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1.- INTRODUCCION



1.1- CONCEPTO DE CANCER.

Uno de los avances mas importantes de la pasada década en el estudio de la genética
humana ha sido la adquisicion de pruebas moleculares confirmando que el cancer es, en esencia,
una enfermedad genética. Existen, sin embargo, dos diferencias claras entre el cancer y el resto de
las enfermedades genéticas: la primera es que el cancer esta causado fundamentalmente, por
mutaciones somaticas, mientras que las enfermedades genéticas, clasicas, estan causadas solamente,
por mutaciones en la linea germinal. La segunda es que una sola mutacion puede ser causante de
una enfermedad genética propiamente dicha, pero el cancer requiere la acumulacion y seleccion
biologica de multiples mutaciones en una célula y en su linaje. El concepto escalonado de la
progresion maligna es fundamental para la comprension de esta enfermedad, y solo en estos ultimos
afios se han tenido evidencias moleculares de este proceso (Vogelstein y Kinzler, 1993).

La primera sugerencia de este proceso fue la observacion de una relacion directa entre

incidencia de cancer y aumento de la edad del individuo (Fig. 1)
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Fig. 1:. Tomada de Vogelstein y Kinzler, 1993

Se penso que la explicacion més atrayente para esta observacion, podria ser el hecho de que
el cancer se produjese por la acumulacion secuencial, de ciertos tipos de cambios genéticos en una

célula y en su progenie (Vogelstein y Kinzler, 1993). Si bien, no era probable que en un mismo
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linaje celular concurrieran varias mutaciones encaminadas a la proliferacion descontrolada, por ello,

alguna mutacion debia aparecer en un gen encargado del mantenimiento de la integridad del ADN.
Al mutarse uno de estos genes en una célula, aflorarian mutaciones en su progeme con mayor
frecuencia que en una célula normal, alguna de las cuales podria afectar a un gen encargado de la
regulacion de la proliferacién celular (Cavanee y White, 1995) o de algin otro aspecto del control
del funcionamiento celular. Esta mutacién seria seleccionada sobre las otras por proporcionarle a la
célula portadora un cierto crecimiento incontrolado y podria ser la responsable de la formacion de
un tumor benigno. La aparicién de otra mutacion en alguna célula de la progenie le conferiria, a
eésta, la capacidad de invadir los tejidos adyacentes y otra mutacion o mutaciones serian
responsables de la posibilidad de metastasizar en otros organos. Estas dos ultimas caracteristicas
son propias de las celulas malignas y distinguen los canceres de los tumores benignos.

La hipotesis descrita, fue confirmada por Fearon y Vogelstein en 1990 por el andlisis
sistematico de los cambios genéticos durante la progresion del cancer de colon, pues éste
evoluciona a través de estadios bien diferenciados morfologicamente, lo que hizo posible establecer
el orden en el que aparecian las alteraciones genéticas en funcion de su estadio, en este tipo de
tumor. La primera mutacion seleccionada aparece en el gen supresor de tumores APC (gen de la
poliposis adenomatosa familiar de colon) la mutacion de este gen da lugar a adenomas benignos y
puede producirse en una célula somatica; hecho que esta relacionado con la aparicion de un tumor
solitario, o bien, en la linea germinal produciendo el desarrollo de cientos de tumores a lo largo del
colon de los individuos portadores de esta mutacion. La segunda mutacion seleccionada podria
ocurrir en el otro alelo de este gen, o bien, en otro gen aun desconocido, dando lugar a una nueva
oleada proliferativa. En una de las células de este tumor benigno, aparecera la mutacion que
convierta al gen RAS en un oncogén y esta mutacion sera seleccionada pues dara lugar a una nueva
expansion clonal. En estadios sucesivos, las mutaciones consecutivas de los genes supresores de
tumores DCC ("gen delecionado en carcinoma de colon") y 7P53 (gen de la proteina p53)
terminaran el proceso del tumor primario maligno. St bien ninguna de las fases de la carcinogénesis
es estable, incluso en la etapa carcinomatosa siguen ocurriendo mutaciones que daran lugar a
subpoblaciones que tienen gran importancia en la oncologia clinica, pues constituyen reservorios de
células genéticamente heterogéneas con distintas susceptibilidades a las defensas del sistema
inmune, a la radiacion o a los quimioterapicos (Vogelstein y Kinzler, 1993).

La aparicion de mutaciones genéticas en c€lulas somaticas puede deberse a la accion de

cualquier agente agresivo para el ADN celular: radiaciones, productos quimicos o virus tumorales.
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La célula tiene mecamsmos para defenderse de estas agresiones, sin embargo, en ocasiones estos

mecanismos son insuficientes o no funcionan. En algunos casos la primera mutacion es innata y
existe en todas las células del individuo, "propension familiar hacia el cancer”, aunque esta ultima
circunstancia es la menos frecuente y suele dar lugar a canceres en edades mas tempranas.

La aberracion cromosomica recurrente, es un marcador de determinados tipos de tumores y
su identificacion y posterior clonacion, han sido muy utilizadas, en el estudio de los tumores
linfoides, para la deteccion de genes relacionados con el fenotipo tumoral (Rabbits, 1994). En los
tumores solidos la caracterizacion de estas aberraciones cromosdmicas se encuentra aun muy
retrasada, por la dificultad de trabajar con este tipo de tumores. Se ha observado, sin embargo, una
correfacion entre la existencia de ciertas aberraciones especificas y la progresion de algin tipo de
tumor. Esta relacion sugiere que dichas mutaciones estén, probablemente, relacionadas con
aspectos del fenotipo de esos tumores (Mitelman, 1994).

Las alteraciones cromosdmicas relacionadas con la progresidon tumoral, mas
frecuentemente observadas son: las translocaciones, que suponen el intercambio de fragmentos de
un cromosoma con otro; deleciones, que son pérdidas de material genético; las amplificaciones, que
son repeticiones sucesivas de una secuencia, las mutaciones puntuales en determinados genes ¢como
son RAS y 7P53 (P53). En el caso de canceres asociados a virus, la integracion del ADN viral en el
genoma celular es una alteracion genética adicional.

Los genes que, al estar afectados por alguna de estas alteraciones, conducen a la célula a la
proliferacion celular, se dividen en dos grandes grupos: oncogenes y genes supresores de tumores.
Existen a demas otros genes que, sin tener una funcion en la proliferacion celular, contribuyen
también al desarrollo del cancer cuando su funcién o su regulacion esta alterada. Son los genes
responsables del fenotipo metastasico y de malignidad tumoral que aportan a las células
cancerigenas la capacidad de abandonar sus tejidos originario, migrar por el torrente sanguineo,
implantarse y proliferar en otros tejidos. La mayoria de los genes de este ultimo grupo son ain
desconocidos pues no pueden estudiarse en los sistemas experimentales de transformacion en

cultivos celulares.

1.1b- Oncogenes y genes supresores de tumores.

Los oncogenes: son genes que tienen un fenotipo dominante y cuya expresion puede

producir transformacion neoplasica. Existen normalmente en las células como protooncogenes,



5
pero una mutacion que cambie la estructura de la proteina o que aumente su nivel de expresion

puede convertirlos en oncogenes transformantes, Las alteraciones genéticas que suelen activarlos
son: amplificaciones, que producen aumento de su expresion, y translocaciones. Se distinguen dos
tipos de translocaciones: a) Translocaciones en las que la rotura se produce en la secuencia de un
gen de cada uno de los cromosomas implicados, dando lugar a un ARNm de fusion que produce
una proteina quimérica. Los genes implicados en este tipo de translocacion codifican, generalmente,
factores de transcripcion, y b) Translocaciones en las que se pone en contacto secuencias
reguladoras de un gen, con otro gen. Los casos mejor conocidos son las translocaciones que ponen
en contacto el promotor del gen de una inmunoglobulina o de un receptor de células T (TCR) con
un protooncogeén produciéndose la activacion de éste (Rabbits, 1994). Los oncogenes fueron los
primeros en descubrirse como genes implicados en la progresion tumoral debido a su efecto
dominante, es decir, su accién proliferativa se manifiesta aunque solo este mutado un alelo, sin
embargo su importancia real en la génesis del tumor humano es menor de lo que se penso en un
principio (Kinzler y Vogelstein, 1995). Ya que muchos de los oncogenes cuya accion se habia
demostrado en cultivos celulares, no han podido detectarse en ningin caso de cancer humano.

Los genes supresores de tumores son reguladores negativos del crecimiento celular.
Pueden definirse como genes en los que la disminucion o pérdida de su funcién produce progresion
neoplasica. El primer gen supresor de tumores descubierto y el prototipo de todos ellos es ¢l gen
del retinoblastoma. Se cree que su accion se manifiesta de forma recesiva (solo cuando ambos
alelos estan mutados). Esto tiene importancia en la predisposicion genética hacia el cancer ya que la
persona que nazca con una mutacion en un alelo solo necesitara la pérdida del otro alelo en una
cé€lula para que esta célula y su progenie inicien la transformacion neoplésica. La alteracion genética
mas frecuentemente asociada con la inactivacion de los genes supresores de tumores es la delecion,
que se manifiesta molecularmente, por la pérdida de heterocigosidad. Asi pues, la asociacion entre
un determinado tipo de tumor y la pérdida especifica de material genético se esta empleando con
éxito para la localizacion de genes supresores de tumores, la mayoria de los cuales estan aun sin

identificar (Knudson, 1993).

1.2- EL VIRUS DE PAPILOMA HUMANO

Del 10 al 20% de los canceres humanos estan asociados a la presencia de un virus en el

organismo afectado (zur Hausen, 1986); como el virus de la hepatitis B que esta asociado a la
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aparicion de cancer de higado, el virus de Epstein-Barr que est4 asociado a la aparicion del linfoma

de Burkitt, algunos tipos del virus del papiloma humano (VPH) que estan asociados a carcinomas
genitales, recientemente se ha detectado una asociacion entre infecciones por adenovirus y leucemia

juvenil (Dorak, 1996) (Fig. 2}
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Fig 2: Incidencia mundial de canceres humanos asociados a infecciones virales. Los canceres de cervix. vulbvar,
nasofaringeo y de pene, estan asociados a la infeccion por los VPH de alto riesgo, el hepatocarcinoma estd asociado a
la infeccién por el virus de 1a hepatitis B (VHB), el linfoma de Burkitt esti asociado a la infeccién por el virus de
Epstein-Barr. 1a leucemia T del adulto estd asociada la infeccion por el virus de la leucemia T humana tipo 1. Graficas
tomadas de zur Hausen. 1986,




1.2a- Biologia de los virus del papiloma .

Los virus del papiloma son virus ADN pequefios que infectan las células epiteliales de un
gran numero de especies vertebradas causando afecciones tumorales, benignas, de la piel, llamadas
papilomas. Constituyen una clase independiente de virus, especie-especificos, que poseen un
tropismo muy selectivo hacia el tipo de epitelio infectan. Entre ellos; el virus del papiloma humano
(VPH), del que se han identificado mas de 77 genotipos diferentes casi la mitad de los cuales
infectan especificamente los epitelios del tracto anogenital (Myers et al., 1995).

La heterogeneidad de este grupo no se debe a la répida adquisicion de modificaciones
genéticas si no a su larga historia como patdgenos. Muchos de los distintos genotipos de los virus
del papiloma humano surgieron en la etapa prehominida, esto explica el hecho de que incluse los
genotipos menos frecuentes de VPH estén igualmente distribuidos en la poblacién humana del
planeta (Zur Hausen y de Villiers, 1994; Matsukura et al., 1995).

En la tabla 1, se muestran muchos de los distintos genotipos del virus del papiloma humano

y las lesiones clinicas asociadas a ellos.

Tipo de VPH Lesién asociada

1 Verruca plantaris

2,4.26,272957 Verruca vulgaris

3,10,28,49 Verruca plana

5,8,9,12,14,15,17,19,20,21,22,23,24,25,36,4

6,47,50 Epidermodisplasia verruciformis

7 Verruga del camicero

6,11,54 Condiloma acuminatum

13,32 Hiperplasia focal epitelial

39.55 Papulosis de Bowen

16,18,30,31,33,34,35.39,40,42,43,44 Neoplasia intraepitelial cervical

16,18,31,33,35,39,45,51,52,56 Carcinoma cervical

41,48 Carcinoma cutaneo de célula
escamosa

6,11 Papiloma laringeo

37 Queratoacantoma

38 Melanoma maligno

53 Mucosa cervical normal

Tabla 1: Tabla tomada de Bernard. 1993.

Ei ciclo de vida del virus del papiloma esta ligado a la diferenciacion de la célula epitelial, de
forma que el virus infecta la célula de las capa inferiores del epitelio que se encuentra en fase

proliferativa, la célula al dividirse, provoca la expansion del ADN viral a sus células hijas. El virus
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del papiloma retarda Ja diferenciacion de la célula infectada, favoreciendo asi su expansion

horizontal, en las capas proliferativas del epitelio. En estas capas, tanto la rephcacion del ADN
como la expresion de los genes estructurales de la capside viral estan reprimidos. Al madurar la
célula infectada, va ascendiendo a capas mas diferenciadas del epitelio, produciéndose entonces un
gran aumento en la replicacion del ADN viral y €l comienzo de la sintesis de las proteinas
estructurales, estas proteinas se ensamblan al ADN viral y se forman la particulas infectivas que se
liberan al exterior en la capa superior del epitelio (Zur Hausen y de Villiers 1994) (Fig. 3). Por esta
razon, para que se produzca la infeccion, es necesario que exista una rotura del epitelio por la cual
puedan ponerse en contacto los virus liberados de las células de la capa cornea con las células de fa
capa basal. Este tipo de contactos son frecuentes durante la relacion sexual, por eso a los virus del
papiloma de los genotipos que tienen tropismo por los epitelios del tracto genital, se les considera

causantes de infecciones de transmision sexual (Schiffman, 1994).

Fig. 3: Representa los fenémenos consecutivos a una infeccion por VPH. En el lado izquierdo se representa el caso
hipotético de que la célula infectada no se dividiera. al terminar su diferenciacion los virus se liberarian en la capa
superior del epitelio v la infeccién se perderia . En el lado derecho se representa el caso real. en el que la infeccion se
expande lateralmente. s¢ retrasa la maduracion de las células infectadas v existe un gran mumero de clulas
productoras de virus en la superficie del epitelio (zur Hausen v de Villiers, 1994)

El virus del papiloma fue aislado como particula viral en 1949 (Strauss et al., 1949) pero su
estudio estuvo postergado durante muchos afios por no existir un sistema de replicacion in vitro de

estos virus, y por no ser considerados causantes de ninguna patologia importante para el hombre. A
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partir de 1983 se identificaron algunos genotipos de VPH asociados a canceres del tracto

anogenital (Durst et al., 1983, Boshart et al., 1984) , posteriormente se encontraron secuencias de
estos VPH integradas en el ADN genomico en el 90% de los carcinomas de cervix estudiados
(Shah et al., 1990) y en sus metastasis ganglionares (Bosch et al., 1995). Este hecho provoco un
rapido desarrollo de la investigacion sobre el VPH ya que el carcinoma de cervix es el de mayor
incidencia en mujeres de paises en vias de desarrollo y es también una importante causa de muerte

en paises desarrollados (IARC. 1989) (Fig. 4)
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Fig. 4: Distribucion de mundial de los distintos tipos de cancer. El cancer de picl, que es el mads comun, no esti
incluido por 1a dificuitad de su estudio epidemiolégico. El cAncer de cervix es el sexto en incidencia total. pero es el
segundo en incidencia en mujeres. Grifica con datos de la Organizacién Mundial de la Salud. tomada de Soussi. 199

En 1990 estudios epidemiologicos a gran escala (Muiioz et al., 1992) demostraron que la
infeccion por algunos genotipos de VPH eran el mayor factor de riesgo para el desarrollo de cancer
de cervix. Los VPH relacionados con el cancer genital son los genotipos: 16, 18, 31, 33, 34, 35,
39, 45, 51, 52, 56 y se les llama virus del papiloma de alto nesgo (Bemard, 1993; de Villiers,
1994), los mas frecuentes de todos ellos son el VPHI16 y el VPHI18, pues se les asocia con el 70%
de los carcinomas de cervix estudiados, siendo el VPH18 mas agresivo ya que la infeccidn por este
virus esta relacionada con una rapida progresion maligna, y en raras ocasiones se le encuentra en

lesiones neoplasicas premalignas (Arends et al., 1993).
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Los virus del papiloma de alto riesgo comparten caracteristicas comunes con otros virus

tumorales: largos periodos de latencia (del orden de décadas) desde que se produce la infeccion
hasta que se desarrolla el cancer, la mayoria de los individuos infectados no llegaran a desarrollar el
cancer en su vida, es necesaria la actuacion de cofactores para la induccion carcinogénica, y el
tumor que se desarrolla es monoclonal. Estas observaciones subrayan la naturaleza escalonada de la
progresion tumoral que hace dificil identificar a determinados agentes virales como factores
causantes de un determinado tipo de tumor humano. Los VPH de alto riesgo sin embargo cumplen
los postulados requeridos para ser considerados virus tumorales (Zur Hausen, 1991}):

1- presencia y persistencia de ADN del virus en las células del tumor maligno y en sus
metastasis.

2- Induccion de cambios proliferativos después de la transfeccion de determinadas
secuencias virales en cuitivos de fas células susceptibles.

3- Demostracion de que la induccion de estos cambios en las células transfectadas y del
fenotipo maligno de las células tumorales depende de los efectos producidos por el ADN viral
persistente.

4- Evidencia epidemiologica de que las infecciones de este virus suponen un factor de
ntesgo para el desarrollo del tumor.

El virus del papiloma madura de forma paralela a su célula hospedadora del epitelio
espinoso. Dadas las dificultades de reproducir in vitro las etapas de maduracion del epitelio, ha sido
muy dificil estudiar la biologia de este virus, y hasta 1992 no han podido producirse particulas
infectivas in vitro (Meyers, et al., 1992), por lo que los investigadores han tenido que valerse de
técnicas como la transfeccion de genes virales en células en cultivo para dilucidar la posible funcion
de las distintas proteinas virales. Ha sido también de gran utilidad el empleo de células tumorales
provinientes de canceres genitales pues en ellas existen secuencias del ADN de los papilomas de
alto desgo integradas en el genoma celular. De estas células se han obtenido a menudo, lineas
celulares, entre las que destaca HeLa cuyas células contienen secuencias de VPH18 integradas en
tres cromosomas distintos de su genoma (Lazo, 1987a y 1988b) y se emplea en laboratorios de
todo el mundo, SiHa que posee secuencias de VPH16 integradas en €l cromosoma 13 humano (el
Awady et al, 1987), C4l que posee secuencias de VPHIS8 en la regién cromosoémica humana
8q22.1 (Gallego et al., 1994) o SW756 que posee secuencias de VPH18 en la region cromosémica
12q13 ( Popescu et al. 1990) y es objeto de estudio en este trabajo.
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1.2b- Los genes virales.

El genoma de los virus del papiloma consiste en una doble hélice de ADN, circular, de
aproximadamente 8000 pares de bases, encapsidado en un icosaedro proteico compuesto por 72
capsomeros. La organizacion gendmica esta muy conservada en todos los virus del papiloma y
consta de dos dominios funcionales llamados: E (del ingiés “early”, tempranos ) y L (del inglés
“late”, tardios) conteniendo, cada uno, una serie de marcos de lectura abierta. Solo se transcribe
una de las cadenas de la doble hélice por lo que todos los marcos de lectura abierta tienen el mismo
sentido de transcripcion y @ menudo solapan (tabla 2). En el dominio E se encuentran los marcos
del lectura abierta de los genes tempranos, que codifican proteinas con funciones reguladoras de la
replicacion y de la transcripcion del ADN viral, o con actividades inmortalizantes de la célula
hospedadora. Cada dia se conoce mas de las proteinas codificadas por esto genes. Los marcos de
lectura abierta E1 y E2 codifican proteinas encargadas de la regulacion de la transcripcion y la
replicacion. La proteina E2 inhibe la transcripcion de los genes E6 y E7 en los VPHI16 y VPHI18
{Vande Pol et al., 1992). El marco de lectura abierta E5 codifica la proteina con la actividad mas
transformante en el virus del papiloma bovino tipo 1, sin embargo la proteina E5 de los virus del
papiloma humano tiene mucho menor caracter oncogénico y su accion no es necesaria para el
mantenimiento del fenotipo transformado, en las células de cancer genital. Su funcién esta
relacionada con la consecucion de un ambiente celular adecuado para la multiplicacion viral y
recientemnente se ha detectado un papel de esta proteina en la modulacion del complejo mayor de
histocompatibilidad clase 1 (CMH-I) interrumpiendo el transporte de péptidos TAP1/TAP2,
asociado al procesamiento antigénico (Cromme et al., 1994). Los marcos de lectura abierta de los
genes E6 y E7 codifican las principales proteinas transformantes en los virus del papiloma humano
de alto riesgo (Schneider-Gadicke y Schwarz, 1986; Czegledédy et al., 1995). En el dominio L se
encuentran los dos marcos de lectura abierta de los genes tardios, que codifican las dos proteinas
estructurales que constituyen la capside viral: L1 y L2. Entre el extremo 5' del dominio E y el
extremo 3' del dominio L existe una regién no codificante de unos 900 pb {lamada LCR (del inglés
“long control region”) o URR (“up stream regulatory region™), en ella se encuentran la mayor parte
de los elementos que regulan en cis la transcripcion y la replicacion del ADN viral (Chong, et al,
1991) (Fig. 5 y tabla 2).
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Fig. 5.
Marco de Funcion
lectura
abierto
El Replicacion del ADN. Tiene secuencias especificas de union al ADN
E2 Regulacion de la transcripcion y replicacion del ADN. Tiene secuencias
especificas de unidén al ADN.
E4 Proteina citoplasmatica con un posible papel en la desintegracion del
citoesqueleto
E5 Transformacion. Se une a los componentes de las ATPasas H™ vacuolares
y a receptores de factores de crecimiento. Afecta a la comuntcacion
intercelular
E6 Transformacion por union a la proteina supresora de tumores p53
E7 Transformacion por union a fa proteina supresora de tumores pRB y a
otras importantes proteinas
L1 Componente estructural de la capside viral
L2 Componente estructural de la capside viral

Fig. 5: Esquema del genoma de VPH18 linearizado. mostrando los marcos de lectura abierta . la disposicion de
los genes v la region reguladora. Tabla 2 presentando las proteinas del virus del papiloma humano v sus
funciones (Ullman y Emery. 1996) Nota: puede haber hasta nueve marcos de lectura abierta en otros virus del
papiloma de vertebrados.

