinación 5’(secuencia celular del clon pHH) y su

correspondientegerminal(secuenciaPAL2A), y entrela parte celular del fragmentoque

comprende el punto de recombinación 3’ (secuenciacelular del clon p500) y su

correspondientegerminal (secuenciaPAL2B). Debe mencionarse,sin embargo, la

existenciade una secuenciade 17 pb en el punto de recombinación5’ que no tiene su

homólogoen el la secuenciaPAL2A, sugiriendoestehecho,quela integracióntuvo lugar

envariasetapasy escompleja.
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6- No existehomologiasignificativaentrelas secuenciasviralesy las celularesen los puntos

derecombinación5’ y 3’, indicando,estehecho,quela recombinaciónquetuvo lugarentre

las secuenciasviralesy lascelulares,duranteel procesode integracióndel ADN viral, fue

detipo no homólogao ilegítima.

7- El lotusPAL2 no seencuentraincluido enlasáreasamplificadasquesedetectaen la región

cromosómica12q13-l5,en los sarcomasde los queprovienenlas lineascelularesOSA y

RMS-13.

8- La integracióndelADN de VPH18 y las reorganizacionesgenómicassubsiguientesno han

tenido efectosaparentesenla estructurade otros latí oncogénicoslocalizadosen la misma

región cromosómica,12q13-15.Los genes:GADDJS3(CHOP), WNTJ, ITGB7, RARG,

SP], A YE], ERBB3,CDK2, CDK4, GLÍ, SASy MDM2 no se encuentranalteradosen

5W756.

9- Se hadonadoun fragmentode ADN genómicode 40 kb queconteníalas secuenciasde los

alelos germinales correspondientesa los puntos de recombinaciónviral-celular: 5’,

secuenciaPAL2A, y 3’, secuenciaPAL2B. El nombre del clon cosmidico es 107E2 y

ambassecuenciasestánsituadasen sendosextremosde su inserto,separadaspor 30 kb de

ADN genomico.

10- La secuenciade 30 kb entrelos latí PAL2A y PAL2B no está delecionadaen el alelo

ocupadode 5W756, la región delecionadaen dichoalelo se corresponde,en el alelo no-

ocupado,con dosregionesdistintasseparadaspor la secuenciade 30 kb. Estosresultados

indican que la reorganización que tuvo lugar en el alelo ocupado fue compleja

comprendiendoinversionesde secuenciasy deleciones.

ti- Se ha localizado con gran precisiónel lotus PAL2 en el mapa fisico y genético del

cromosoma12. Así el lotusde integracióndel VPH18 en SW756 seconvierteen un nueva

secuenciaconocidasituadaentrelos STS 12-RM33 y STS 12-RMS3,a 150kb del primer
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exóndel genMJ-IGI-C (genalteradoen tumoresde origenmesodérmico).Sin embargo,no

ha podidodetectarseningunaalteraciónen el genMHGI-C en la líneacelular 5W756,por

acción de las secuenciasreguladorasviraleso a causade la recombinaciónquetuvo lugar

en el lotusdeintegración.
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FE DE ERRATAS

Enlas páginas12 y 45, dondedice

El L2£6 ~—~-~ES Li —

1 2 3 4 5 6 1 a

En la página 53, figura 11 dondedice:
b) Electroforesis del producto de las
digestiones del clon X12QHP con las
endonucleasas:Hind 111(1),Kpn 1(2>, Pst 1
(3)ySacl(4). MI: VHind III; MI ?JBst
EII; M3; ~Xl47/ HaeIII

En la página 66, dondedice:
El ADN setransfirió delgela la membranade
nylon usando la técnica de “Southern”,
obteniéndoseen los tres clones las mismas
bandasimpresionadasen la autorradiogra&
cuandosehibridó la membranacon la sorda
500, exceptoen el fragmentoEcoR1 del clon
Xhl2/l5oo, que se observauna banda de’
nrIX)T tamaño por coincidir con el extrenr
delclon(Fig. 20 b y c).

‘Debe decir:

E6£1 El £4 LI
= ~E5=

o 1 2 3 4 3 6 7 a
Debedecir:
b) Electroforesis del producto de las
digestiones del clon XI2QHP con las
endonucleasas:Kpn 1(1),H¡nd III (2), Pst 1
(3) y Sac1(4). MI: Al Mmd III; M2: A] Bst
EH; M3; $X147/HaeIII

Debedecir:
El ADN setransfiriódelgela la niemlrn de
nylon usando la técnica de “Southern”,
obteniéndoseen los tres clones las misn~s
bandasimpresionadasen la autorradiografia
cuandosehibridó la nrnibranacon la sorda
500, exceptoen el fragnrntoEcoR1 delclon
Xhl2/1500, que se observauna baixia de
mayor tamaño constituida por ADN del
vectory del inserto va que coincide con el
extremodelclon(Fig. 20 b y c).

En lapágina67, dondedice:
Fig. 20:
a) 32)5003233 b) 32 ¡500

RNXRNXRHXRHXM RNX RNX

debedecir:

323233 b) 32
RNXRNXRHXRHXM RNX RNX

En la página80, enla línea 12 dondedice:
La sondaHH (puntode recombinación3’)

Debedecir:
La sondaHM (puntode recombinación5’)

En la página 82, dondedice
[3-TOACAA TAA TGC CAT OCA OCA 0-59
En la página 100, linea 16, donde dice:
1 3q13-15

Debedecir:
[Y-lOA CAA TAA TOC CAl OCA OCA 0-39
Debedecir:
1 2q13q15

En lapágina
MHGI-C

108, dondedice: Debedecir:
HIMGI-C
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