En el virus del papiloma humano de alto riesgo las proteinas procedentes de ios genes
virales E6 y E7 tienen propiedades inmortahizantes y transformantes (Bedell et al., 1987). La
transfeccion del gen E7 de un VPH de alto riesgo en una linea celular establecida de fibroblastos de
raton produce transformacion celular es decir: pérdida de la inhibicion por contacto, capacidad de
crecer en agar blando y capacidad de producir tumores en raton desnudo. La transfeccion de los
genes E6 v E7 de un VPH de alto nesgo en queratinocitos, humanos, primarios, hospedadores
naturales del VPH, es suficiente y necesaria para la inmortalizacion de estas células, sin embargo
este queratinocito inmortalizado no es tumorigénico cuando se le implanta a un ratén desnudo,
hecho que estd en concordancia con los estudios que indican que la infeccion por un virus del

papiloma de alto riesgo no es suficiente para que se produzca la progresidn tumoral y es necesaria
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la activacion o inactivacidn de otros procesos celulares, por ello la existencia de cofactores es

importante en la carcinogénesis de cuello uterino (Pirisi et al., 1988; Chen et al., 1993).

La caracteristica bioquimica que mejor se correlaciona con las propiedades inmortalizantes
y transformantes de los VPH de alto riesgo es la capacidad de las proteinas E6 y E7 de inactivar
funcionalmente a las proteinas supresoras de tumores p53 y pRB respectivamente (Werness et al.
1990; Dyson et al., 1992). La proteina E7 de los VPH de alto riesgo se une a la proteina pRB con
una afinidad 10 veces mayor que la proteina E7 de un VPH de bajo riesgo (Huibregtse y Schefiner,
1994).

La proteina E7 del VPH de alto riesgo tiene caracteristicas comunes con las proteinas
oncogénicas de otros virus tumorales animales como son: la proteina E1A de Adenovirus y la
proteina TAg de Sv40. Todas estas proteinas se unen preferentemente a la forma defosforilada de
la proteina pRB que esta presente entre las fases GO y G1 del ciclo celular (Phelps et al., 1992). La
proteina pRB es capaz de inhibir la proliferacion ceiular por union al factor de transcripcion E2F,
implicado en la transcripcion de muchos genes que intervienen en la replicacion del ADN. Cuando
la forma defosforilada de pRB se une a la proteina E2F, este factor de transcripcion no puede
realizar su funcion, asi se bloquea el ciclo celular en este punto de una manera fisiologica, sin
embargo, cuando la proteina E7 del virus del papiloma secuestra a la proteina pRB, E2F activa la
transcripcion de ciertos genes, a consecuencia de esto se produce la progresion del ciclo celular
(revisado por Huibregtse y Scheffher, 1994).

La proteina viral E6 puede formar complejos con p53, mediados por la proteina E6-AP, y
promover la degradacion de pS3 via proteolisis de la ubiquitina aungue también se ha encontrado
una inhibicion directa de la actividad de la proteina p53 por la proteina viral E6 en sistemas in vitro
carentes de proteina E6-AP (Thomas et al., 1995). La proteina p53 actua sobre la célula que tiene
el ADN dafiado de dos posibles maneras: (1) Deteniendo el ciclo celular en la fase GO-G1, hasta
que el dafio genético sea reparado, activando una ruta en la que también esta implicada la proteina
pRB. (2) Provocando la muerte celular programada bien en la fase G1 o en la fase G2 del ciclo
celular.

Recientemente se ha detectado una actividad activadora de la telomerasa en la proteina E6,
que podria tener un efecto positivo sobre la inmortalizacion celular independiente del secuestro de
la p53 (Klingelhutz, et al., 1996).

Las células que portan estas dos oncoproteinas E6 y E7 tienen dafiado el sistema de

comprobacion y reparacion del ADN por lo que son susceptibles de acumular mutaciones alguna
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de las cuales puede ser seleccionada por producir ventajas proliferativas (zur Hausen, 1994; zur

Hausen y de Villiers, 1994)

1.2¢- Integracion del ADN del VPH en el genoma humano.

El virus del papiloma replica su ADN en el micleo celular permaneciendo siempre en forma
extracromosomal. En su ciclo vital no existe ninguna etapa en la que el ADN viral tenga que
integrarse en el genoma celular. Sin embargo, en el 90%-99% de los casos de carcinomas genitales
analizados, se han encontrado secuencias de VPH de alto riesgo integradas en el genoma celular.
La integracion es un fendomeno aberrante producido por recombinacion ilegitima entre el ADN viral
y el genoma celular. Este fenomeno se ha relacionado con la progresion maligna del tumor ya que
el ADN viral integrado es un marcador clonal de las células de cada tumor (Lazo, 1988a). La
observacion de una poblacion clonal es el resultado de una fuerte seleccion por las consecuencias
biologicas de esa integracion. Esas consecuencias pueden estudiarse desde dos aspectos diferentes:
desde el punto de vista de los genes virales y desde el punto de vista del genoma hospedador.

Desde el punto de vista de los genes virales: se ha observado la seleccion de ciertos genes
como E6 y E7 cuyos marcos de lectura abierta estan conservados en todos los casos de carcinoma,
con integracion de secuencias de VPH, estudiados y una seleccidn negativa como la del gen E2 que
se encuentra delecionado total o parcialmente y no se transcribe en ningun caso (zur Hausen,
1991). Esta observacion estaria de acuerdo con la naturaleza selectiva de la progresion tumoral ya
que las proteinas E6 y E7 tienen una actividad estimuladora de la proliferacion celular mientras que
la proteina E2 tiene una actividad represora de la transcripcion de los genes E6 y E7 (Romanczuk
et al, 1992; Hwang et al., 1995). El efecto que la expresion de los oncogenes virales E6 y E7,
integrados en el genoma de la célula hospedadora, tienen sobre la estimulacion de la proliferacion
celular ha sido el aspecto mas estudiado en el fendmeno de la transformacion maligna por el virus
del papiloma humano.

El estudio de los efectos biologicos del fenomeno de la integracion viral desde el punto de
vista del Jocus de integracion en el genoma hospedador y el efecto que producen los promotores
virales sobre los genes celulares cercanos, ha sido mucho menos estudiado dada su complejidad,
pues hasta el momento actual no han empezado a existir mapas de los cromosomas con suficiente
mumero de marcadores genéticos. La primera aproximacion a este estudio la realizaron los

citogenetistas, que por medio de la hibridacion in sifu de cromosomas con sondas virales
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localizaron las regiones de integracion viral en algunos casos de carcinomas genitales y de lineas

celulares derivadas de estos. Observando que la integracion se producia en regiones cromosomicas

repetidas en distintos tumores (Couturier et al., 1991, Lazo et al 1992).

casos  Region Tipo de loci cromosomico Otros Tumores
virus
1 2pl4 VPHI18 NMYC. FRA2C neuroblastoma, carcimoma de pulmon
1 3pla.2 VPH18 ERBA2, FRA3B, FHIT Linfoma no hodgkin,
adenocarcinoma, adenoma
pleomorfico

carcinoma de pulmoén

1 3q25 VPHI16 RAFI Posiblemente en carcinoma de celula
escamosa.
1 5pll-15 VPHI18 FRASA v B. MLVI2, GHR Adenocarcinoma
| 8q22,1 VPHI138 MYBB. FRAI8A vy B Leucemia mieloide aguda
5 8q24 VPHI16 CMYC. PALI MLVIiA4 Linfoma de Burkitt, leucemia
VPHI8 FRASCDE linfoblastica aguda, linfoma maligno,
carcinoma renal familiar
1 9g31-34  VPHI8 CABL. FRA9B'E leucernias
2 12q14-15 VPHI6 GADDI133 (CHOP), MDM2,  Melanoma, lipoma, liposarcoma,
VPHI18 RAPIB. glioma, leiomiosarcoma, adenoma
HMGI-C pleomorfico, linfoma de células T
1 13q21-31 VPHI6 ERC CS. FRAI3B.C
1 22q12-13  VPHIS BCL-2, FRA22A, PDGF. LIF, Neuroepitelioma, meningioma,
MGCR. homologo V-yes sarcoma de Ewing, leucemia

Tabla 3: Tabla que resume los datos de localizacion del /Jocus de integracion viral de distintos casos de carcinomas
genitales v de lineas celulares derivas de estos, en 1la misma tabla se citan algunos de los oncogenes v sitios fragiles
que han sido mapeados en ¢l mismo Jocus cromosdmoico v otros tipos de tumores que estdn relacionados con

Los sitios de integracion de virus tumorales suelen coincidir con sitios fragiles

cromosémicos’ (Popescu et al., 1990; Wilke et al., 1996) y con zonas del cromosoma con

- Los sitios fragiles cromosomicos comunes, son lugares sensibles a la formacién de rupturas en el ADN
cuando la replicacién del genoma se perturba con afidicolina o deficiencia de folato. El mecanismo por el que
se producen las rupturas es desconocido. No se ha podido demostrar una funcién biologica de estos sitios
fragiles aunque pueden estar involucrados mecanisticamente en las deleciones observadas en muchos tumores
Wilke et al.. 1996.
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hipersensibilidad a la ADNasa I, seguramente por ser regiones mas accesibles o mas permisivas

para la recombinacion con un ADN extrafio (Lazo, 1987b; Gallego et al., 1994). Sin embargo se ha
observado también, la existencia de uno o varios oncogenes y otros genes relactonados con la
progresion tumoral en practicamente todas las regiones cromosomicas en las que se han localizado
secuencias virales integradas, lo que podria sugerir una activacion en cis de dicho protooncogen
por los promotores virales, como pudo deducirse de la sobreexpresion del gen ¢-MYC en uno de
los cinco casos de carcinoma de cervix en los que las secuencias virales estaban integradas en la
region cromosomica 8q24 (Couturier et al, 1991; Diirst et al., 1987, Wilke et al, 1996). En estos
casos la integracion viral podria considerarse una alteracion distinta a la translocacion pero con
consecuencias biologicas similares, por ello el ADN viral integrado pude ser un llamative marcador
para ia localizacion y clonacion de loci oncogénicos (Lazo et al, 1992).

Esta hipdtesis se ha visto recientemente reforzada, por el clonaje posicional del gen FHIT
en el sitio fragil FRA3B. FHIT es un gen candidato a ser responsable de la progresion tumoral
temprana en una gran variedad de carcinomas (Ohta et al, 1996; Sozz,G et al, 1996). La
localizacidn de secuencias de VPH18 integradas también, en el Jocus FRA3B en un carcinoma de
cervix (tabla 3) (Wilke et al, 1996), hace probable que las secuencias virales, o las aberraciones
genomicas provocadas por la integracion viral estén ejerciendo un efecto sobre el gen FHIT, y esta
alteracion constituya uno de los “eslabones™ en la progresion de dicho tumor, si bien la clonacion

del gen FHIT es tan reciente que aun no ha habido tiempo de estudiar dicho efecto.

1.3- REGION CROMOSOMICA 12Q13-15.

Multitud de estudios citogenéticos han implicado firmemente alteraciones en la region
12q13-q15 del cromosoma 12 humano con el desarrollo de una gran variedad de tumores solidos
malignos y benignos, sugiriendo la existencia, en esta region, de genes responsables del desarrollo
tumoral. Tumores malignos con aberraciones recurrentes en 12ql3-15 incluyen: liposarcoma
mixoide, sarcoma de las células claras del tejido blando y un subgrupo del rabdomiosarcoma. El
gen del cromosoma 12q responsable de la progresion del liposarcoma mixoide, ha sido identificado
como el gen GADDI53, que codifica la proteina CHOP, un miembro de la famiia C/EBP de
factores de transcripcion inducibles por ADN dafiado (Crozat et al., 1994). El gen de 1a region
12q13-15 alterado en sarcomas del tejido blando es el gen del factor de transcripcion ATF-1

(Zucman et al., 1993). Entre los tumores benignos la alteracion de la region 12q13-g15 se observa
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frecuentemente: en tumores de tejido adiposo, en leiomiomas uterinos y en adenomas pleomorficos

de las glandulas salivares (Schoenmakers et al., 1994). Alteraciones en esta region se han descrito
también en polipos del endometrio, en un subgrupo de hemangiopencitomas, en tumores
condriomatosos, en hamartomas condroides pulmonares y casos aislados de tumores benignos de
mama, astrocitoma difuso y osteoclastomas (Schoenmakers et al, 1995 a y b). Aunque las
aberraciones cromosomicas en todos estos tumores benignos han sido definidas citogenéticamente,
los genes no han sido aun identificados. Recientemente se ha identificado en 12q13-15 una region
de unas 1,7 Mb, de altisima incidencia en aberraciones genéticas relacionadas con la patologia de
tumores benignos de tipo mesenquimal, entre los sitios de secuencia localizada STSs (“sequence-
tagged sites”) STS 12-RM36 y STS 12-RM103. A esta region se le ha llamado region MAR
(“multiple aberration region”) y en ella se ha identificado una zona de 445 kb a la que se le ha
llamado ULCR12 (“uterin leiomioma common region-12”) que comprende el punto de
recombinacion de las translocaciones de una amplia variedad de tumores solidos benignos como los
lelomiomas uterinos o los lipomas (Schoenmakers et al., 1995a, Van de Ven et al., 1995). La
region ULCR12 ha sido finamente mapeada y en ella se ha identificado un gen candidato a ser
responsable de la proliferacion de estas lesiones benignas, el gen AMGI-C, pues se ha descubierto
que este gen esta localizado en el punto de recombinacion de las translocaciones que se encuentran
en estos tumores, quedando el gen interrumpido después del tercer exon (Ashar et al. 1995;
Schoenmakers et al., 1995). La proteina HMGI-C pertenece al grupo de las proteinas de alta
movilidad (HMG), caractenizadas por tener funcion estructural en la conformacion de la cromatina.
El origen de los lipomas y otros tumores benignos perece ser la generacion de proteinas de fusion
en las que el dominio de union al ADN de la proteina HMGI-C esta unido a un dominio regulador
de otro gen situado en el cromosoma con €l que ha ocurrido la translocacion.

En la region cromosomica 12q13-15 se ha descrito también, la presencia de secuencias del
virus de la hepatitis B integradas, en un caso de carcinoma hepatico (Matsubara y Tokino, 1990),
secuencias de VPH16 en un caso de una lesion premaligna de vulva de la que se obtuvo la linea
celular SK-v (Schneider-Manoury et al., 1987, Sastre-Garau et al., 1990; 1995) y secuencias de
VPHI18 en la linea celular SW756 dernivada de un carcinoma de cervix { Popescu et al., 1987).

La deteccion de tal vaniedad de aberraciones cromosomicas en la region 12q13-15 en
distintos tipos de tumores indica que esta region es rica en genes relacionados con el fenotipo
tumoral, entre ellos estan los genes de receptores de membrana como WTNI, dos genes de

miembros de la superfamilia cuatro de proteinas de transmembrana (proteinas implicadas en el
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control de la proliferacion celular): SAS y ME491, los genes de dos kinasas dependientes de ciclina

CDK4 y CDK2 (reguladoras del ciclo celular), el oncogén AMMDM2 (cuya proteina interacciona con

p53), genes de factores de transcripcion como GLI1, CHOP y ATF-1 , genes de proteinas de la

cadena de transduccion de sefiales como RAP1B, estas proteinas y sus funciones se resumen en la

tabla 4. En la region 12q13-15 se ha descrito, a demas, pérdida de hetorocigosidad en seminomas,

gliomas y cancer de prostata, indicando fa posible presencia de un gen supresor de tumores (Bérube

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

Gen Descripcion Referencia
AQP2 Acuoporina 2 Deen et al., 1994
ATF-1 Factor de transcripcion Zucman et al., 1993
CDK2 Quinasa -2 de ciclina Demetrick et al., 1994
('DK4 Quinasa -4 de ciclina Demetrick et al , 1994
CNTN-/  Contactina Berglund et al., 1994
GADDI33  Factor de transcripcion Crozat et al., 1993
DAGK Diacilglicol quinasa Hart et al., 1994
FRBB3  Receptor del factor de crecimiento

epidermal Kraus et al., 1989
(11 protooncogen Kinzler et al, 1988
T Glutation transferasa Board et al, 1992
HMGI-(" proteina estructural del ADN Ashar et al., 1995
11GA7 Integrina 7 Wang et al,, 1995
K711 grupo de genes de Queratinas tipo Il  Rosenberg et al, 1991
MDAM?2  proteina asociada a p53 Oliner et al | , 1992
ME491  Antigeno de membrana Hotta et al., 1989
RAPIB  miembro de la familia de oncogenes

RAS Rousseau-Merrck et al.| 1990
RARG Receptor gamma del 4cido retinoico  Lehmann et al., 1991
S48 Secuencia amplificada en sarcomas Jankowski et al., 1994
SP Factor de transcripcion Gaynor et al, 1993
WNT-1 Factor de crecimiento van’t Veer et al., 1984

Tabla 4 conteniendo muchos de los genes quc han sido localizados en la region cromosdémica humana 12q13-
t5. A algunos de cilos tales como: G, ATF-{1, GADDI53, MDAL2, 8485, CDK2, CDK4 v HMGI-C s¢ les ha
podido relacionar con el fenotipo de uno o més tipos de tumor.

En los altimos ahos un grupo de laboratorios esta implicado en la realizacién de una

empresa comun, la construccion de un mapa genomico del cromosoma 12 humano. Esta iniciativa

integrada en el proyecto “Genoma Humano” ha producido ya importantes resultados de gran

utilidad para todos los estudiosos de la genética humana. Se han producido genotecas especificas
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del cromosoma 12, en cromosomas artificiales de levadura (YAC), como la genoteca de YACs

CEPH A (Albertsen et al., 1990) o la genoteca de mega-YACs CEPH II, o en vectores cosmidicos
LL12NCO1 (Montgomery et al., 1993) y se han localizado y secuenciado millares de fragmentos
pequefios de ADN codificantes (ESTs) y no codificantes (STSs) que sirven de puntos de referencia
a lo largo de todo el cromosoma (Dib et al., 1996). En la actualidad se conoce el orden en el que
grandes fragmentos de ADN del cromosoma 12, clonados en cromosomas artificiales de levadura,
se suceden y se solapan recorriendo practicamente todo el cromosoma 12, constituyendo el mapa
fisico del cromosoma 12 ( Krauter et al,, 1995, AECOM/YALE GESTEC, 1995). Gracias a la
informacion existente a cerca del mapa fisico y genético del cromosoma 12, en concreto al mapa
detallado de la region ULCR12, constituido por 60 cosmidos solapantes ordenados, por 38 STSs y
por el mapa de restriccion de largo alcance de este area (Schoenmakers et al., 1995), ha podido
localizarse con precision el Jocus de integracion del ADN viral en la linea celular SW756 (PAL2) y
hallar fa distancia a los genes conocidos mas cercanos, como se detallara en el capitulo de
“Resultados™, informacion necesaria para poder estudiar la posible accion de los genes virales sobre

los genes celulares adyacentes.

1.4- LA LINEA CELULAR SW756

La lineas celular SW756 establecida por Freedman y colaboradores en 1982 a partir de un
carcinoma de cervix posee secuencias de VPH18 integradas en el genoma celular (Schwarz et al ,
1985). Popescu y colaboradores determinaron en 1987, por medio de la hibridacidn in sitw de
cromosomas, la localizacion de estas secuencias virales en un unico /ocus cromosémico en la
region 12q13. (estos mismos autores cedieron, amablemente, dicha linea celular a nuestro
laboratorio para la clonacion molecular y caracterizacion del Jocus de integracion viral).
Previamente otros laboratorio habia estudiado la transcripcion de los genes virales en es la linea
SW756 y en otras lineas que poseian secuencias de VPHI8 integradas en el genoma celular
{Schneider-Gidicke et al, 1986) detectando que solo los genes virales tempranos E6, E7 y E1 se
transcriben en la linea celular SW756. En 1987 Seedorf y colaboradores detectaron por medio del
analisis de Western la presencia de la proteina viral E7 en las células de esta linea celular. Poco
antes de la conclusion de este trabajo Sastre-Garau y colaboradores (1995) repitieron la hibridacion
in situ de cromosomas realizada por Popescu y colaboradores (1987) usando tecnologia mas

avanzada y determinaron que el Jocus de integracion de las secuencias de VPHI8 en la linea celular
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procedente de carcinoma de cervix SW756 estaba situado el la region cromosomica 12q14-15, al

igual que el locus de integracion del ADN de VPHI16 en la linea celular SK-v.

1.5- OBJETIVOS:

En este trabajo se pretende clonar y caracterizar el Jocus de integracion de VPHIS8 en la
region cromosomica 12q13-15, presente en la linea celular derivada de un carcinoma de cervix
SW756, asi como las region diana correspondiente, en un cromosoma normal o no-ocupado, para
poder estudiar el tipo de recombinacion que tuvo lugar en este Jocus y el efecto que el ADN viral
haya podido ejercer sobre la expresion de los genes cercanos, en un intento de determinar el papel
del locus cromosomico de integracion del ADN viral, en la progresion tumoral, sabido que la
expresion de los genes virales E6 y E7 no es suficiente para explicar la transformacion maligna de la
célula infectada.

Es importante averiguar la distancia real entre el /ocus de integracion de las secuencias de
VPHI18 en el genoma de la linea celular SW756 (al que se le ha llamado PAL2) y el locus de
integracion del genoma de VPH16 en la linea celular SK-v, y esto se realizard en un proximo
estudio, ya que la repeticion de alteraciones genéticas en una regiéon cromosdmica, en distintos
casos de un mismo tipo de tumor es una clave para la identificacion de genes relacionados con la
progresion de dichos tumores, pues teniendo en cuanta el tamafio del genoma humano es poco

probable que la coincidencia de estos dos loci de integracion viral se deba solo al azar.
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2.- MATERIAL Y METODOS
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2.1- CULTIVOS CELULARES.

En el desarrollo de este trabajo se utilizaron lineas celulares humanas de distinto origen: lineas
celulares de carcinoma de cervix: SW756 (Freemann et al , 1982) y C4I (Auersperg et al., 1962), SiHa
(Friendi et al. 1970) y HeL.a (Gey et al, 1952), de sarcomas: OSA y RMS-13 (Roberts et al, 1989), de
carcinoma de colon: Colo 320 (Quinn et al., 1979) y de hinfoma de Burkitt: Ramos (Klein et al., 1975)
y Molt 4 (Minowada et al., 1972).

Las lineas celulares se cultivaron en el medio apropiado que para SiHa, SW756, C4l y era
Dulbecco's Modification of Eagle's Medium y para Colo 320, OSA, RMS-13, Ramos y Molt 4 era el
medio RPM1 1640. Al medio de cultivo se le suplementé en todos los casos con: suero bovino fetal, al
10%, L-glutarmina a concentracion 2,5 mM, y tres antibidticos (penicilina a concentracion 50 Ul/ml,
estreptomicina a concentracion 50 mg/ml, kanamicina 50 mg/ml). Todos los reactivos mencionados
fueron provistos por la casa Flow.

Las lineas celulares se cultivaron a 37° C, en atmosfera de CO, al 5% y 98% de humedad,
segun se describe en Hershey (1987). Las lineas celulares procedentes de carcinoma y sarcoma, crecen
en monocapa empleandose tripsina al 0,05% y EDTA al 0,02% para despegarias del recipiente.

Para su almacenamiento permanente, 3.10° células se congelaron en su propio medio
suplementado con suero bovino fetal y con 9 % de DMSO y se guardaron en N; en criotubos de la

casa Nunc.

2.2- EXTRACCION DE ADN DE ALTO PESO MOLECULAR DE CELULAS EN CULTIVO.

E! ADN celular, genomico, fue extraido de 2,6x 107 células crecidas en monocapa o crecidas en
suspension y posteriormente precipitadas. Las células se lavaron con PBS y se lisaron con 5 ml de
tampon de extraccion de ADN* al que se le anadio SDS al 1%, proteinasa K a 25 pg/ml, y ARNasa
A a 30 pg/ml, incubandose la mezcla a 37° C durante 60 minutos.

El hisado se extrajo con suavidad: 4 veces con fenol y 2 veces con cloroformo y se precipito
con NaCl a concentracion 0,1M y dos volimenes de etanol. EI ADN que formo un ovillo blanco se
rescato con la punta de una pipeta pasteur se lavo con etanol al 70%, se seco y fue resuspendido en 1
m! de tampon TE, calculandose su concentracion a partir de la medida de su absorbancia, en

espectrofotometro, a longitud de onda 260 nm y 280 nm
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Tampon de extraccion de ADN: 100 mM NaCl, 10 mM Tns-HCl (pH 7,5) y 10 mM EDTA

2 3- OBTENCION DE ARN DE CELULAS EN CULTIVO.
2.3a- Extraccion det ARN celular con el reactivo TRIzol® de Gibco BRI..

Partiendose de c€lulas confluentes, en monocapa, libres de sobrenadante, se afiadio t ml, por
cada 3.5 cm de diametro de placa, del reactivo TRIzol® (de la firma comercial Gibco BRL) que las
liso, pasandose la mezcla a un tubo de 1,5 ml Se centrifugd decantandose el TRIzol® del
sobrenadante acuoso, que contenia el ARN, a éste se le volvio a extraer con un volumen igual de
TRIzol® repitiendo la operacion, finalmente se obtuvo el ARN del sobrenadante acuoso por
precipitacion con isopropanol. El precipitado se lavo con etanol al 75% y fue resuspendido en 50 pl de
agua destilada y tratada con DEPC. La concentracion del ARN se obtuvo a partir de su absorbancia

medida a 260 nm y a 280 nm de longitud de onda.

2.3b- Extraccion de ARN de gran pureza por Tratamiento con tiocianato de guanidinio y
centrifugacion en solucién de CsCl.

Este método tomado de Sambrook et al., (1989) fue empleado por ofrecer la posibilidad de
obtener un ARN de mayor pureza que el reactivo de TR1zol®, si bien, es un método muy laborioso.

El ARN total fue extraido de células confluentes en monocapa, o de células en suspension,
después de ser sedimentadas por centrifugacion. Las células se lavaron con PBS y se lisaron con
solucion de tiocianato de guanidinio* usando un volumen de 1 ml por cada placa de 25 cm®.

Se paso la mezcla a un tubo de 50 ml y se homogeneizo haciéndola pasar repetidas veces por
una aguja de 23 G con jeringa. Al homogenado se le afiadio el detergente lauril sarcosinato sodico a
una concentracion final de 0,5%, pasandose la mezcla a un tubo de ultracentrifuga, de rotor tipo
SW40, en el que se habia previamente colocado 3,5 ml de una solucion de 5.7 M CsCl en 0,01 M
EDTA (pH 7,5) que actuaria como "colchon" que detendria los contaminantes del ARN. Se centrifugd
durante 24 horas a 32.000 r.p.m., en ultracentrifuga Beckman, obteniendo un precipitado de ARN en
el fondo del tubo, que fue lavado con etanol al 70% y resuspendido en 200 pl de TE con SDS al 0,1%,
pasandose a un tubo de 1,5 ml donde volvio a precipitarse con etanol. El ARN seco, se resuspendio en

50 pl de TE , determinandose su concentracion a partir de la absorbancta medida a 260 nm y 280 nm.
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*Solucion de tiocianato de guanidinio: 40 M de tiocianato de guanidinio, 0,1 M Tris-HCI (pH 7.5),

1% B-mercaptoetanol.

2.4- ANALISIS DE ADN GENOMICO POR LA TECNICA DE “SOUTHERN”.
2.4a- Electroforesis de ADN genomico eucariotico digerido.

Se realizé un gel de aparosa al 0,8% en tampon 1 X TAE de 20 cm de longitud, cargandose en
cada pocillo 10 pg de ADN gendémico digerido con una endonucleasa de restriccion y usando un
pocillo para cargar 1 ng de marcador que en la mayoria de los casos era ADN de fago lambda digerido
con la endonucleasa Hind II1. La electroforesis se realizo a 30 V, durante unas 20 horas, después de las
cuales se fotografio el gel tefido con bromuro de etidio junto a una regla, para poder medir la distancia

de migracion de las bandas de ADN.

2.4b- Transferencia y fijacion del ADN del gel a la membrana de nylon N*,

Para el analisis del ADN genomico basado en la técnica descrita por Southern et al., (1975), se
usaron membranas de nylon Hybond® N cargadas positivamente pues fijan con mayor eficiencia el
acido nucleico.

El ADN se transfirio a la membrana por medio de una solucion salina neutra por lo que era
necesario la previa desnaturalizacion del ADN, en sus dos cadenas, con una solucion alcalina: 0,5M de
NaOH, 1,5M NaCl, seguido de una neutralizacion en una solucion: 1M Tris (pH 7,5), 1,5M NaCl
Después de lo cual se transfind el ADN a la membrana por capilaridad durante 14 horas usando 20 X
S8C como tampon de transferencia.

Para fijar el ADN a las membranas de nylon, Hybond N', de la casa Amersham, se las

humedeci6 durante 20 minutos en NaOH 0.4M, neutralizando después con tampon 5 X SSC.

2.4c- Prehibridacion e hibridacién en el analisis de “Southern”.

La prehibridacion se llevé a cavo en la solucion de prehibridacion a 65°C durante 4 horas. La
hibridacion se llevd a cavo en la solucion de prehibridacion con dextrin sulfato* a 65°C durante 16
horas. La solucion de hibridacion es igual a la solucién de prehibridacién mas la sonda radiactiva a

concentracion 5x10° cpm/ml.
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*Solucion de prehibridacion con dextran sulfato: 3 X SSC, SDS al 1%, dextran sulfato al 5%,
Denhardt's al 1%, ADN desnaturalizado de esperma de salmén 250 pg/ml.

2.4d- Marcaje de la sonda radiactiva por el método de cebador aleatorio.

El fragmento de ADN desnaturalizado en sus dos cadenas, se marco con P >-adCTP, por el
métode de "random pamer" o ADN-cebador aleatorio (Feinberg y Vogelstein 1983), siendo los
reactivos empleados: dNTPs, ADN cebadores y subunidad Klenow de la ADN polimerasa, provistos
por la casa Boehringer Mannheim o Amersham. Las sondas se purificaron a través de una columna de

Shephadex G-50® de Pharmacia.

2.4e- Lavados en el analisis de “Southern™.
Los filtros se lavaron 2 veces, durante 15 minutos, a 60°C, en la solucién I de lavado* y dos

veces, durante 30 minutos a 60°C en la solucion 11 de lavado™.

*Solucion I de lavado: 2 X SSC, 0,1% SDS.
*Solucion II de lavado: 0,02 X S8C, 0,1% SDS.

2.5- ANALISIS DEL ARNm POR LA TECNICA DE “NORTHERN”.
2.5a- Electroforesis de ARN en geles de agarosa conteniendo formaldehido.

Este método ha sido adaptado a partir del descrito por Lehrach et al , (1977),

Se preparo un gel de agarosa al 1,3% en 1 X tampon de MOPS* y conteniendo formaldehido
a concentracion de 2,2M.

Las muestras de ARN se prepararon en tubos de 1,5 ml calentando 5 minutos a 65° C la
siguiente mezcla: 4 pl de ARN celular total (10 ug), 1 ul de 10 X tampdén de MOPS, 3,5 pl de
formaldehido, 10,0 pl de formamida. Las muestra se enfriaron después en hielo, se las afiadio colorante
de bromofeno! y xilenciano! y se las cargo en el gel.

La electroforesis se realizo en 1 X tampon de MOPS a 3-4 V/cm durante unas 3 horas. Una de
las muestras de ARN que no iba a transferirse a membrana, se usé como marcador tifiéndose con

bromuro de etidio y fotografiandose junto a una regla.
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*10 X tampon de MOPS: 0,4 M MOPS (pH 7,0), 80 mM acetato sédico, 10 mM EDTA (pH 8.,0),

en agua tratada con DEPC.

2.5b- Transferencia y fijacién del ARN a la membrana.
El resto de las muestras se transfirieron a membrana Hybond®, de nylon, por capilaridad,
usando tampdn 20 X SSC como agente eluyente.

El ARN se fijo a la membrana de nylon por calor, sometiéndola a 80° C durante 1,5 horas.

2.5¢- Prehibridacion e hibridacién en el analisis de “Northern™.

La prehibridacion se llevo a cavo a 65°C durante 4 horas en la solucion de prehibridacién
con fosfato sodico*. La hibridacion se llevo a cavo durante 18 horas a 65°C en la solucion de
hibridacion que es igual que la solucion de prehibridacion pero a demas contiene la sonda radiactiva,

marcada por la técnica de "random primer”, a una concentracion de 1-10° cpm/ml.

*Solucion de prehibridaciéon con fosfato sodico: BSA al 1%, SDS al 7%, 0,5M Na,HPO4 (pH 7,2),
100 pug/ml de ADN desnaturalizado de esperma de salmén.

2.5d- Lavados en el analisis de “Northern”.

Se realizaron 3 lavados de 1/2 hora cada uno a 65°C en soluciones con distinta concentracion

de tampon fosfato.

Solucion del primer lavado: 0,5M Na,HPO4 (pH 7.2), 1% SDS, 1 mM EDTA.
Solucion del segundo lavado: 0,2M Na,HPO4 (pH 7,2), 1% SDS, 1 mM EDTA.
Solucion del tercer lavado: 0,1M Na,HPO4 (pH 7.2), 1%M SDS, 1 mM EDTA.

2.6- PREPARACION, A GRAN ESCALA, DE ADN DE BACTERIOFAGO LAMBDA.
2.6a- Infeccion a baja multiplicidad.

El lisado a gran escala se hizo por infeccion de las bacterias a baja multiplicidad, partiendo de
10" bacterias E.coli de la estirpe XL1-Blue MRA, resuspendidas en 3 ml de tampén TM vy se las

infectd con 5-107 ufp. de fago lambda incubandolos juntos a 37° C durante 20 minutos con agitacion
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intermitente. se diluyo esta mezcla en 500 m! de medio LB- 10 mM MgS0O4 y se incubd, con gran

agitacion, a 37° C unas 9 horas hasta que los filamentos de ADN de las bacterias lisadas fueron visibles.
El cultivo se trato con cloroformo para terminar de lisar las bacterias y se procedio a la purificacion del

fago en suspension.

2.6b- Purificacion del bacteriofago lambda.

El lisado se incubd con ADNasa I y con ARNasa A, a concentracion final de 1 pg/ml y se le
ailadio NaCl a concentracion 1M. Se centrifugé para desechar los filamentos bactenianos y se afadio
polietiléngticol (PEG) 8000 a una concentracion final del 10% para que precipitaran las particulas de
fago. Después de centrifugar en frascos de 250 ml, en rotor GSA de centrifuga Sorvall, a 11000g,
durante 10 minutos, se decanto el sobrenadante y se resuspendio el precipitado de bacteridfagos y PEG
en tampon TM, El pohetilénglicol se extrajo entonces de la suspension de fagos afiadiendo un volumen
de cloroformo agitando insistentemente y centrifugando. Al sobrenadante acuoso, conteniendo las
particulas de fago, se le ailadié CsCl a 0,5 gr/ml, vy se deposito, cuidadosamente, en un gradiente de
CsCl que se habia preparado, previamente, en un tubo de ultracentrifuga.

El gradiente es discontinuo v consta de soluciones de CsCl en tampon TM, a tres densidades
que de abajo a arriba son: 1,70 g/l; 1,50 g/1; 1,45 g/l

El gradiente fue centrifugado a 22,000 r.p.m., 2 horas, en un rotor SW40 para ultracentrifuga
Beckman. Las particulas de fago formaron una banda ligeramente azulada en la interfase de las
soluciones de densidades 1,50 g/l y 1,45 g/l v se extrajeron del gradiente pinchando con aguja de 21 G

a la altura de la banda.

2.6¢- Extraccion de ADN del bacteriéfago lambda.

La suspension de fagos en CsCl se dializo frente a 1000 veces su volumen del siguiente
tampon: 10 mM NaCl, 50 mM Tris-HC! (pH 8.0), 10 mM MgClL.

La suspension de fagos se trat¢ é€sta con proteinasa K en 20 mM EDTA y 0,5% SDS.
Extrayéndose después la solucion con: fenol, fenol:cloroformo y cloroformo:isoamilico.

La solucion de ADN de fago se dializd con tres cambios de tampdn TE, en 1000 veces su

volumen, a lo largo de 18 horas. Finalmente se obtuvo una solucion de ADN de bacteriofago en
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tampon TE cuya concentracion pudo medirse por comparacion a un ADN-patron en electroforesis en

gel de agarosa.

2.7- PREPARACION DE UNA GENOTECA EN BACTERIOFAGO LAMBDA DASH II.
Este método fue tomado del publicado por Maniatis et al., (1978).

2,7a- Digestion del bacteriofago con la endonucleasa de restriccion EcoR L

100 pg de ADN del fago lambda Dash I fueron digendos con 300 unidades de FcoR 1 en un
volumen total de 400 pl, durante 2 horas a 37° C, comprobandose, por electroforesis en gel de agarosa
al 0,5 %, que la digestion habia sido total. El producto de la digestion, se fenolizo y precipito con

etanol, resuspendiéndose el ADN en 200 il de tampon TE (pH 8,0).

2.7b- Purificacién de los brazos de lambda por centrifugacién en gradiente de sacarosa.

El ADN de A Dash Il digerido con EcoR 1, se incub6 a 37° C durante dos horas en presencia
0,01 M MgCl,, para favorecer la union de los extremos cohesivos, comprobandose la union por
electroforesis en gel de agarosa al 0,5 %.

Simultaneamente se prepard un gradiente continuo de sacarosa del 10 al 40% en un tubo de
ultracentrifuga para un rotor Beckman SW28.

150 pl del ADN se depositaron sobre el gradiente, que se centrifugé a 26.000 r.p.m. durante
24 horas, después de lo cual se recolectaron fracciones de 0,5 ml a través de una aguja de 21 G que se
pinchd en el extremo inferior del tubo.

Alicuota de una de cada 3 fracciones, se calentaron a 68° C y se cargaron en gel de agarosa al
0,5%, detectandose, asi, en qué fracciones se habian eluido los brazos de lambda unidos por los
extremos cos (de unas 29 kb) y no la parte central (“stuffer”) del fago (de unas 15 kb).

Las fracciones escogidas se mezclaron y se dializaron en tampén TE fueron sometidas a 18
horas de dialists frente a 3 cambios de 1000 veces su volumen en tampon TE. Para reducir el volumen
de la solucion a 3 ml, ésta se extrajo con 2-butanol, repetidas veces. El ADN se precipito, finalmente,

con etanol v se resuspendio en tampon TE a una concentracion de 0,5 pg/ml.
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Tampén del gradiente de sacarosa para A: | M NaCl, 20 mM Tris-HCI (pH 8,0), 5 mM EDTA (pH
8.0)

2.7¢c- Parificacion de una fraccion del ADN de SW756 digerido con EcoR 1 que comprende los
fragmentos de tamaiios de 10 a 15 kb.

100 pg de ADN genomico de SW756 de alto peso molecular con 100 U. de la endonucleasa
FcoR 1 El producto de la digestion se extrajo con fenol, se precipitd con etanol y se resuspendi6 en
200 pl de tampon TE. Simultaneamente se prepard, en un tubo de ultracentrifuga, un gradiente de
densidad de sacarosa de concentraciones comprendidas entre 10% y 40%. Se cargd la muestra de
ADN sobre el gradiente y se centrifugd a 22.000 r.p.m. durante 22 horas en un rotor SW40 de
Beckman. Tras sacar el tubo de la centrifiiga se clavo en la parte inferior del tubo una aguja de calibre
21 G, y se tomaron fracciones de 0,5 ml. Alicuotas de 10 ml de una de cada dos fracciones, se
examinaron por electroforesis en agarosa. Las fracciones que contenian ADN con tamafios
comprendidos entre 10 y 20 kb eran Jas Ginicas que se usarian para formar la genoteca, y fueron
dializadas en tampon TE. Después de lo cual se redujo el volumen de las muestras tras varias
extracciones con 2-butanol. El ADN se precipitd con etanol y se resuspendid en tampon TE,

midiéndose la concentracion por electroforesis en gel de agarosa junto a un marcador de ADN.

Tampén del gradiente de sacarosa para ADN genémico: 10 mM Tris-HCI (pH 8,0), 10 mM Na(l,
1 mM EDTA (pH 8.0).

2.7d- Ligacién del ADN genémico a los “brazos” de A Dash II.

En un volumen total de 10 wl se ligo el vector A Dash II (1,4 ug) al ADN gendémico (0,5 ug)
por accion del enzima 74 ADN-ligasa (4 U.) de la casa Boehringer Mannheim, en presencia de ATP
(0,5 mM).

2.7¢e- Empaquetamiento in vitro del ADN en particulas de fago.
El empaquetamiento ir vitro, de 3 pl del producto de la ligacion, en particulas de fago
infectivas, se llevo a cabo usando los reactivos de la casa Boehringer Mannhetm, que consisten en dos

extractos provinientes de dos fagos A lisdgenos de F. coli, distintos, que contienen mutaciones
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complementarias en genes requeridos para la maduracion del fago (Hohn, 1979). El ADN se

empaqueto siguiendo las instrucciones del fabricante, constituyéndose asi la genoteca.
La genoteca fue titulada infectando bacterias hospedadoras E. coli de la estirpe XL1-Blue
MRA (P2) resuspendidas en MgS04 10 mM, con diluciones 1-10 del producto de la reaccion de

empaquetamiento

2.7f- Preparacion de las bacterias hospedadoras de los bacteriofagos recombinantes.

La cepa bacteriana usada para la titulacion y en la busqueda o screening de la genoteca fue la
cepa de E.cofi XL1-Blue MRA (P2) pues ademas de ser bacterias susceptibles de ser lisadas por fagos
lambda recombinantes han sido modificadas geneticamente para impedir que el fage no recombinante
se replique en su mterior.

Las bacterias E.coli XL1-Blue MRA (P2) crecieron en medio LB - MgSO4 10 mM y maitosa
al 0,2%, hasta una densidad optica de 1 a 600 nm de longitud de onda. Las células se sedimentaron por
centrifugacion a 4000g, 10 minutos y se resuspendieron en 10 mM MgSO04 a una densidad Optica de
0.5 a 600 nm.

2.7g- Titulacién de la genoteca.

Las bactenas de absorbancia 0,5 en 10 mM MgS0O4 se alicuotearon en tubos de 10 mi
conteniendo 0,2 ml de suspension bacteriana cada tubo y se incubaron 20 minutos a 37° C con: 1x107
ml, 1x10™ ml, 1x10” ml, de la genoteca. A cada tubo se le afiadié 3 ml de agar blando fundido, a 48° C
y se volcd el contenido sobre una placa de 100 mm. de didmetro, incubandose a 37° C hasta que las

placas de lisis fueron visibles.

2.8- SCREENING DE LA GENOTECA.

El screenig se realizo esencialmente por el método de Benton y Davis, de la siguiente manera:

2.8a- Extension de la genoteca en placas de LB/agar.
La suspension de bacterias £.coli XL1-Blue MRA (P2) en 10 mM MgSO04, se alicuoted en
volimenes de 2 mi, en 8 tubos Falcon® de 50 ml, que fueron incubados con 125 ul del fago
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recombinante cada uno, 20 minutos, a 37° C, después de lo cual a cada tubo se le afiadio 25 ml de agar

blando fundido, a 48° C, vertiéndose la mezcla sobre placas de 22 cm x 22 cm, que fueron incubadas a

37° C hasta que las placas de lisis fueron visibles.

2.8b- Transferencia del ADN del fago a las membranas de nitrocelulosa.

Las membranas de nitrocelulosa se extendieron sobre cada una de las 8 placas de la genoteca,
que habian sido enfriadas a 4° C, atravesandose con una aguja y tinta china en distintos puntos, para su
orentacion después de la hibridacion. EI ADN de los fagos pegado a la membrana se desnaturalizd por
tratamiento con solucion alcalina: 1,5 M NaCl, 0,5 M NaOH, durante 2 minutos. Se neutralizaron los
filtros sumergiéndolos, 5 minutos, en una solucion: 1,5 M NaCl, 0,5 M Tns-HCI pH 8,0. Despues de
lo cual se lavaron en una solucion; 2 X SSC y 0,2 M Tris-HCL. Los filtros se depositaron sobre papel
secante. El ADN se fij6 al filtro de nitrocelulosa tras someterlo a una temperatura de 80° C durante 2

horas.

2.8¢- Prehibridacion e hibridacién de las membranas.

Los filtros se prehibridaron a 42° C durante 4 horas en 10 ml por cada 400 cm’ de superficie de
membrana en una solucion: 50% formamida, 5 X SSC, 5 X Denhardt's, 50 mM fosfato sodico (pH
6,5), 1% SDS, 0,5 mg/ml ADN desnaturalizado de esperma de salmon.

La hibridacion se realizo durante 18 horas en una solucion idéntica a la de la prehibridacion, si
bien, se disminuyo el volumen a 5 ml por cada membrana de 400 cm2 y se afiadio la sonda radiactiva

marcada por la técnica de "random primer” a concentracion mayor o igual a 1x10° cpm/ml,

2.8d- Lavados de las membranas.
Se lavaron los filtros 2 veces, durante 15 minutos, temperatura ambiente, en la solucion 1 de

lavado y dos veces, durante 30 minutos 2 60°C en la solucion II de lavado.

Solucion I 2 X §8C, 0,1% SDS,
Solucion I1: 0,02 X SSC, 0,1% SDS.
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2 9- MINIPREPARACIONLES DE ADN DE FAGO LAMBDA.

Las minipreparaciones de ADN de fago lambda se realizaron segiin el protocolo de Fritsch, (no
publicado) recogido por Sambrook et al., (1989).

De una placa petri se separé una placa de lisis positiva bien aislada del resto de las placas de
lisis y se suspendi¢ en 1 ml de tampon TM con una gota de cloroformo, agitandose insistentemnente
para liberar los particulas de fago de los restos bacterianos, aproximadamente 100 pl de esta
suspension se incubaron 15 minutos a 37° C con 100  de la suspension de bactenias £.coli XL1-Blue
MRA en 10 mM MgSO04 (esta vez a una densidad optica de 2, a 600 nm de longitud de honda), en un
tuvo de 10 ml. 2,5 ml de LLB-agarosa blanda fundida, a 48° C, se afadieron al tubo, vertiéndose la
mezcla sobre una placa de . B-agarosa de 100 mm. de diametro, (se usé LB-agarosa en vez de LB
agar, pues el agar contiene sustancias solubles que interferirian posteriormente en la digestion del ADN
del fago). La placa petrt fue incubada a 37° C hasta que las placas de lisis confluyeron unas con otras,
formandose un Lisado total de las bacterias de la placa petni, afladiéndose entonces 3 ml de tampon TM
para eluir los fagos. Después de 2 horas se aspiro el sobrenadante y se deposité en un tubo de
centrifuga, los restos de bacteria lisada se sedimentaron por centrifugandose a 4000g y se desecharon.
La suspension de fagos fue tratada con ARNasa A | g y con ADNasa I 1 g para digerir los restos de
acido nucleico bacteria que podrian interferir con la postenior precipitacion del fago, para propiciar
esta, se affadio ! volumen de la solucion de precipitacion del fago, conteniendo: 20% PEG 8000, 2M
NaCly 10 mM MgSO4 y se incubd la mezcla a 0° C durante al menos 1 hora. El precipitado de PEG y
particulas de fago se recogio por centrifugacion a 10,000g, 10 minutos a 4° C. El sobrenadante fue
desechado y el precipitado se resuspendio en 0,5 mi de tampén TE y se trasvaso a un tuvo de 1,5 ml.
Para romper las particula de fago se incubd a 68°C durante 5 minutos en presencia de 0,1% SDS. Se
afiadié NaCl a concentracion de 0,1 M y se extrajo con fenol-cloroformo y con cloroformo solo. El
ADN se precipito aftadiendo un volumen de isopropanol y se recogio por centrifugacion en microfuga,
lavandose el precipitado con etanol al 70%. El ADN se resuspendié en 50 ml de tampoén TE (pH 8,0).
Una alicuota de 10 pl se digirio con la endonucleasa apropiada para aislar el inserto, analizandose

después por electroforesis en gel de agarosa.
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2.10- MAPA DE RESTRICCION DE LOS CLONES DE LAMBDA.

Los vectores lambda Dash II y Fix IT contienen 2 sitios Not 1 Gnicos flanqueantes a las
secuencias promotores de ARN T3 y T7. Esto permite la excision del inserto y de las secuencias T3 y
T7 como un solo fragmento separando de los brazos de lambda, por digestion con Not 1. El fragmento
aislado puede someterse a digestiones parciales con distintas endonucleasas de restriccion, fraccionar el
producto de las digestiones por electroforesis en gel de agarosa, transferirse a membrana de nylon
usando el método de “Southern” y analizar los fragmentos por hibnidacion con los oligonucleotidos
sintéticos de los promotores T3 o T7, para determinar la posicion de los sitios de restriccion en relacion

a cada uno de los extremos del inserto.

2.10a- Digestiones parciales de los clones de lambda.

Las digestiones parciales se consiguieron buscando la relacion adecuada entre concentracion de
ADN, endonucleasa y tiempo de digestion. Las condiciones utilizadas para la obtencion de digestiones
parciales en las que todos los fragmentos de restriccion estuvieran representados fueron: 5 ng de ADN
del fago recombinante digendo completamente con Nor 1, 10 pl del tampén salino recomendado por el
fabricante de la endonucleasa y 2,5 u. de la endonucleasa elegida, en un volumen total de 100 pl,
permitiendo actuar al enzima durante 2 minutos después de los cuales, las digestiones se detuvieron
bruscamente, por congelacion en nieve carbonica durante una noche o afiadiendo un volumen de fenol

y agitando.

2.10b- Electroforesis de las digestiones parciales y transferencia a la membrana.

Las electroforesis se realizaron durante 16 horas a 60 mA en gel de agarosa al 0,8% de 20 cm
de longitud usando uno o varios marcadores de peso molecular que se tifieron con bromuro de etidio y
se fotografiaron junto a una regla. Conocidos los tamaiios de cada fragmento de restriccion del ADN-
patron, se dibujo la curva que relaciona el logaritmo del tamafio de cada fragmento con la distancia
recorrida por este.

La transferencia y fijacion del ADN a la membrana se desarrold de la misma manera que se ha

descrito ya para el “Southern” de ADN genomico.
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2.10c- Marcaje radiactivo del oligonucleétido.

Los oligonucledtidos sintéticos T3 y T7, de la casa Stratagene, se marcaron en el extremo 5'
con v- P dATP por accion del enzima T4 polinucledtido-quinasa de la casa Boehringer Mannheim,

siguiendo las instrucciones del fabricante.

2.10d- Hibridacion con oligonucledtiodos y lavados de las membranas.

La temperatura de hibridacion de los oligonucleétidos es distinta en cada caso dependiendo de
la longitud y composicion del oligonucledtido. La temperatura ideal se calcula empincamente a partir
de la temperatura de fusion en un rango de 5 a 10 grados por debajo de ésta. En el caso de los
oligonucledtidos comerciales T3 y T7 de la casa Stratagene, las pretubridaciones e hibridaciones se
levaron a cavo a 37° C, mientras que los lavados se realizaron a 42° C.

Las prelubridaciones se prolongaron durante 4 horas en una solucion consistente 6 X SSC, 5 X
Denhardt's, SDS al 0,5%, 500 pg/ml de ADN desnaturalizado de salmon.

Las hibridaciones se prolongaron durante 18 horas, en una soluciéon igual a la de la
prehibridacion pero conteniendo ademas la sonda de oligonucleotido marcada con *’P en el fosfato del
extremo 5"

Los lavados se realizaron en 3 cambios de tampon 6 X SSC a 42° C, durante una hora.

Las bandas obtenidas en la autorradiografia fueron analizadas midiéndose la distancia de cada
una de ellas hasta el origen, calculando asi ef tamafio del fragmento de restriccion

en la curva log del tamafio / distancia.

2.11- SUBCLONACION DE FRAGMENTOS DE RESTRICCION.

Para la subclonacion de fragmentos de los clones de lambda o subgendmicos del ADN de
VPH18 fue necesaria la digestion del ADN del clon, el fraccionamiento en geles de agarosa, la elucion
del ADN de la agarosa, la ligacion a un vector plasmidico y la transformacion de bacterias
competentes. El vector plasmidico que se empleo en la subclonacion de fragmentos de restriccion fue

el pBluescript SKII-.
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2.11a- Digestion de ADN con endonucleasas de restriccion.

Las digestiones con endonucleasas de restriccion se realizaron en el tampon salino

recomendado por el fabricante de la endonucleasa en un volumen total variable de 10 a 500 ul.

2.11b- Aislamiento de los fragmentos de restriccion.

Para el aislamiento de fragmentos de restriccion, se fracciond el producto de las digestiones
junto a un ADN-patrdn de tamafios en geles de agarosa del 0,8 % al 2 % en tampén 1 X TAE. La
banda de interés se separo con bisturi y el ADN fue eluido de la agarosa por distintos métodos
empleandose fundamentalmente el método comercial del GeneClean® (Bio101) que destruye la
agarosa por tratamiento con 6 M Nal vy purifica el ADN a través de una resina (glassmilk®) a la que se

pega el ADN alta concentracion salina y se despega a baja concentracion salina.

2.11c- Ligacion del inserto al vector plasmidico.

Las ligaciones se llevaron a cavo entre extremos cohesivos, en un volumen final no mayor de
20 pl, usando cantidades equimoleculares de inserto y vector y empleando la enzima ADN ligasa de T4
de Boehringer Mannheim en presencia de 0,5 mM ATP y en el tampén salino que suministra el

fabricante.

2.11d- Puesta en competencia de las bacterias.

Las bactenas E.coli de la estippe DH5aF” fueron cultivadas en medio LB y sedimentadas
cuando se encontraban en fase de crecimiento exponencial, resuspendiéndose después, a 4° C, en 1/10
del volumen de cultivo inicial, en una solucion de LB-PEG 4000 al 10%, conteniendo 30 mM de Mg”™
y 5% de DMSQO. La suspensién fue alicuotada, rapidamente congelada en meve carbonica-etanol y

almacenada a -70° C hasta su utilizacion.

2.11e- Transformacion.
El producto de la ligacion se afiadio a 100 pl de bacterias DH5aF competentes, depositandolas
a 4° C durante 30 minutos, después de los cuales se las sometid a 42° C durante 90 segundos, se la

volvio a enfriar y se afiadieron a 900 ml de medio LB v se incubaron 60 minutos a 37°C (tiempo de
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expresion génica). Después de lo cual se extendieron en alicuotas de 20, 50 o 100 pl sobre placas petri

de LB-agar conteniendo 50 pug/ml de ampicilina, en las que se ha extendido 40 pl de X-Gal (20 ug/ul),
y 4 ul de IPTG 200 pg/ul. Las placas se incubaron a 37°C toda 1a noche. Los clones recombinantes se

seleccionaron por resistencia a ampicilina y o-complementacion.

2.11f- Minipreparaciones de plasmidos.

Las colonias recombinantes se inocularon en alicuotas de 5 ml de LB-50 pg/ml ampicilina y se
incubaron a 37° C con agitacion toda la noche.

1 ml de cada uno de los cultivos de 5 ml de las bacterias recombinantes, se lisé por el método

de lisado alcalino de Bimboim y Doly (1979) segun las modificaciones de Sambrook et al. (1989).

2.12- SECUENCIACION,

La secuenciacion se realizo por el método de los terminadores especificos de cadena (Sanger et
al, 1977) utilizando a-"SdATP y los oligonucledtidos de los promotores virales T3 y de T7 de la casa
Stratagene, cuyas secuencias se encuentran a ambos lados del sitio de multiclonado del vector
pBluescript SKII- (Stratagene) y del vector pAMP1 (Gibco BRL), en los que se subclonaron
fragmentos de restriccion y los productos de la PCR, respectivamente. Los reactivos empleados fueron

suministrados por Amersham incluida la enzima que fue la ADN polimerasa modificada del fago T7,

USB®.

2.13- BUSQUEDA EN GENOTECAS DE COSMIDOS Y YACS POR MEDIO DE LA TECNICA
DE LA REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR).

La btsqueda en las genotecas genomicas por medio de la reaccion en cadena de la polimerasa
se realizo basada en el método desarrollado por Green y Olson (1990). Para ello fue necesario el disefio
previo de un par de ADN-cebadores que acotaran un fragmento de ADN de un tamafio tal que fuera
susceptible de ser amplificado por la polimerasa. Se disefio una pareja de ADN-cebadores que
amplificaban un fragmento de ADN celular del flanco 5'y otra pareja de cebadores que amplificaban un

fragmento de ADN celular del flanco 3'.
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El amplicon del extremo 3' era un fragmento de 250 pb comprendido por los ADN-cebadores:

[5-TCT TGT GGG GTA AAG GAG CAT C-3'] como ADN-cebador superior y [3-TGA CAA TAA
TGC CAT GGA GCA G-5'] como ADN-cebador inferior.

El amplicon del flanco 5' era un fragmento 151 pb comprendido por los siguientes
oligonucleotidos: [5'-TCT GAA TTT GTC CGT TTC CTC A-3'] como ADN-cebador superior y [3'-
GGT CTC AAG AGG TAA CCC TTC T-5'F como ADN-cebador mferior.

Las reacciones de PCR constaron de los siguentes ciclos:

- Un ciclo de desnaturalizacion inicial de 5 minutos a 95° C

- 30 ciclos de amplificacion con los siguientes parametros; ! minuto a 95° C (desnaturalizacion), 1
minuto a 58° C (anillamiento), 1 minuto a 72° C (elongacién).

- Un ciclo de elongacion final de 10 minutos a 72°C.

Los reactivos empleados en cada PCR fueron: 20 pmoles de cada ADN-cebador, 0,8 mM de
mezcla equimolecular de los 4 dNTPs, 1 X tampon saline de PCR*, de 10 a 20 ng de ADN molde

(distinto en cada tubo)} y 1 U de la enzima 7ag ADDN-polimerasa.

*10 X tampén de salino de PCR: 500 mM KCl, 100 mM Tns-HCl (pH 8,3), 15 mM MgCl, 0,1%

gelatina.

El ADN molde en el primer screening de la genoteca de YACs CEPH-A esta constituido por
el ADN de 28 grupos de clones distintos (“Super-pools”). Cuando un par de cebadores es positivo
para un grupo se analizan por PCR los 5 subgrupos (“pool”) de clones que lo componen. Cada
subgrupo esta constituido por el ADN de 384 YACs distintos.

La genoteca de mega-YACs CEPH-II, procedente del Centre d’Etudes de Polimorphism
Humains, Paris, Francia, esta constituida por 14 Super-pools en vez de 28.

El ADN molde en las genotecas de cosmidos especifica de cromosoma 12, LLI2ZNCOI
(Lawrence Livermore National Laboratory, USA), comenzaba con 17 mezclas distintas de ADN
(“pools™), constituidas por el ADN de 1620 clones, que son los que caven en cada membrana de la
genoteca de cdsmidos (construida automaticamente) que puede analizarse por hibridacion con sondas

radiactivas.
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El analisis de los fragmentos amplificados en la PCR se realizo por medio de electroforesis en

minigeles de acrilamida-bisacrilamida (37:1) en tampon 1 X TBE.

2.14- MAPAS DE COSMIDOS.
El mapa del cosmido 227E2, se realizo por medio de digestiones parciales con distintas endonucleasas,
de la manera que se ha descrito ya para los clones de lambda, si bien, en este caso la endonucleasa que

escindio el inserto del vector fue $ff 1y no Not 1.

2.15- AMPLIFICACION POR PCR DE LOS EXTREMOS 3' DEL ARN DEL GEN HMGI-C.
2.15a- Sintesis de ADNc a partir de ARN total.

La sintesis del ADN complementario se realizo paralelamente a partir det ARN total de SW756
y del de la linea celular SiHa, que constituia el ARN control, empleando los reactivos de la casa Gibco
BRL y siguiendo las indicaciones del fabricante de la siguiente manera: Sug de ARN celular total y 20
pmoles de cebador comercial “Adapter primer AP2®”, se incubaron 5 minutos a 70° C, se enfriaron en
hielo y se comenzo la sintesis de la primera cadena del ADNc por medio de la enzima transcriptasa en
reverso SuperScript® (200 U), en presencia de 2 mM dNTPs, 10 mM DTT, 20 mM Tris-HCl (pH
8.4), 50 mM KCL, 100 pg/ml BSA, en un volumen total de 20 pl y a 42° C durante 30 minutos.

La secuencia del oligonucledtido AP2 es la siguiente: [3-AAG GAT CCG TCG ACA
TC(T)"'-5'].

El ARN molde fue destruido, seguidamente, por accion de la ARNasa H (2 U), que actud

durante 10 minutos a 42° C, en el mismo tampén satino.

2.15b- Amplificacion del ADNc.

La amplificacion del ADNc se llevo a cavo en dos etapas siguiendo €l protocolo recomendado
por la casa Gibco BRL (proveedor de los reactivos).
Primera fase. (Fase A):

Se realizaron tres reacciones de PCR con el ADNc de la linea SW756 y tres con el ADNc

control (de la linea celular SiHa).
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En todas ellas se usd un ADN-cebador inverso comun, lamado UAP2® (“Universal

amplification primer 2”), cuya secuencia era [5-CUA CUA CUA CUA CUA AAG GAT CCG TCG
ACA TC-3'], poseyendo una zona idéntica a la secuencia del cebador AP2 y otra zona diseiiada
especialmente para facilitar la clonacion del fragmento amplhficado en un vector especial llamado
pAMPI® (Gibco BRL). El cebador directo era especifico y distinto en cada una de ias tres reacciones,
con secuencias obtenidas de cada uno de los tres primeros exones del gen HMGI-C.

En la reaccidn A, La secuencia del ADN-cebador directo especifico del gen AMG/-C fue: [5'-
CTT CAG CCC AGG GAC AAC-3". En la reaccion A, fue: [5-CAA GAG GCA GAC CTG GGA-
3"]. En la reaccion A; fue: [5-AAC AAT GCA ACT TTT AAT TAC TG-3". Las tres se realizaron
sobre dos “moldes” distintos: el ADNc problema, y el ADNc control

Cada PCR se realizo partiendo de 5 pl del ADNc (de los 20 pl obtenidos en la reaccion de
sintesis), 25 pmoles de cada ADN-cebador y 0,8 mM de dNTPs (mezcla equimolecular). La reaccion
se realizo en un volumen final de 50 pl, en un tampon de PCR constituido por: 50 mM KCi, 10 mM
Tris-HC! (pH 8.4), 1,25 mM MgCl, y 0,01% gelatina. Una unidad de la enzima 7aqg ADN polimerasa
se afiadio a cada tubo cuando estos estaban a una temperatura de 80° C.

La Fase A de la amplificacion de ADNc consto de los siguientes ciclos:
-Un ciclo de tniciacion en caliente, consistente en: 3 minutos a 94° C y de 1 a 5 minutos a 80°, tiempo
que se emplea en afiadir [a enzima a los tubos.
-1 ciclo de sintesis de la cadena complementaria del ADNc a partir de cada cebador especifico del gen
HMGI-C, consistente en 5 minutos a 94° C, 2 minutos a 55° C y 60 minutos a 72° C.
- 30 ciclos de amplificacion consistentes en: 45 segundos a 94° C, 45 segundos a 55° C y 3 minutos a
72°C.
-1 ciclo de elongacion final de 10 minutos a 72° C.
-1 ciclo de enfriamiento a 4°C.

Segunda fase. (Fase B):

Usando como ADN-molde una dilucion 1/10 del producto de cada una de las reacciones de la
fase A, se realizo una segunda fase de PCRs. En todas ellas se empled de nuevo, como cebador
inverso, el cebador UAP2® y tres cebadores directos especificos del gen HMGI/-C en cada una de las

tres reacciones de amplificacion del ADNc control v de} ADNc problema. Las secuencias de los
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cebadores especificos se obtuvieron a partir de las secuencias de los tres primeros exones del gen

HMCGI-(" de tal manera que cada una de estas secuencias estuviera incluida en los fragmentos
amplificados en la primera fase de PCRs.

Estos cebadores fueron disefiados de una manera especial para facilitar la posterior clonacion
de los fragmentos amplificados usando el sistema CloneAmp® de Gibco BRL, en el vector pAMP1®,
para ello se coloco en el extremo 5' una secuencia de 4 tripletes CUA. Las secuencias de los ADN-
cebadores eran: B: [5-CUA CUA CUA CUA CGC CTC AGA AGA GAG GAC-3'], ADN-cebador
B:: [5-CUA CUA CUA CUA GTT CAG AAG AAG CCT GCT-3'}, y ADN-cebador Bs: {5-CUA
CUA CUA CUA TTG ATC TGA TAA GCA AGA GTG GG-31.

Las reacciones se llevaron a cavo en un volumen de 50 pl a la misma concentracion de dNTPs
y en el mismo tampon de PCR que la reaccion anterior y con 20 pmoles de cada uno de los ADN-
cebadores.

Los parametros de la fase B de PCRs fueron:

-1 ciclo de iniciacion en caliente consistente en: 3 minutos a 94° C y de 1 a 5 minutos a 80° C. Tiempo
de afiadir la 7ag ADN polimerasa.

-30 ciclos de amplificacion consistentes en: 45 segundos a 94° C, 45 segundos a 55° C y 3 minutos a
72°C.

-1 ciclo de elongacion final de 10 minutos a 72° C

-1 ciclo de enfriamiento a 4°C

El producto de estas PCRs se cargo integramente en un gel de agarosa al 1,2%.

2.15¢- Clonacion de fragmentos amplificados por PCR usando ¢l sistema CloneAmp®.

El ADN de las bandas provinientes de la segunda fase de PCRs fue electroluido de la agarosa y
se ligd al vector pAMP1 por medio de la enzima uracil ADN glicosilasa (UDG) de la siguiente manera:
Se afiadieron 50 ng de vector a 200 ng de ADN de la banda eluida y 1 U de UDG, en un volumen total
de 10 pl, incubandose la reaccion a 37° C durante 30 minutos, después de los cuales se procedio a la
transformacion de bacterias competentes, . coli DH5a. Los clones recombinantes se seleccionaron

por resistencia a ampicilina.
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2 16-LINEAS CELULARES:

SW756: Células epiteliales humanas derivadas de carcinoma cervical que fueron donadas a nuestro
laboratorio por Dr. Popescu del N.C.I1. Bethesda M.D., USA.

SiHa: Células epiteliales humanas derivadas de carcinoma cervical. (ATCC HTB 35).

C41: Células epiteliales humanas derivadas de carcinoma cervical que fueron cedidas a nuestro
laboratorio por Dr. Popescu del N.C.1. Bethesda M.D., USA (ATCC CRL 1594).

HeL.a: Células epiteliales humanas denivadas de carcinoma cervical (ATCC CCL2).

OSA.: Celulas tumorales humanas derivadas de un osteosarcoma fueron donada por Dr. Ola Myklebost
del Institute for Cancer Research, Oslo, Noruega.

RMS-13: Células tumorales humanas derivadas de un rabdomiosarcoma fueron donadas por Dr. Ola
Myklebost del Institute for Cancer Research, Oslo, Noruega.

Colo 320: Linea celular humana procedente de un carcinoma de colon (ATCC CCL220).

Molt-4: Linea celular derivada de un linfoma de Burkitt (ATCC CRL 1582)

Ramos: Linea celular derivada de un linfoma de Burkitt (ATCC CRL 1596)

2.17- CEPAS BACTERIANAS

DHSa: (Hanahan, 1983). supE4d4, A lacU169 (¢ 80 lacZAM15) hsdR17 recAl endAl gyrA96 thi-1
relAl

DH3aF': Genotipo: F’, supE44, A lacU169 (¢ 80 lacZAM15) hsdR17 recAl endAl gyrA96 thi-1
relAl

XL1-Blue MRA: A (mcrA) 183, A (merCB-hsdSMR-mrr) 173, end Al, supEd4, thi-1, gyrA96,
XL1-Blue MRA (P2): XL1-Blue MRA (P2 lisogeno)

2.18- VECTORES
Vectores plasmidicos: -pBluescript SKII- ®Stratagene), -pAMP1® (Gibco BRL).
Caosmidos: LAWRISTI16 (Little, 1987)

Vectores derivados de bacteriofago lambda: A Dash II (Stratagene), A Fix 1I (Stratagene)
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2.19- SOLUCIONES DE USO GENERAL EN BIOLOGIA MOLECULAR

TE: 10 mM Tris-HCI (pH 7,5 0 8), I mM EDTA (pH 8)

SSC: 15 mM Citrato sodico, 150 mM NaCl

100 X Denhardt's;: 2% Ficol, 2% pohvinilpirrolidona, 2% BSA.

SM: 50 mM Tris-HC! (pH 8), 100 mM NaCl , 10 mM MgS04, 0,1% gelatina

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

TAE: 40 mM Tris-acetato, I mM EDTA

TBE : 40 mM Tris-borato, | mM EDTA

PBS: 137 mM NaCl, 2,5 mM KC}, 2,5 mM Na,HPO, , 1 mM K;HPO,, apH 7,2

Medio LB: Triptona 10g/], extracto de levadura 5 g/, NaCl 10 g/

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

Agar blando: Medio LB suplementado con 10 mM MgSO4 + 0,7 % de agar

Fenol: En todos los métodos que se describen el fenol se uso siempre equilibrado a (pH 8) saturado
con 10 mM Tris-HCI (pH 8)

Fenol-cloroformo: 50 % de fenol equilibrado + 50 % de cloroformo

Cloroformo-isoamilico: 99% de cloroformo + 1 % de alcohol isoamilico

10 X Colorante de bromofenol y xilencianol: 0,.25% de azul de bromofenol, 0,25% de xilencianol
FF, 50% de glicerol en agua

dNTPs: Mezcla equimolecular de dATP, dCTP, dGTP, dTTP.

PROGRAMAS INFORMATICOS

Los analisis de secuencia de ADN, busquedas y comparaciones se realizaron utilizando el
paquete de programas de analisis de secuencia del “Genetics Computer Group (v 6.2)” de la
universidad de Wisconsin (Devereux et al., 1984), utilizando computador DIGITAL VAX. Se
utiizaron los bancos de datos EMBL y GeneBank, con la colaboracion de Rodolfo Murillas,
CIEMAT, Madnd. La comparacién y alineamiento de secuencias se realizé con el programa PC-
gene® de Intelligenetics. Este texto fue procesado utilizando el programa Microsoft Word para
Windows®. Las figuras se realizaron utilizando el programa Charisma® de Micrographx, para

Windows.
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3.- RESULTADOS
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3.1- CLONACION DEL LOCUS DE INTEGRACION EN EL. GENOMA DE LAS CELULAS
SW756.

La linea celular SW756, derivada de un carcinoma de cervix contiene el genoma de
VPH18 integrado en la regién cromosémica 12q13-15 (Popescu et al, 1987, Sastre-Garau et
al., 1995). Para la clonacion de las secuencias celulares flanqueantes al ADN viral integrado
fue necesaria la preparacion previa de una genoteca gendmica especifica de SW756 ya que la
localizacion del locus de integracion viral en SW756 es una caracteristica peculiar de dicha
linea celular y ninguna otra genoteca podria usarse con este fin.

En la preparacion de la genoteca se usé un vector derivado de fago lambda pues estos
vectores permiten la introduccion de insertos de ADN gendmico de hasta 22 kb, siendo las
genotecas en fago lambda mucho mas sencillas en su produccion y manejo que las genotecas
en vectores cosmidicos. Otra decision a tomar, en la preparacion de la genoteca, fue si debia
clonarse el punto de recombinacion viral-celular del lado 3' separadamente del punto de
recombinacidn viral-celular del lado 5' o si por el contrario ambos extremos virales debian
encontrarse en el mismo clon. Las dos posibilidades eran, en principio, factibles ya que el
tamafio del genoma de VPH18 es de 8 kb y teniendo en cuenta gue una porciéon mayor o menor
de su genoma podia haberse perdido en el proceso de integracién, solo era necesario que el
fragmento de restriccion que contuviera el genoma viral y las secuencias celulares adyacentes

fuera menor de 22 kb.

3.1a- Caracterizacion de las secuencias virales integradas en SW756.

Con el fin de decidir la estrategia a seguir en la preparacion de la genoteca se realizaron
experimentos encaminados a la caracterizacion del ADN viral integrado en SW756, para poder
determinar asi, qué fraccion de las 8 kb que constituyen el genoma viral estaba conservada en
el ADN de VPHI8 integrado en SW756. Experimentos preliminares semejantes se habian
realizado ya por Schwarz y colaboradores en 1985.

El ADN de la linea celular SW756 fue hibridado frente a sondas subgenomicas
obtenidas de las distintas zonas del plasmido pHPV18-7,9 (Boshart et al., 1984) , que contiene
el genoma de VPHI18 clonadas en el sitio FcoR 1 del plasmido pBR322 y fue cedido a este
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laboratorio por el Dr. zur Hausen (Heidelberg, Alemania). Si alguna de las sondas no produjese

sefial en la autorradiografia, significaria que dicho fragmento no existiria en las secuencias
virales integradas en SW756.

Para la realizacion de este experimento, asi como para la serie de experimentos que van
a describirse a continuacion, fue necesario el cultivo de la linea celular SW756 y la obtencion
del ADN de sus células. Este ADN fue digerido con las endenuceasas de restriccion, Sac 1y
Hind 111, que no cortan en el genoma de VPHI8 (Cole y Danos, 1987), fraccionado por
electroforesis en agarosa y transfendo a una membrana de nylon. Simultineamente se
subclonaron en el vector pBluescript SKII-® (Stratagene), los siguientes fragmentos del
genoma de VPH 18 contenidos en el plasmido pHPV18-7.9: fragmento BamH 1 (6928)-BamH 1
(119) de 1047 pb, que comprende la regién reguladora viral, LCR o0 URR, a este fragmento se
le llamo BB; fragmento Xba 1 (321)-Hinc 11 (658) de 337 pb situado en el marco de lectura
abierto de los genes E6/E7, al que se le llamo fragmento 337; fragmento Xba 1 (1732)-EcoR 1
(2440) de 708 pb situada en mitad del marco de lectura abierto del gen El al que se le llamo
XR-0.6 y el fragmento Hinc 11 (3605)-Nsi 1 (3974) de 369 pares de bases que comprendia la
primera parte del marco de lectura abierto del gen E4 y en la parte final del E2, al que se le
llamoé HN-370 (Fig. 3.1). De cada uno de estos subclones se purifico ADN plasmidico, se
liberaron los insertos por digestion con las endonucleasa indicadas, se fraccionaron por
electroforesis en agarosa al 1%, eluyéndose el ADN de cada inserto de su fraccion de agarosa.

En la fig. 6 se representa graficamente el genoma wiral, linearizado, indicando la

posicion de las sondas subgenomicas utilizadas:

E6___E7 B = L2
0 El - _— Fs LI —
kb 0 I 2 3 4 5 6 7 8
BB 337 XR06 NH370 BB

Fig 6

La membrana de nylon que contenia el producto fraccionado de las digestiones de
SW756 con las endonucleasas. Sac 1, y Hind 111, fue hibridada sucesivamente con las sondas;
BB, 337, XR-0.6 y HN-370, marcadas con a’°P-dCTP por la técnica del “random primer”

(cebador aleatorio), detectandose sefial con todas ella. Este hecho indica que todos estos
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fragmentos de ADN viral, estan presentes, al menos en parte, en las secuencia de VPH18 integrada

en SW756 (Fig. 7).

3.1b- Expresion de los genes virales.

Otro aspecto, en la caracterizacion de las secuencias virales integradas en SW756, fue
estudiar la expresion de los genes virales y contrastar nuestros resultados con los obtenidos por
Schwarz y colaboradores en 1985 y por Schneider-Gédicke y colaboradores en 1986. Pues las
lineas celulares a menudo presentan variaciones en la expresion de sus genes debidas a su cultivo
continuado.

Para estudiar la expresion de los genes E6/E7, E1 y E2 de VPHI18 en esta linea celular, se
usaron los fragmentos subgenomicos virales 337, XR-0.6 y HN-370 descritos anteriormente.

El ARN total de la linea celular SW756 se extrajo con tiocianato de guanidinio y
purificacion en colchon de CsCl. Varias alicuotas, de 5 pg, de ARN celular, total, se fraccionaron
por electroforesis en un gel de agarosa conteniendo formaldehido, como agente desnaturalizante.
Se transfirio el ARN procedente de cada pocillo, como franja longitudinal, a membranas de nylon
usando la técnica de “Northem”. Cada membrana se hibridé con una sonda radiactiva del genoma
completo de VPH18 y de los fragmentos subgenomicos virales: 337, XR-0.6 y HN-370. Se detecto
transcripcion del gen viral E1, con un ARNm de unas 6 kb y otros con tamafios en un rango de 3,5
a 3 kb, también se detectd transcripcion de los genes inmortalizantes E6 y E7: el ARN de 6 kb
(también detectado con la sonda XR-0.6) y otras especies de tamaiios que varian en un rango de
2,5 a 2 kb. No se detecto sefal alguna con la sonda HN-370, proviniente del gen E2 (inhibidor de
la transcripcion de los genes E6 y E7), (Fig. 8).
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Fig. 7. Hibridacién del ADN de SW756 digerido con las endonucleasas Sac | y Hind 111
con diversas sondas subgendémicas virales

VPH1i8 E6/E7 El E2
Fig 8: Analisis de “Northern” del ARNm viral en la linea celular SW756
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Este resultado, en concordancia con los datos preliminares obtenidos por Schwarz y

colaboradores (1985) y por Schneider-Gadicke y colaboradores (1986), esta indicando de
manera indirecta que el genoma viral debe haberse linearizado en la zona comprendida entre el
nucledtido 1732 y el nucleotido 3974 ya que tanto la sonda XR-0.6 como la sonda HN-370
estan presentes, al menos en parte, en el ADN viral integrado en SW756 como pudo detectarse
en el “Southern” de la figura 6, y sin embargo la region comprendida por la sonda HN-370 no
se transcribe por encontrarse desacoplada de las secuencias promotoras virales, URR o LTR,
seguramente por haber quedado 5' de éstas en el proceso de la integracion” .

La gran heterogeneidad en el tamafio de los ARNm que se detectan con las sondas 337
y XR-0.6, es debida a que el extremo 3' de estos transcnitos esta constitutdo por regiones
celulares adyacentes al genoma viral ya que al lineanizarse algunos aceptores de splicing y
sefales de poliadenilacion viral se han perdido o han quedado situadas 5' de los promotores
virales por lo que se producen transcritos aberrantes con las secuencias celulares adyacentes

localizadas 3' de los genes E6, E7, y E1.

3.1c¢- Eleccion de la endonucleasa de restriccion empleada en la construccion de la genoteca.

Conocida la secuencia prototipo de VPHI18 (GeneBank: X05015) se seleccionaron
endonuclesas que no cortan el genoma de VPH18, buscando la o las enzimas de restriccion que
contuviera el ADN wviral integrado en un fragmento de ADN genbémico menor de 22 kb pues
éste es el limite que admiten los vectores de fago lambda. El ADN viral fue identificado como
una sola banda en el “Southern™ del producto de las digestiones del ADN de SW756 con cada
una de las siguientes endonucleasas de restriccion: Xho I, Sa/ 1, Sac 1, Hind Tl y FcoR 1;
hibnidado con la sonda genomica de VPHI18 (Fig. 9). La secuencia consenso de VPHI18 no
posee ninguno de estos sitios de restriccion mencionados con la excepcion de ZcoR I que corta
en posicion 2440 sin embargo este sitio de restriccion no existe en la secuencia viral integrada
en el genoma de las células SW756 debido a una mutacion puntual (Schwarz et al., 1985).

Los tamafios de las bandas detectadas en la autorradiografia de la figura 9 son: mayor
de 30 kb con Xho 1y Sal 1, 22 kb con Sac 1, 12.5 kb con FcoR 1y 9 kb con Hind HI. EcoR 1 fue

 Tomando como referencia el origen de replicacion viral v el sentido de transcripcion de sus genes se Llama punto de
ruptura 5' al que se encuentra mas alejado del origen de replicacion, en sentido opuesto al de transcripeion de sus
genes v 3’ al que se encuentra mas alejado del arigen de replicacion, en el mismo sentido que el de transcripcion de
Sus genes.
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la endonucleasa elegida para la clonacion del locus de integracion del ADN viral, pues el

tamafio del fragmento de restriccion que contenia el genoma viral y las secuencias
flanqueantes, era dptimo para la construccion de la genoteca en fago lambda, conteniendo al
menos 4 kb de secuencias celulares adyacentes, espacio suficiente como para el estudio del
locus de integracion viral y obtencion de sondas celulares que se utilizarian, posteriormente, en
el analisis de una genoteca gendmica con el fin de clonar el alelo no-ocupado comespondiente
al locus de integracion viral.
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Fig 9 Hibridacitn del ADN de SW756 digenido con las endonucleasss: Eco RIL Xho [, Sal [ Hind 11, con una
sonda del genoma de VPHIE marcada con adCTP., _
-4

3.1d- Preparacién de una genoteca gendmica de Ia linea celular SW756

La fraccién de ADN de SW756 digerido con o 1, de tamaios comprendidos entre
10 y 20 kb, se purificé por centrifugacion en gradiente de sacarosa (fig 10 a yb),

El fago A Dash® I1, vector disefiado por la firma comercial Stratagene para la clonacion
de fragmentos gendmicos de tamafios comprendido entre 9 y 22 H},nﬁ‘mhgudhiﬁdaddc
clonar en el sitio de restriccién EcoR 1 por lo que fue elegido como vector para la preparacién
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de la genoteca. El ADN del fago ADash II, se prepard a gran escala, se digiri6 con la

uﬂmuﬂm&ﬁmﬂuﬁﬁwﬁqamﬁnﬂyluﬁm“dehmhﬂad:hm
sustituible de su genoma (“stuffer”) por centrifugacién en gradiente de sacarosa (Fig. 10 cyd ).

a) IB19021 21325 26 w 1w

M M 2 % 36 9121518 21 24 27 30 33 36
c) d)

Fig. 10

a) Fracciones del gradiente en sacarosa del ADN de SW756 digerido con EcoRt L

b) Fracciones escogidas para la produccidn de la genoteca. mmmnﬂh&mmu
c) ADN de 3. Dash II digerido con EcoR I; M: 3/Hind [T

d) Fracciones del gradiente en sacarosa de A, Dash [1 digerido con FcoRt |
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La fraccion seleccionada, del ADN genomico de SW756 digerido con EcoR 1, fue

ligada, por accion de la ligasa del bacteriofago T4, a los “brazos™ de A Dash II, digeridos con
EeoR 1. El producto de la ligacion fue encapsidado en particulas de fago lambda. Cada
particula portaba un fragmento distinto de ADN genémico vy juntas constituian la genoteca a

analizar.

3.1e- Screening de la genoteca genémica de la linea celular SW756

Antes de comenzar el screening se titulo la genoteca, utilizando para ello bacterias £.
coli XL1-Blue MRA(P2), modificadas genéticamente, para que solo los fagos recombinantes
repliquen en ellas. El nimero de unidades formadoras de placa (ufp) calculado en la titulacion
de Ia genoteca fue de 900.000, cantidad que se considerd suficiente para clonar las secuencias
virales, y celulares flanqueantes, en una genoteca gendmica enriquecida. Se procedio a la
infeccion de bacterias . coli XL1-Blue MRA(P2), esta vez con toda la genoteca que se
extendio en placas de 20x20 cm. El ADN de los fagos se transfirio y fij6 a membranas de
nitrocelulosa Hybond ® C', realizandose el screening de la genoteca con una sonda del genoma
completo de VPHI8, marcado con «°P-dCTP por la técnica del “random primer”. Once
clones fueron detectados, como posibles positivos, por existir un punto impresionado en la
autorradiografia que coincidia con la posicion de una placa de lisis. Se recogié cada una de las
once placas de lisis junto con las respectivas placas circundantes y se sumergieron en once
alicuotas de tampon TM, para la elucion de sus fagos. De cada una de estas suspensiones de
fago en TM se hicieron dos diluciones 1107 y 5:10° en tampon TM, y con eflas se infectaron,
nuevamente, bacterias de la estirpe XL 1-Blue MRA(P2), extendiéndolas mezcladas con el agar
blando fundido, esta vez, en placas petri. A partir de las diluciones 1-10” se obtuvieron placas
petri con un numero de placas de lisis de 4 a 80, de las diluciones 5107 se obtuvieron placas
petri con un numero 20 a 400 placas de lisis. Solo los fagos de las placas petri provinientes de
las diluciones 5-107 se transfirieron a membranas de nitrocelulosa. De los once clones iniciales,
hipotéticamente positivos, solo cuatro resultaron ser reales, pues tras la hibridacion de las
membranas con la sonda viral solo cuatro placas petri dieron lugar a un porcentaje de placas de
lisis positivas del 5% al 10%. No se puso mas esfuerzo en tres de los cuatro clones pues todos

los fagos positivos debian tener el mismo inserto, al provenir de una digestion completa de



52
ADN genomico con EcoR 1y existir una sola banda en el “Southemn” de SW756/EcoR 1

hibridado con la sonda genomica de VPH18 (Fig. 9), por lo que se prosiguio la purificacion
con uno solo de los clones. Se recogid un placa de lisis positiva, eluyendo sus fagos en tampén
TM y se hicieron diluciones con las que se infectaron bacterias de la estirpe X1.1-Blue
MRA(P2) que se incubaron en placa petri. E! ADN de las placas de lisis fue transfenido y fijado
a membrana de nitrocelulosa. Tras la hibridacion de la membrana con la sonda VPHI8 se
verifico que todas las placas de lisis se correspondian con un punto impresionado en la
autorradiografia y por tanto se habia conseguido purficar el clon de lambda positivo. A este
clon se le Hamd A12QHP.

Se recogid una placa de lisis, positiva, del agar. Los aproximadamente 10° fagos
idénticos que constituyen una placa de lisis se eluyeron en tampén TM. Unos 10° de estos fagos
se emplearon en infectar 1,6x10° bacterias E. coli de la estirpe XL1-Blue MRA para obtener un
lisado total de las bactenas de la placa petn. Una vez obtenido el lisado en placa se eluyeron
todos los fagos de la placa petri vertiendo 2 ml de tampdén TM sobre la placa. El producto del
lisado se titulo, calculandose un nimero de 1,12 x 10* ufp en la placa petri. La mayor parte de
estos fagos se empleo en la extraccion y purificacién de su ADN y una pequefa parte se guardd
a 4°C para infecciones posteriores de bacterias. La cantidad de ADN obtenida fue de 10 pg. 1
ug de ADN se digirio con FcoR 1y se fracciond por electroforesis en agarosa al 0,8% (Fig. 11
a), detectandose un inserto de 12.5 kb que correspondia con el tamafio de la banda obtenida en
el “Southern™ de la figura 9, (correspondiente al producto de la digestion de SW756 con EcoR
I, analizado con la sonda VPH18) El resto del ADN se empled en el mapa de restriccion del

clon.

3.2- CARACTERIZACION DEL CLON A12QHP

La caracterizacion del clon A12QHP se realiz0 en varias etapas, comenzando con la
digestion total del ADN del clon con distinta endonucleasa de restriccion. Las enzimas
empleadas fueron las siguientes: Hind III, Kpn 1, Pst 1 y Sac 1. Los productos de estas
digestiones se fraccionaron por electroforesis en agarosa al 0.8%, se transfirieron a membrana
de nylon, empleando la técnica de “Southern”, y se hibridaron con la sonda radiactiva de
VPH18, comprobandose que solo los enzimas que cortan en el genoma viral daban lugar a

varias bandas en la autorradiografia (Fig. 11 by c).
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a) ADN del clon A12QHP: digerido con EcoRt 1 (1), sin digerir (2). ¢

1) Electrofioresis del producio de las digestiones del clon 3,1 3GHP con las endomucicasas: Hind THH(1); Kpn 1 (2), Pt |
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caracterizacion del clon A12QHP analizando su ADN en digestion doble (o triple). EcoR 1
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1 Apa 1+Sma |, BamH 1, Hinc 1L, Hind Y1, Hapa 1, Mlu 1, Nsi 1, Nru |, Pvu 1, Py 11, Spe 1, Sma 1,

Stul, Xba 1y Xho 1). Por medio de la electroforesis en agarosa al 0.8% se fracciono el producto
de estas digestiones (Fig. 12 a) que fue transferido a membrana de nylon empleando la técnica
de “Southern” y se hibrido con la sonda VPHIR (Fig. 12 b). Seguidamente, se analizé la
membrana con una sonda inespecifica de ADN gendémico humano marcado por “random
primer” que hibridaria con las secuencias de ADN repetitivo humano que existieran en ¢l
inserto del fago A12QHP. Los fragmentos de restriccion que dieron lugar a una banda
impresionada en la autorradiografia de este ultimo “Southemn™ no podrian usarse como sonda
en el analisis de ADN gendmico ya que producirian hibridaciones inespecificas con secuencias
repetitivas humanas (Fig. 12 ¢)

Estos experimentos, a parte de servir para encontrar fragmentos de ADN celular
adyacente al ADN viral, libre de secuencias repetitivas, que pudieran usarse como sondas
celulares del Jocus de integracion, sirvieron para la caracterizacion inicial, del clon A12QHP,
pudiendo diferenciarse tres partes en su inserto: una zona central, de 7000 pb de tamaiio
constituida por ADN viral y dos zonas a ambos lados del ADN viral de unos 3500 pb y 1500
pb constitutdas por ADN celular (Fig. 13).

Se subclon(),}el extremo 5' del clon, un fragmento de ADN celular de 2500 pb, con
Extremos F.coR 1-Hind HI en el plasmido pBluescript SK1I-, a este nuevo plasmido se le llamo
pHE, y de €l se subclond otro fragmento de 1500 pb, con extremos FcoR I-Spe 1, a este
plasmido se le llamo pS3. Sin embargo, resulto, en un principio, imposible detectar fragmentos
de ADN celular libre de secuencias repetitivas del extremo 3' del clon ya que en esta zona
existian secuencias repetitivas de tipo Al (Fig. 13)

La caracteristica del fago A Dash Il de poseer las secuencias de los oligonucleétidos T3
y T7 a ambos lados del sitio de multiclonado facilita la realizacion del mapa fino de restriccion
del inserto, de la manera en que se describe en Materiales y métodos. Asi se detectaron en el
inserto los sitios de restriccion de las siguientes endonucleasas: Apa I, BamH 1, Hind T11, Kpn 1,
Spe Ly Xba 1(Fig. 14).
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Fig. 12 a) Electrofioresis del producto de las digestiones del clon A.120HF con los enzimas: EcoR [+ Apa [ (1),
EcoR 1+ Apa I+8ma [ (2), EcoR I+ BamH [ (3), EcoR I+Hinc 11 (4), EcoR I+Hind I (5), [+Hapa 1 (6),
EcoR, bl 1(7), EcoR 1+Na [ (8), EcoR I+Nrw [ (%), EcoR I+Pvu [ {100, Eco 1+Pvw I (11), EcoR I+ Spe 1
{12), EcoR. I+5ma 1 (degradado) (13), EcoR F+-5tu [ (14), EcoR H:Xba [ (15), EcoR [+Xhe I (16). M1: J/Hind
IOI, M2: ABsr EIIL, M3: $X147/Hae [I, M4pBRIZY/Hoe [Ib) Hibridacidn con la sonda VPHIR el filiro
provimiente del gel de la figura 12 a; c) Hibridacion con secoencias repetitivas humanas
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Fig. 14 1) Electrofioresis de Las digestiones parciales del clon 3.1 20HP/EcoR 1 (digestion total) Con las endonucleasas:

Apa l(A), BamH KB), Hind MI{H), Kpn KK), Spe K5), Xba 130 M1:3/ Hind MEM2: X147/ Hae I, b) Hibridaciin
deﬁ;ﬂmmdwn
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Fig. 14 d) Mapa de restriccion del clon #12QHP. indicando los genes virales presentes (E1 y E2 no estin enteros) v la
posicion de las sondas que se emplearan en el screening de 1a genoteca

3.2b- Secuenciacién de las zonas de recombinacion entre el ADN viral y el celular

Con objeto de conocer el mecanismo de integracion viral: si se produjo por
recombinacion ilegitima, es decir en un flocus carente de homologia con la secuencia del
VPHI8, o st por el contrario se produjo por recombinaciéon homologa en una secuencia diana
del genoma celular, en la que existiera homologia con alguna zona del ADN viral, era
necesano subclonar los fragmentos en los que tenia lugar el punto de recombinacion celular-
viral 5'y 3', obtener la secuencia de ambos puntos de recombinacion y estudiar la homologia
entre secuencias virales y celulares.

Ambos puntos de recombinacion se subclonaron usando como vector e plasmido
pBluescript SKII-®. El plasmido pHH contenia el punto de recombinacion 5' en un inserto de
630 pb que comprendia desde el Hind I celular mas cercano al ADN viral hasta el Hinc Il en
posicion 3605 de la secuencia prototipo del VPHI18 (GeneBank X05015). El fragmento fue
secuenciado (GeneBank X94676) detectandose que no habia homologia con el ADN viral
desde el nucledtido 1 hasta el 444, en el nucledtido 445 comenzaba la identidad con el
nucleotido 3418 de la secuencia prototipo del VPHI18, hasta el nucledtido 3605 del virus en
que el acaba el inserto del clon pHH (Fig. 15 a), encontrandose 6 mutaciones puntuales en la
zona de identidad con la secuencia prototipo del VPHI18 en las posiciones 3462 (A por T),
3533 (T por C), 3357 (C por A), 3577 (C por T), 3584 (A por C) y 3591 (T por G).

El plasmido p500 contenia el punto de recombinacion 3' en un inserto de 473 pb que

comprendia desde el Hinc Il en posicion 2472 del genoma del VPH18, hasta el primer Hinc 11
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celular mostrando una homologia del 98% con la secuencia prototipo de VPH18 en las 173

primeras bases del clon (fig. 15 b). Detectandose las siguientes mutaciones 2482 (T por C),
2509 (G por A) y 2551 (G por T). La homologia desaparecia a partir del nuclectido 2643 de la

secuencia de VPH18 y del nucleotido 474 del inserto.

a)

TTCGAGCATA
GCAGCTTCTT
TTGATTGTTG
TTTTTARATG
TTTGTCCGTT
CABGAGGCAC
CACCTGACTA
TTTCCTCTTT
TTTCARATAT
TCTATGTGCA

CAGAAAACTT
TTTCTGATCC
TATATTTTTA
ACATGTACTT
TCCTCATATA
ATAATGTCAG
ATGAATCAAC
GTAATTAGTA
CCACGATCTT
GTACCAGTGA

CGAARGAACAA
AAGATCCAAT
GTCTTTCTTA
TTTCATATAG
TTATGTTGTA
GTTGTCCTAA
TCACCAGAGT
AGAAATTCAT
TTACCCAATG
CGACACGGTA

TACAATATARA
CAAATGCAAT
ATCTAGAATA
AATATCCCAC
TAATTCATAT
TGCTTATGAT
TCTCCATTGG
GGGGTGATAC
TGCAGTACCA
TCCGCTACTC

AATGTCTTTT
TTGATCACAT
ATCTTTCTTC
ACTTTCTGAA
TGCATCAGAT
GCTGTTTGAT
GAAGATAAAT
TTTGATCACC
GATCTTTGAC
TGCTTGTTAA

ACAGCTACAG

CACACCCCCT

CACCGTATTC

CAGCACCGTG

TCCGTGGGCA

CCGCAMAGAC

CCACGGCCAG

ACGTCGGCTG

CTACAAGACC

TGGACACTGT

GGACTTGCGG

AGACGCAGCA

GTGTGGACCT

GTC

b)
DACAGATACC

ARGGTCGGCCA

TGTTAGATGA

TGCAACAACC

ACGTGTTGGA

CATACTTTGA

TACCTATATG

AGAAATGCTT

TAGATGGCAA

TCCAATARAGT

ATTGATAGAR

AGCACAAACC

ATTAATACAA

CTAAAATGTC

CTCCAATACT

ACTAACCACA

AATATACRTC

GACTTGCCCA
CCCCTTGTTC
AGGGACTCTG
TCTCTCTACT
CTCTGCTGCT
GTAGTGTACT

AACTTCTCCC
CTCCTTGGAT
GGCCTGTTGC
GACTTTCTCT
CCATGGCATT
GAALAGGTT

CGGTCTTGTG
CTGCCACAGA
GCTCCCCTICT
ATTTTACTTT
CCACCTCATA
ATTGTCATAT

GGGTAAAGGA
CTTCCCCTTG
TACRAATGCAG
TCTGTCACGA
GATTTTTGAT
GGCTACTGCT

GCATCTAGTT
CCACAGACTT
CCTTCACTCC
CCAGCCAACT
TATTCACAGG
ATAARDATTA

Fig. 15 a) Sccucncia del inserto del clon pHH, de 633 pb. que contiene ¢l punto de recombinacion viral-cclular
5" (GeneBank X94676) v b) Secuencia de inserto del clon p500 de 469 pb que contiene el punto de
recombinacion viral-celular 3°. Las regiones subravadas representan las secuencias de un 98% de homologia
con la secucncia prototipo dc VPHI8,
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Estos datos apuntaban que el fragmento de genoma viral comprendido entre los
nucleotidos 2643 y 3418 se habia perdido en el proceso de integracion. Estos 775 nucledtidos
delecionados constituyen la parte final marco de lectura abierto E1 y la primera mitad del
marco de lectura abierto E2.

De estos resultados se dedujo que la recombinacion en el locus de integracion debio ser
de tipo ilegitimo ya que no se observa homologia significativa entre las secuencias celulares

flanqueantes y el ADN viral.

3.2¢c- Las sondas celulares flanqueantes al sitic de integracién reconocen regiones

cromosomicas distintas.

El siguiente paso en el estudio del /ocus de integracion viral consistia en estudiar si las
secuencias celulares flanqueantes al ADN viral, es decir, la parte celular de los subclones pS00
v pHH, eran secuencias contiguas antes de que el virus se integrara, 0 si por el contrario se
encontraban separadas por un fragmento de ADN mas o menos grande. Los estudios se
hicieron sobre una linea celular de linfoma de Burkitt llamada Ramos (Klein, 1975), que no
tiene alteraciones en esta region, ni secuencias de VPH integradas en su genoma, realizandose
dos electroforesis idénticas de los productos de las digestiones del ADN de esta linea celular
con las siguientes enzimas de restriccion: dpa 1, BamH 1, FcoR 1, Hind 111, Sac 1, Spe 1, Xba 1,
Kpn 1. Se transfirieron los productos de ambas electroforesis a membranas nylon por medio de
la técnica de “Southem”, y se hibridaron con la sonda S3 y 500 respectivamente. El patron de
bandas obtenido con cada una de las dos sondas fue absolutamente distinto (Tabla 5),
indicando que todas las enzimas mencionadas cortaban al menos una vez entre las secuencias
celulares flanqueantes al ADN viral, en un cromosoma 12 normal, v por tanto ambas
secuencias se encontraban separadas antes de que el virus se integrara (Fig. 16). Resultados
idénticos se obtuvieron utilizando otras lineas celulares sin alteraciones en el cromosoma 12,

(no se muestra).
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Fig. 16: Hibridacion del ADN de la linea celular Ramos digerido con distintas endonncleasas, con sondas 500
(A) ¥ 53 (B).

Tabla 5: Tamaflo en kb de las bandas obtenidas al hibridar con cada sonda Puede apreciarse que para un

Mismo enzima las bandas obienidas en A y en B son siempre distintas.
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3.3- CLONACION DEL ALELO NO-OCUPADOCORRESPONDIENTE AL LOCUS DE

INTEGRACION VIRAL, PAL2.

El locus de integracion con estructura normal o germinal donde se integro el virus se ha
denominado PAL2 (papillomavirus integration locus -2) por continuidad con sitios de
integracion previamente descritos (Lazo, 1988)

3.3a- Clonacion del alelo no-ocupado correspondiente al punto de recombinacion 5.

Analisis de la genoteca genomica con la sonda S3.

Con objeto de clonar el alelo no-ocupado correspondiente al Jocus de integracion del
ADN viral, o dicho con otras palabras, para obtener el clon de lambda que contuviera una
secuencia idéntica a la que existiera en la célula del epitelio cervical antes de que se produjera
la integracion del ADN viral, se realizé el screening de una genoteca gendmica comercial
construida a partir de genoma humano normal, procedente de un nifio caucasiano de tres afios,
en el fago AFix® II como vector. El fragmento S3, de 1,5 kb, subclonado del extremo 5' dei
clon A12QHP, es altamente especifico en hibridaciones y carece de secuencias repetitivas, por
ello fue empleado como sonda en el screeming de esta genoteca. Se analizaron
aproximadamente 10° clones extendidos sobre 8 placas de LB-agar de 400 cm’. La cepa
bacteriana usada en la infeccion fue £.coli XL1-Blue MRA(P2). Después de repetidos ciclos de
enriquecimiento y purificaciéon se aislaron dos clones positivos: AF1 y AF4, de los que se
obtuvo ADN a partir de sendas infecciones a gran escala, en medio liquido. El ADN de los
fagos AF1 y AF4 se analizd sometiéndolo a digestiones con las siguientes endonucleasas: £coR
I, Xba 1, EcoR +Not 1, FcoR HHind 111, EcoR T+Spe 1. El producto de estas digestiones se
transfinid a una membrana de nylon por medio de la técnica de “Southern™ y se hibrido con la
sonda S3 (Fig. 17).

En analisis posteriores del mismo filtro con la sonda HH que posee la secuencia del
punto de ruptura 5' no pudo detectarse ninguna banda (no se muestra esta figura), por tanto,
desafortunadamente, no habia conseguido clonarse la secuencia celular no ocupada

correspondiente al punto de recombinacion 5'.
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Fig. 17 a) Electroforesis del producto de las digestiones de los clones AF1{1) y AF4 (4) con las endonucleasa Ecolt 1
(E), Xba IX), Not FrEcoR 1 (N+R), EcoR. [+Sac 1 (R+SH+ EcoR Fpe | (R+5). M1: AiHind T, M2: A/Bsr EIL
M3: pBR32/Hae TII, M4: $X147/Hae 1L HE: fragmento Hind ITI- EcoR [ de 2500,pb purificado del clon

lm.miﬁhﬁmhﬂﬂ.hmmﬂe&hﬂrﬂl :

Se realizd el mapa de restriccion del inserto de AF4 por medio de la hibridacidn, con los
oligonucledtidos T3 y T7, del producto de las digestiones parciales del inserto con los enzimas:
Apa 1, EcoR 1, Hind TN, Spe 1 y Xba I (Fig. 18). Se observé que se habia clonado la zona
adyacente al punto de recombinacion que queria clonarse (el correspondiente al punto de
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recombinacion 57 pues el clon AF4 no incluia la secuencia celular de la sonda HH y por tanto

este clon no comprendia la region del alelo no-ocupado correspondiente al punto de ruptura
por la integracion viral

Fig, 18 a) Electrofiresis de Ias digestiones parciales del clon ).F/Not | (Digestibe total), con |ss endomucleasas: EcoRt
I (R), Hind I (H), Spe [ (S), Xba | (X); M 3/ Hind III; b) Hibridacion con T3; ¢) Hibridacién con T7
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Fig. 18 d) Mapa de restriccitn del clon AF4 "
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Analisis de una genoteca genomica con la sonda HH:

Con objeto de obtener el alelo no-ocupado correspondiente al punto de recombinacion
5' del locus de integracion viral, volvieron a infectarse bacterias con 10° ufp. de la genoteca
genomica comercial en A Fix II, extendiéndose en 8 placas de LB-agar de 400 cm’ y se
analizaron con la sonda HH marcada con o *P-dCTP por el método de “random primer”. El
fragmento HH contiene el punto de recombinacion 5' viral-celular, e hibridaria con los clones
correspondientes de esta genoteca por la parte celular de su secuencia, ya que esta genoteca no
posee secuencias del virus de papiloma. Tras cuatro ciclos de enriquecimiento y purificacion se
obtuvieron 6 clones positivos. De cada uno de ellos se realizé un lisado en placa, se titularon
los lisados y se purifico ] ADN a pequefia escala. Con el fin de detectar qué fagos eran
idénticos entre si y qué fagos eran diferentes, el ADN de cada fago se digirié con la
endonucleasa Xba I, que libera los insertos del vector AFix IL, a demas de cortar repetidas veces
en los insertos, los productos de las digestiones se fraccionaron en gel de agarosa al 1%. Los
clones Ah12/82yy v Ah12/6y resultaron ser diferentes. Los productos de las digestiones se
transfirieron a membrana de nylon y se hibridaron a {a sonda HH con objeto de comprobar que
en todos estos clones existian las secuencias celulares del clon pHH. La obtencién de dos
seflales impresionadas en la autorradiografia, de 700 y 300 pb, en el ADN proviniente de cada
clon indicaba que en todos los clones existian las secuencias de la parte celular la sonda HH y
por tanto existian las secuencias germinales del Jocus de integracion. Por hibridacion con la
sonda S3 sobre el mismo filtro se comprobd que en todas ellas estaba también incluida la
secuencia 53. (Fig. 19 a, b, ¢). Los clones Ah12/82,y; v Ah12/6, que producian fragmentos
diferentes en digestion con Xba |, fueron digeridos con: FcoR 1, Hind 111 y Xba 1 y fraccionados
en gel de agarosa detectandose fragmentos de restriccion distintos y otros comunes para cada

uno de las endonucleasas (Fig. 19 d).
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Fig. 19 a) Electroforesis del ADN de los clones Jh123yy Ah12/Syym Ah126mm Ahl L Tem Ah1282s ]2 83m
obtenidos tras el screening de la genoleca con la sonda HH, digeridos con la endomucleasa Xba I b)
Hibridaciin del filtro proviniente del gel de la figura 19 a, con la sonda HH; c) Hibridacion del filtro
proviniente del ged de la figura 19 a, con la sonda 53 d) Electroforesis de los clones A1 2/82gm Y Ah12/6gm con

las endomuclessas de restricciin: EcoR 1/(R), m[ﬂﬂu[m
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3.3b- Clonacién del alelo no-ocupado correspondiente al punto de recombinacion 3'.

Analisis de una genoteca genomica con la sonda 500:

Con objeto de obtener el alelo germinal o no-ocupado correspondiente al punto de
recombinacion 3' del Jocus de integracion viral, volvié a realizarse una nueva infeccion de las
bacterias con 10° ufp. de la genoteca genomica comercial en AFix I, extendiéndose en 8 placas de
LB-agar de 400 cm”. y se analizaron con la sonda 500 marcada con o *P-dCTP por el método de
“random primer”. El fragmento 500 contiene e} punto de recombinacion 3’ viral-celular, e hibridaria
con los clones correspondientes de esta genoteca por la parte celular de su secuencia, ya que esta
genoteca no posee secuencias del virus de papiloma. Tras cuatro ciclos de enriguecimiento y
purificacion se obtuvieron 3 clones positivos. De cada uno de ellos se hizo un lisado en placa y se
purifico el ADN a pequefia escala. Con el fin de detectar si los clones eran idénticos entre si o
diferentes, el ADN de cada fago se digirio con una serie de endonuclesas de restriccion que cortan
repetidas veces en los insertos (Fig. 20 a), detectandose bandas diferentes en cada uno de los tres
clones pero también bandas comunes, lo que indicaba que los clones eran distintos pero tenian
zonas solapantes. El ADN se transfirio del gel a la membrana de nylon usando la técnica de
“Southern”, obteniéndose en los tres clones las mismas bandas impresionadas en la autorradiografia
cuando se hibrido la membrana con la sonda 500, excepto en el fragmento EcoR 1 del clon
Ah12/1s0, que se observa una banda de menor tamafio por coincidir con el extremo del clon (Fig.

20byc).

3.4- CARACTERIZACION DE LOS CLONES: Ah12/82, Ah12/1s00 Y Ah12/32s00.

La caracterizacion de los alelos no-ocupados correspondientes a los puntos de
recombinacion 3'y 5' se realizo con el fin de comparar ambos /oci entre si, intentando determinar el
tamaino de la secuencia celular delecionada. Los clones Ah12/1sp0 ¥ Ah12/32599, obtenidos con la
sonda 500, fueron elegidos para realizar el mapa de restriccion del alelo no-ocupado
correspondiente al punto de recombinacion 3' (Fig. 21 y 22) y el clon Ah12/82;y, obtenido con la
sonda HH. fue elegido para realizar el mapa de restriccion del punto de recombinacion 5' (Fig. 23),

ya que de este locus existia el mapa del clon AF4, obtenido con la sonda S3;
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Fig. 20 a) Electroforesis de distintas digestiones del ADN de los clones Ahl 2 g (15000, Ahl2 32y (32) ¥
A1 233 (33), obtenddos iras &l screening de la genoteca con la sonda 500, R EcoR I, N: Nov 1, X: Xba 1, H:
Hdm%bl?ﬂ}w#hﬂhmpmiﬁﬂHMF#hﬁilﬂlmmmuﬂm

Era necesario disponer de gran cantidad de ADN para la realizacion los mapas de
restniccion de los clones, por ello se llevaron a cabo infecciones a gran escala y a baja multiplicidad
de bacterias de la estirpe XL1-Blue MRA. El ADN de cada clon, se extrajo a partir de particulas
fago purificadas por centrifugacion en gradiente escalonado de CsCl. Con el ADN de gran pureza
obtenido de cada uno de eatos cloes, se hicieron los mapas de restriccién de las siguientes
endonucleasas: FcoR I, Sac I, Spe I, Xba 1, Apa L, Kpn 1y Hind T por la técnica de las
digestiones parciales del ADN con cada una de las enzimas mencionadas, el fraceibnamiento de sus
productos por electrofovesis en agaross sl 19, tradiiencia s membeans de ylon & hibridacién con
Ia sonda del oligonucledtido T3 y T7, marcadas en el extremo 5* con y-"PdATP.

Los mapas de restriccion de los dos clones del alelo no-ocupado corsespondientes al locus
de integracién §' (clones obtenidos con la sonda HH y §3) mostraron gran homologia en el tamafio
de los fragmentos de restriccion entre el extremo 3' del clon Ah12/82g y ¢l clon AF4 (Fig 24b) y
Los clones obtemdos con la sonda 500 mostraron a su vez gran homologia en sus fragmentos de
restriccion, entre el extremo 3' del clon Ah12/32e v €l extremo 5 del clon Ah1 2/1se(Fig. 24 a).
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Fig. 21 a: Digestiones parciales con distintas endonucleasas del ADN del don  Ah1232e/Voi 1 (digestion total). H:
Find I, X: Xba I; B: EcoR. I; Sp: Spe [, A Apa T, B: BamH I, K: Kpn I, S: Sac I, M: A / Hind TII: &) Filro
hibridado con T3, ¢) Filtro hibridado con T7.
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Fig. 22: Digestiones parciales con distintas endomicleasa del clon ulﬂhiml[ﬁlﬁhtﬁl A Apa 1, B:

BamH I, H: Hind IIL; R EcoR I; K: Kpw I S: Soc I, Spc Spe I, X: Xba 1, M: &/ Hind III; b) Filtro hibridado con T3,
<) Filtro hibridado con T7.



70
) MHXRSpABHEKSX

b) HXRSpABHKSX €) HXRSpABHKSX
23,1 '
e - -

9.4 a JHegees
6.6 -
44 i ” gy - =

- =
23 - -
2.0
13 - 35 -
10
g -
0.6 o -

L]

0,3

Fig 23: Digestiones parciales con distintas endonucleasa del clon 31282 / Nof [ (digestién otal), A: Apa I, B:
Bamti I, H: Find I, R: EcoR I, K: Kpn T, §: Sac T, Spc Spe I, X: Xba [; M: 1/ Hind T, b) Filtro hibridado con T3,
&) Filtro hibridado con T7.
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Fig. 24 a) Homologia enire los mapas de restriccion de los clones #h12/32g5 (1) ¥ 2h12/1500 (2) indicando las
posiciones de las sondas que sc usaron para distimas hibridaciones. A: 4pa 1, B: BamH 1, H: Hind 1TE, R: EcoR 1. K:
Kpn 1. S: Sac I. Sp: Spe I X: \ba I, El clon pS00 hibrida por la parte celular de su inserto. pNR: fragmento clonado
para su secuenciacion como se describira en el apartado 3.4a.
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Fig. 24 b) Homologia entre los mapas de restriccion de los clones 2h12/82yg (1) ¥ 3.F4 (2) indicando las posiciones
de las sondas que se usaron para distintas hibridaciones. A: 4pa I, B: BamH I H: Hind III; R: EcoR I, K: Kpn 1. §:
Sac I, Sp: Spe 1. X: Aba I El clon pHH hibrida por la parte celular de su inserto. El fragmemto XR fue clonado para
su empleo en el experimento que se describe en el apartado 3.5,

El mapa de restriccion del alelo no-ocupado del punto de recombinacion 3' obtenido del

clon Ah12/32590 0 del clon Ah12/1s9, se compard con el mapa del alelo no-ocupado del punto de
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recombinacién 5', obtenido del clon Ah12/82i 0 del clon AF4 no detectandose ninguna region

homologa entre ellos, este hecho indicaba carencia total de solapamiento entre los clones de lambda
de ambos flancos y era por tanto una prueba de que las secuencias celulares adyacentes al ADN

viral se encontraban separadas vanas kb en un cromosoma normal o no-ocupado (fig. 25).

R X S HHcK XSpB B Hc Hc R
5 I 3
X A K X Sp
pS3 pHH p500
; Punto de
recombinacion
ADN celular retemido - ADN celular reemplazado
R X SRR K AS R XXXH X R
5.llfll? | I|p AR | ,
| - T ] 1 | 3
H X K X Sp XR X
1kb -

Secuencia PALZ2A

Punto de
recombinacion
ADN celular reemplazado ADN celular retenido
B RHR H HX R X SpAB XH XX
5 —l [ A | {11 11 1 3
[ I [ I I
— AR S _ HX H SA X
1kb pRH 500

Secuencia PALZB

Fig. 25: Mapa de restriccion del alelo ocupado (1) y no-ocupados y correspondientes al punto de recombinacion 5° (2)
v 37 (3). indicando las posiciones de las sondas que se usaron para distintas hibridaciones. A: Apa |, B: BamH I, H:
Hind TI:Hc: Hinc Il (no se muestran todos los que hay) R: EcoRL K: Kpn I; §: Sac ], Sp: Spe I, X: Xba . En 2) ven
{3) las sondas HH y 500 solo hibridan por la pai® celular de su secuencia. Secuencia PAL2A contiene el alelo no-
ocupado del punto de recombinacion 5° como se describira en el apartado 3.4 a; Secuencia PAL2B contiene €l alelo
no-ocupado correspondiente al punto de recombinacion 3° como se describird en el apartado 34 a.
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3.4a- Secuenciacion de los alelos no-ocupados correspondientes al punte de recembinacion
3, PAL2B Yy §', PAL2A.

La secuenciacion de los fragmentos de ADN procedentes de los alelos no-ocupados
correspondientes al punto de recombinacion 3'y 5' era necesana para poder determinar si habia
homologia entre la secuencia de VPH18 y la secuencia celular sustituida por el ADN viral en
ambos puntos de recombinacion. Para ello fue necesario subclonar el ADN de los alelos no-
ocupados correspondientes a los dos puntos de recombinacion. El fragmento que contenia el
alelo germinal o no-ocupado de la secuencia flanqueante 3' se obtuvo a partir del fago Ah12/1sy
(fig. 24 a2) por digestion con la endonucleasa Not 1 (que no corta en el inserto, si no en el sitio
de multiclonado del fago A Fix H), y con la endonucleasa EcoR 1. Se subclong, en el plasmido
pBluescript SK1i-, el fragmento Not I-FcoR 1 de 1,3 kb procedente del extremo 5' del clon, al
plasmido resultante se le llamo pNR. Su inserto se secuencid desde el extremo Nof 1
obteniéndose una secuencia que no tenia homologia significativa con el ADN viral ni con
ninguna otra secuencia conocida, pero que a partir de una determinada base adquiria una total
identidad a la secuencia del clon p500 en el mismo nucledtido en el que desaparecia la
homologia entre el clon p500 v la secuencia de VPHI18. A esta nueva secuencia se le llamo
“secuencia PAL2B " (Fig. 26) (GenBank /EMBI. Data Bank X88932).

El fragmento que contenia el alelo no-ocupado correspondiente al punto de
recombinacion 5' se obtuvo a partir del fago Ah12/82iy, como un fragmento 330 pb y de
extremos Xba I al que se le llam6 XX330. También se subcloné y secuencio el fragmento Xba
I- Hind HI inmediatamente anterior de 135 pb, que presentd total identidad con la secuencia
HH, y el fragmento Xba 1-EcoR 1, de 200 pares de bases, inmediatamente posterior, carente de
homologia con la secuencia del clon pHH. A toda esta region secuenciada se la llamo
“secuencia PAL2A” (Fig. 25) (GenBank/EMBL Data Bank X88931). El clon XX330
presentaba homologia del 100% con el clon HH pero a partir de el nucleotido 299 la homologia
con el clon pHH desaparecia radicalmente {(Fig. 27). En ¢! punto de ruptura, es de destacar la
existencia de una secuencia de 17 nucleotidos, en el clon pHH, que no tiene homologia con el
genoma viral ni con la secuencia del clon germinal PAL2A, a diferencia de lo observado en el
punto de recombinacion 3' (clon p500) en el que la homologia con la secuencia de VPHI18

aparece en el mismo nucledtido en el que desaparece 1a homologia con la secuencia del clon



74
germinal PA41.2B. Este hecho indica que la recombinacion que tiene lugar en el extremo 5' es

compleja y posiblemente ocurrid en varias etapas, quedando una pequefia secuencia de 17

nucleotidos y origen desconocido, atrapada entre el ADN viral y el ADN celular flanqueante.

500-AACAGATACCAAGGTGGCCATGTTAGATGAT GCARCAACCACGTGTTGGA-50
500-CATACTTTGATACCTATATGAGARAATGCTTTAGATGGCAATCCAATAAGT-100

|
2B- CCAT-4

500-ATTGATAGAAAGCACARACCATTAATACAACTAARATGTCCTCCAATACT-150

N N ! | I || | L1
2B~ ATCATTATGTAAAGAGAGTGGCAAAGAARTTTCAGACACCTTTAATCTACC-54

500-ACTARCCACAAATATACATCCGGTCTTGTGGGGTARAGGAGCATCTAGTT-200

I I LErrrrre bt ettt
2B- ACAACCACAATTACATGGTCAGGTCTTGTGGGGTAAAGGAGCATCTAGTT-104

500-GACTTGCCCARACTTCTCCCCTGCCACAGACTTCCCCTTGCCACAGACTT-250

RERR RN RN
2B~ GACTTGCCCRRACTTCTCCCCTGCCACAGA -134

500-CCCCTTGTTCCTCCTTGGATGCTCCCCTCTTACAATGCAGCCTTCACTCC-300
500-AGGGACTCTGGGCCTCTTGCATTTTACTTTTCTGTCACGACCAGCCAACT~350
S500-TCTCTCTACTGACTTTCTCTCCACCTCATAGATTTTTGATTATTCACAGG-400
500-CTCTGCTGCTCCATGGCATTATTGTICATATGGCTACTGCTATARAARATTA-450
500-GTAGTGTACTGARAAGGTT ~469

Fig. 26: Homologia de secuencia entre el clon p500 (500}, que posee el punto de
recombinacion 3°, y el clon PAL2B (2B) (GenBank /EMBL Data Bank X88932), que
comprende el alelo no-ocupado correspondiente al punto de recombinacion 3”. La
region subrayada del clon p500 representa la secuencia de 98% de homologia con el
ADN prototipo del VPH18. Las railas verticales representan identidad entre un par de

bases.




22~ CCATCTTACTCCTGATTAGTATAATAGGCTCCTAACCTGTCTACCIGCTG -50
2A- CTCCCTGGCCCTITGCAGTCTATTCTCTACACAGCAGCCAGAATGATGCAA —-100

HH- TTCGAGCATACAGAAAACTTG —-21

BERR RN R R RN
2A- CACCCCCGCCAACCTGITATTTGAAGCTTTTCGAGCATACAGAAAACTTG ~150

HH- AAAGAACAATACAATATAAAATGTCTITTGCAGCTTCTTTTTCTGATCCA -71

FETATE TRt b e e e et bt
2A- AAAGAACAATACAATATAAAATGTCTITTGCAGCTTCTTTTTCTGATCCA -200

HE- AGATCCAATCAAATGCAATTTGATCACATTTGATTGTTGTATATTTTTAG -121
FEPERTER Rt bR b bt e e b bl
2R- . AGATCCAATCAAATGCAATTTGATCACATTTGATTGT TGTATATTTTTAG ~250

HE-.TCTTTCTTAA[TCTAGAJATAATCTTTCTTCTTTTTAAATGACATGTACTTT -171
PELREE LR bbb e ey e bt b b e it
2A- . TCTTTCTTAA[TCTAGAJATAATCTTTCTTCTTTTTARATGACATGTACTTT -300

HH- . TTCATATAGAATATCCCACACTTTCTGAATTTGTCCGTTTCCTCATATAT -221

PEEA PR p tr et r i b e e e r i b et
2A- . TTCATATAGAATATCCCACACTTTCTGAATTTGTCCGTTTCCTCATATAT 350

HE-.TATGTTGTATAATTCATATTGCATCAGATCAAGAGGCACATAATGTCAGG -271

CEEEErre et et e e e e
2A- . TATGTTGTATAATTCATATTGCATCAGAT CAAGAGGCACATAATGTCAGG -400

HH- TTGTCCTAATGCTTATGATGCTGTTTGATCACCTGACTAATGAATCAACT —-321

AN N A AR R R R R NN
2A~- TTGTCCTAATGCTTATGATGCTGTTTGATCACCTGACTAATGAATCAACT —-450

HE-.CACCAGAGTTCTCCATTGGGAAGATAAATTTITCCTCTTTGTAATTAGTAA ~-371

LA e et e ey i e et et e e et
2A- CACCAGAGTTCTCCATTGGGAAGATAAATTTTCCTCTTTGTAATTAGTAA ~500

HH- GAAATTCATGGGGTGATACTTTGATCACCTTTCAAATATCCACGATCTTT -421

FEEER P e e r et e e rr et e
2R~ GARATTCATGGGGTGATACTTTGATCACCTTTCABRATATCCACGATCTTT -850

HH- TACCCAATGTIGCAGTACCAGATCTTTGACTCTATGTIGCAGTACCAGTGAC -471
PETEiiErl
2A- TACCCAATGGTTTTGCTATCTACTAATAACCTTT{TCTAGAJTATTCCCGTA -600

HH- GACACGGTATCCGCTACTCTGCTTGTTAAACAGCTACAGCACACCCCCTC -521

2A- ATATTGTTCCTTATCATTTTCAAATTTTTTCTTAARACCCACCTGACTAGC -650

HH- ACCGTATTCCAGCACCGTGTCCGTGGGCACCGCARAGACCCACGGCCAGA ~571

2A— TATTTTTAAATTTTTTAAGTCAATACTCCCCATCCTTCTTACTATACTAC -700

HH~- CGTCGGCTGCTACAAGACCTGGACACTGTGGACTTGCGGAGACGCAGCAG -621

2A- TTTATTTTCTCCACCAATTTTATCCATTTCTTACATTATTTCCTGTGTTT -750
HH- TGTGGACCTGTC ~633

2A- ATTGTCTGCCTCCAATTAGAATTAAGCTCCGAGAGTGTAGG ~-791
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Fig. 27: Homologia de secuencia entre ¢l clon pHH, que posce el punto de recombinacidn 53° y PAL24. que
comprende ¢l alelo no-ocupado correspondiente. La region subrayada del clon pHH representa la secuencia de
identidad con el ADN viral. La secuencia en negrilla de 17 pares de bases en el clon pHH, no poseec homologia
con la secuencia del VPHI8 ni con la secuencia del alelo no-ocupado (clon PAL2.4) Los [ ] indican la posicion

de los sitios \ba I que delimitan el clon XX330 que contiene el punto de ruptura .
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3.4b- El alelo no-ocupado correspondiente al locus de integracion viral, PAL2, se encuentra

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

Un gran numero de publicaciones han descrito en los Oltimos afios ciertas anomalias
genéticas en los sarcomas que incluyen amplificaciones de material genético un area que se extiende
varias megabases en la region cromosémica 12q13-15. Con el fin de situar con mayor precision el
locus PAL2 en el cromosoma 12 se realizd un experimento utilizando dos lineas celulares
procedentes de sarcomas en las que se habian descrito sendas amplificaciones de matenal genético
en la region cromosomica 12q13-15 estas son la linea celulares procedente de un osteosarcoma,
OSA (Roberto et al, 1989) y la linea celular procedente de un rabdomiosarcoma RMS-13
(Roberto et al., 1989). El area que abarca las amplificaciones de OSA es de un tamafio mayor al
area que abarca la amplificacion de RMS-13, sin embargo esta tltima tiene mayor nimero de
copias. Si las sondas procedentes de los loci PAL24 v PAL2B (83 o HH y 500) se encontraban
incluidas en las regiones amplificadas en estas lineas celulares, podria detectarse por medio de una
banda impresionada con mayor intensidad en la autorradiografia. Para ello se digirio con EcoR 1 el
ADN de las lineas celulares: OSA, RMS-13 usando como ADN control el de las lineas celulares de
carcinoma de colon, Colo 320 (Quinn et al., 1979) y de linfoma, Molt 4 (Minowada et al., 1973), en
las que no se han descrito alteraciones en el cromosoma 12. El “Southern” procedente de este
ADN se hibndo con la sonda 500, detectandose una banda de 4,5 kb en cada una de las lineas
celulares, de igual intensidad en todas ellas (Fig. 28 a). Este resultado indicaba que el flanco 3' del
sitio de integracton no estaba incluido en las regiones amplificadas en OSA o en RMS-13. Al
hibridar {a membrana con la sonda HH, se detecté una banda de 3.5 kb. de la misma intensidad en
todas las lineas celulares (Fig. 28 b), detectandose exactamente lo mismo con la sonda 83, pues
estan en el mismo fragmento de restriccion Fco Rl indicando estos resultados que el flanco 5 del
locus de integracion viral en la linea celular SW756, no se encuentra en el &rea amplificada en las
lineas celulares OSA y RMS-13. Si bien este experimento no sirvio para detectar si el Jocus de
integracion se encontraba hacia el telomero o hacia el centromero de las regiones amplificadas.
Posteriormente se supo que no habia una sola secuencia amplificada en OSA en la region 12q13-15
s N0 que existian varias areas de ADN amplificado separadas por areas de ADN no amplificado a

lo largo de toda la region 12g13-15 (Schoenmakers, comunicacion personal).
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Fig 18: “Southern” de las lineas celulares: Colo 320 (C), Mokt 4 (M), O8A, (O0) y RMS-13 (R) con kas sondas 500 (a)
¥ HH (b} para comprobar & estaban incluidas en la zona de la regidn cromosbimica 12g13-15 amplificadas en OSA v
REMS-13.

Se repitieron membranas de “Southern” idénticas a las anteriormente descritas pero se
afiadiria, en un pocillo més, el ADN de SW756 digerido con EcoR I, y se hibridaron con sondas de
los genes que han sido localizados en la region 12q13-15 y que estén, o podrian estar, relacionados
con la progresion tumoral. De esta manera queria determinarse si alguno de estos genes conocidos
se encontraba reorganizado (deteccidon de bandas de distinto tamaiio) o delecionado (disminucion
en la intensidad de la banda) en la linea celular SW756 a causa de las alteraciones que la
introduccion de las secuencias virales causé en la regién cromosomica 12q13-15. Una informacién
adicional podria obtenerse de este experimento pues todos aquellos genes que se detectaran
amplificados en las lineas celulares OSA o RMS-13 no deben estar localizados cerca del sitio de
integracion viral, ya que éste no estd inchuido en ninguna de las zonas amplificadas en estas lineas
celulares. El “Southem” fue hibridado con las sondas de los genes SAS, que codifica una proteina
de membrana (Jankowski et al, 1994), CDK4, que codifica la quinasa 4 dependiente de ciclina
(Demetrick et al, 1994) y del oncogen MDM2 (Oliner et al,, 1992). La amplificacion del gen SAS
[WWmm]rﬂ#&f_mmeﬂmY
serviria de control positivo, asi como la amplificacién del oncogén MDM?2 en la linea celular OSA
(Reifenberger et al, 1994). El “Southern” se hibridé también con los genes de los factores de
transcripcion WNT1 (van't Veer et al, 1984) y SP1 (Gaynor et al, 1993) ATF1 (Zucman ef al,
1954), con el gen del receptor gamma del dcido retinoico , RARG (Lehmann, 1991) v con el gen
de la quinasa de ciclina tipo 2, CDK2 (Demetrick et al., 1994). Ninguno de los genes ensayados
mostré anomalias en la linea celular SW756. En la tabla 6 se describe el origen de las sondas
empleadas y el resultado obtenido en el “Southem”. En la figura 29 se muestran los resultados
obtenidos en algunos de los “Southern” realizados



78

Sondit  Deseripeién Nombre del Sitio de Naturaleza  Amplificad  Amplificado en
clon clonacion delasonda oen OSA RMS-13

AQp2 Acuoporina  pT7TsAQP EcoR 1- ADNc No No
2 2 Hind 111

ATF Factor de pATF-1 EecoR 1- ADNc No No
transcripcion BamH1

CDK?2 Kinasa -2de pCDK-2 Kpn I-Sac1 ADNc No No
ciclina

CDKA Kinasa <4 de pCDK-4 Sma 1.- ADNc Si Si
ciclina BamB 1

CHOP Factor de pCHOP WT  Hind ITI-  ADN¢ Si Si
transcripcion EcoR |

CATNI Contactina phCNTN-1 EcoR 1 Genomica No No

KFRBB3  Unreceptor  perbB3 Hind 1I1-  Gendmica No No
det factor de Kpn'l
crecimiento
cpidermal

GLI proto- pGLIK12 Hind IlI-  Gendmica No No
oncogen Xbal

GT Glutation pGT3.1 EecoR 1 DANc No No
transferasa

HWATI Factor de pAL-1 Hind 111 Gendmica No No
crecimiento

ITGA7 Integrina 7 po7HF7-3 FeoR 1 ADNc No No

KT! Queratina 1 H1-MC Hine 11 Genodmica Si No

MDAL2 proteina pMDM2- BamH | ADNc Si No
asociada a FL-5
p33

MFE4%1 Anligeno de  p33HBI Hind 1 Gendmica No No
membrana

RARG Receptor pRARy! FeoR 1 ADNc No No
gamma del
acido
retineico

SAS Secuencia pSJpP-2 BamH 1- Genomica Si Si
amplificada Pst 1
CIt SaTComas

Spl Factor de pPac SPi MNho d Genoémica No No
transcripcion

Tabla 6 conteniendo las sondas de los genes situados en 12q13. que han sido empleadas en las hibridaciones con el
ADN de las lineas celulares OSA v RMS-13 para comprobar si estaban incluidas en las regiones amplificadas en estas
lineas celulares.
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3.5- EL ADN VIRAL DESPLAZA, AL INTEGRARSE, SECUENCIAS CELULARES

Debia demostrarse que un extremo del clon Lh12/32se ¥ un extremo del clon iAh12/82m
estaban delecionados y reemplazados por ADN viral en el cromosoma afectado de lalinea SW756.

Para ello se subclond del fago Ah12/32e, o fragmento EcoR I de 5 kb de tamafio, que
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comprendia el alelo no-ocupado correspondiente al punto de recombinacion 3'. De este subclon por

digestion con EcoR 1, Xba 1, se obtuvo un fragmento de 150 pb de la zona de ADN celular
desplazada por el ADN viral y se le llamo fragmento XR (Fig. 25 a). Simultaneamente, se
subclong, del clon Ah12/82yy, el fragmento EcoR 1 de 3,5 kb, que comprendia el alelo no-ocupado
correspondiente al punto de recombinacion 5' del locus de integracion viral. De este subclon se
obtuvo por digestion con Hind 11, FcoR 1, un fragmento de 100 pb de la zona de ADN celular
sustituida por el ADN viral, a este fragmento Je llamamos RH (Fig. 25 b).

Se realizaron cinco “Southerns” idénticos con el ADN de las lineas celulares: Colo 320,
Molt 4, OSA, RMS-13 y SW756, digerido con EcoR 1 y se hibridaron con las sondas: VPHIS,
HH, RH, 500, XR respectivamente (Fig. 30). La sonda de VPH18 hibridd solo con el fragmento
FeoR 1 de 12.5 kb que contiene la secuencia de VPH18 en la linea celular SW756 y no hibridé con
¢l ADN de las otras lineas celulares porque estas no tienen secuencias virales integradas. La sonda
HH (punto de recombinacion 3') hibridé con el ADN de todas las lineas celulares produciendo una
banda de 3.5 kb, e hibrido también con el fragmento de 12,5 kb del cromosoma 12 ocupado de
SW756. La sonda RH hibridd con el ADN de todas las lineas celulares detectandose una banda de
3.5 kb, pero no pudo detectarse, con esta sonda, la banda de 12,5 kb del cromosoma 12 ocupado
de SW756. La sonda 500 hibridd con un fragmento de 4,5 kb en todas las lineas celulares, en
SW756 ademas hibrido al fragmento de 12.5 kb del alelo ocupado. Con la sonda XR se detecto la
banda de 4,5 kb en todas las lineas celulares, pero no aparecia la banda de 12.5 kb del alelo
ocupado de SW756. Con la sonda S3 obteniamos exactamente Jos mismos resultados que con la
sonda HH, pues estan en el mismo fragmento de restriccién £coR 1, tanto en el cromosoma 12
normal como en el cromosoma 12 alterado (no se muestra).Como quiera que la sonda RH esta en
el mismo fragmento de restriccion FcoR 1 que la sonda 500 (que detecta el reordenamiento en el
alelo alterado) deberia detectar también el reordenamiento en este “Southern”. La no deteccion del
alelo reordenado es indicativo de que la secuencia que comprende la sonda RH esta delecionada
en el alelo ocupado de la linea celular SW756. El mismo razonamiento debe de hacerse con
respecto a las sondas XR y HH, pues estan en el mismo fragmento de restriccion Eco Rl y mientras
la sonda HH detecta los alelos normal y reordenado (no-ocupado y ocupado) la sonda XR solo

detecta e! alelo normal.



GSIBTHAA L) BX ) HE G0 H ‘61 005 epucs sey uoo ‘]
Hoorg veo opuaBp ‘oo S £ C1-SIMH VSO ' TIOW "0TE 00 SSUED Sesuy] S8 3P NCTV PP B0ERpRGTH 0 By

CM ORSE CM ORS C M ORS CMORSK M ORS
———— e — e ——— S ————————— —= ===
L]
23,1_
- -
9.4 _ -
6,6 - L
i -;JH‘ ---.‘. - - = P 8
",‘ —_ _.1-\."’1
- wowey ***®e
i
2,
2

18



82

3.6- LOCALIZACION PRECISA DEL LOCUS PAL2 EN EL MAPA FiSICO DEL
CROMOSOMA 12.

En {a actualidad se conoce el orden en el que los grandes fragmentos clonados en
forma de cromosomas artificiales de levadura (YACs) se suceden y se solapan
(recorniendo practicamente todo el cromosoma 12) constituyendo el mapa fisico
completo del cromosoma 12 (Krauter et al.,, 1995).

Con objeto de situar con precision el /ocus de integracion PAL2 en el mapa fisico
del cromosoma 12 y poder de esta manera caracterizar con mayor facilidad la region
cromosomica en la que se integrd el ADN viral en la linea SW756, era preciso realizar la
busqueda en una genoteca del cromosoma 12 en cromosomas artificial de levadura
llamados YAC (del ingles, yeast artificial cromosome), y asi obtener el clon o los clones
que contuvieran el locus PAL2. El screening de esta genoteca se realizd en el Centro de
Genética Humana de la Universidad de Lovaina, (Bélgica), pues alli se disponia de
genotecas genomicas en cromosomas artificiales de levadura y genotecas de cdsmidos
especificas para el cromosoma 12 humano’ . Para el analisis de la genoteca se utilizo la
técnica de la reaccion en cadena de la polimerasa, denominada cominmente por sus
siglas en inglés, PCR. Al no conocerse el tamafio de la delecion no podia saberse si el
locus PAL2A vy el locus PAL2B estarian | o no, contenidas en el mismo cosmido ni
siquiera en el mismo YAC. Por lo que el analisis de la genoteca se realizd
simultaneamente con dos pares de cebadores: un par que amplificaban un fragmento de
250 pb de ADN celular en el punto de recombinacion 3°, comprendide por los ADN-
cebadores: [5-TCT TGT GGG GTA AAG GAG CAT C-3'] como ADN-cebador directo y
[3-TGA CAA TAA TGC CAT GGA GCA G-5'1 como ADN-cebador inverso, a este
fragmento se le llam¢ “amplicon-3"" y con un par de cebadores que amplificaban un
fragmento de 151 pb de ADN celular del punto de recombinacion 5', comprendido por los
siguientes oligonucledtidos: [5-TCT GAA TTT GTC CGT TTC CTC A-3'] como ADN-
cebador directo y [3-GGT CTC AAG AGG TAA CCC TTC T-5% como ADN-cebador

mverso. A este fragmento se le llamo “amplicon-5°".

? Las genotecas de YACS se caracterizan por albergar fragmentos de ADN de tamafios
comprendidos entre 200 y 1000 kb. los cosmidos a diferencia de los YACs son vectores
bacterianos que albergan fragmentos de ADN de unos 40 kb
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Antes de comenzar el analisis de la genoteca se realizaron reacciones de PCR con
cada par de cebadores para optimizar la temperatura de anillamiento para unos
parametros de concentracion salina previamente fijados. Gracias a la naturaleza de las
muestras de ADN control que se usaron en esta primera PCR pudo simplificarse
tremendamente el trabajo de busqueda en la genoteca. Las muestras de ADN que se
usaron fueron {1) ADN humano total, (2) ADN de una linea celular hibrida que poseia
todos los cromosomas de raton excepto el cromosoma doce que era humano (Warburton
et al., 1990) y (3} ADN de una linea celular hibrida que poseia el cromosoma humano 16
con una translocacion en la cual se habia sustituido la parte p terminal del cromosoma 16
por la parte q terminal del cromosoma 12: der.(16)t(12;16)(q13;p11.2) (Schoenmakers
et al., 1993), de tal manera que del cromosoma 12 humano solo existia el fragmento que
comprende desde el gen GADDI153 (CHOP) en (12q13-14) hasta el telomero. La
obtencién de secuencias amplificadas 3' y 5' en el ADN humano total a ambas
temperaturas de anillamiento, 58°C y 60°C; sirvid para saber que la reaccion habia tenido
lugar a ambas temperaturas, la obtencion de secuencias amplificadas 3' y 5' en la primera
de las lineas celulares mencionadas, sirvié para la confirmacion de que el Jocus de
integracion del ADN wviral se encontraba en el cromosoma 12 y la obtencion de
secuencias amplificadas 3' y 5' en el ADN de la segunda linea celular, sirvio para saber
que PAL2 se encontraba mas hacia el telomero que GADD /53 (Fig. 31).

Como quiera que existia un mapa fisico de gran resolucion de la region ULCR12,
de 450 kb, situada en 12q13-15 inmediatamente telomérica del gen GADD153, basado
en 60 clones de cosmidos solapantes y contiguos (Schoenmakers et al,, 1995b). Se
decidio realizar el screening de este grupo de 60 cosmidos obtenidos de la genoteca

LLI2NCO1 (Montgomery et al, 1993) con ambos pares de cebadores.

Simultaneamente, se habia comenzado el analisis de una genoteca de Mega-YACs,
llamada CEPH-II, especifica del cromosoma 12, que albergaba fragmentos de unas 900
kb, de una genoteca de YACs especifica de cromosoma 12, CEPH-A (Albertsen et al.,
1990). que alberga fragmentos de unas 200 kb y la genoteca de coésmidos especifica de
cromosoma 12, LL12NCO1.

De las 60 cosmidos solapantes, ordenados, que constituyen el mapa de la region

ULCRI12, cinco, localizados en el extremo de ULCR12 mas cercano al centromero,

resultaron ser positivos tanto para el par de cebadores 5° como para el par de cebadores



3'. Este hallazgo suponia la localizacién precisa del locus de integracion viral en el mapa
del cromosoma 12, puesto que eran ya conocidos los YACs que incluian la region
ULCRI12 y estos YACs estaban perfectamente localizados y ordenados en el mapa fisico
del cromosoma 12, (Schoenmakers et al., 1995 a y b). Por lo que no fue necesario
continuar con el screeming de las otras genotecas. Los cosmidos detectados como
positivos por la técnica de PCR fueron confirmados como tales por hibridacion del filtro
correspondiente, de la genoteca de cosmidos LL12NCOI1 (fig. 32).
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Fig. 31: Electroforesis en gel de acrilamida del resuliado de la PCR realizada a 58°C v a 60°C sobre
ADN iotal (1), ADN linea hibrida con ¢l cromosoma 12 humano(2), ADN linea hibrida der
(16)e{12; 16)q13;p1 1.2)(3), con el par de cehadores de la regidn 5° (1) y con el par de cebadores de la
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Fig. 32: Hibridacin de un filtro de la genoteca LL1ZNCOI con las sonda del “amplictn-3" cbtenida
como se muestra en la figura 34{a). Dada la produccitn sutomdtica de estas genotecas, la oblencidn de
urd colonia positiva en una posicidn permite la identificacidn precisa del clon al que corresponde dicha
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A 150 kb en direccion al telémero, de los cosmidos positivos en el screening se
encuentra el primer exon del gen HMGI-C, que codifica una proteina estructural del
complejo de transcripcién de muchos genes, que ha sido relacionada recientemente con

la patologia de tumores benignos de tipo mesenquimal (Ashar et al, 1995;

. TE LOMERO
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HMGI-C
150 kb 75 Kb 50 Kb

Fig. 33: Mapa a cscala del fragmento de ADN gendémico que contiene el gen AMGI-C y el locus de
integracién de VPH18 . PAL 2

3.6a- Caracterizacion del césmido 107E

Los cosmidos 107E2, 103E12 y 206C9 son tres de los cosmidos positivos en el
screening tanto por PCR, con ambos pares de ADN-cebadores, como por hibridacion,
con las sondas del “amplicon-3"" y del “amplicon-5"". Los coésmidos 107E2 y 103E12
resultaron ser idénticos (fig. 34 ¢, d, €) (solo se muestra uno de elios) y el clon 206C9
distinto (Fig. 34 b).

El mapa de restriccion del cosmido 107E2 se realiz6 por hibridacion con los
cebadores T3 y T7 de los productos de las digestiones parciales del inserto con las
endonucleasas: Fco R 1, Pst 1, Hind 11, BamH 1, y posterior interpretacion de los
resultados mediante el empleo de la grafica que relaciona la distancia recorrida en cm con
el log del tamafio del fragmento en pares de bases. (Fig. 35). El error en los tamafios de
los fragmentos de restriccion obtenidos con este método es mayor cuando se analizan
cosmidos que cuando se analizan clones de fago lambda ya que los cosmidos tienen el
doble de tamafio y la resolucién de los fragmentos de ADN en gel de agarosa es
deficiente. Sin embargo a pesar de la imprecision en el mapa del cosmido 107E2 se
encontraron grandes zonas de alta homologia, cuando éste se comparo¢ con los mapas de

los clones de lambda Ah12/82y, Ah12/1500y Ah12/32500.
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Fig 34: a) Electroforesis de los fragmenios amplificados 3" y 5, producio de las PCHE positivas,
fraccionadas en agaross pard su purificacion y utilizacidén como sonds en las hibridaciones.

b) Electroforesis del ADN del clon 206C9 digerido con 5f [ (Sf), BamH 1(B), EcoR I (E), Hind III (H),
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Fig. 35; a) Electroforesis del producto de las digestiones parciales del obsmido 10TE12/56 I, con las
endonuclensas: BamH 1, 2 minmos (B), BamH 1, 5 minuios (B"), EcoR 1, ? minuios(E), EcoR 1, §
mimutos (E”) Hind 11, 2 minutos (H), Hind 11, § minutos (H), Pst 1, 2 minutos (P), Pst 1, 5 minutos (P*);
b) Hibridacion com T3; ¢) Hibridacién con T7.
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Fig. 36. Mapa de restriccidn del ctsmido 10TE2. 56 | (5), BamH 1 (B), EcoR I (R), Hind III (H), P 1
(P), Amp3": sonda del “amplicin 3°~ y AmpS5’: sonda del “amplicon 5. La sonda 500 y HH, hibridan
por la parte celular de s secuencia.
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Los clones Ah12/1spp y Ah12/32149 eran completamente superponibles al extremo
del inserto cercano a la secuencia del oligonucledtido T3 del vector mientras que el clon
Ah12/82sy, y AF4 era superponible al extremo del inserto cercano a la secuencia T7 (Fig.
37). Pero sorprendentemente, la orientacion relativa en la que se encontraban los clones
era opuesta a la que se habia postulado basada en la estructura y las secuencias del clon
hibrido viral-celular A12QHP. Estos resultados solo pueden explicarse suponiendo que la
reorganizacion que ocurnd durante la integracion det ADN viral fue mas compleja que
una simple delecion, y en ella entraron en juego inversiones de secuencias. En este
reordenamiento complejo, podia tener su origen la aparicion de la secuencia de 17
nucledtidos en el extremo 5' del ADN viral que no tiene homologia con la secuencia del

alelo germinal, PAIL.2A, ni con la secuencia del ADN de VPH18.

Punto de Punto de
recombinacion recombinacién
a
) BH P SfR HSce P P PRP R P R HP
v o :
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Fig. 37: Mapas de restriccién del cosmido 107E12 (a) y de los clones de lambda Ah12/32:00 (b) ¥
2h12/82em (c): 87 T (Sf). BamH | (B), EcoR U (E), Hind 11 (H), Pst I (P),Xba 1 (X)Spe 1 (Sp). Sac 1 (5)

3.6b- Localizacion del oligonucleotido de 17 pb en el cosmido 184A9

Con objeto de localizar la procedencia de la secuencia de 17 nucledtidos del clon
pHH, que no presentaba homologia con las secuencias virales ni con las secuencias del
clon germinal o no-ocupado correspondiente, PAL2A (secuencia en negrilla de la Fig.
27). Se disefid un experimento basado en la hibridacidon con un oligonucledtido sintético

de 17 pb y secuencia idéntica a la problema, marcado en el extremo 5° con y->’P-ATP.
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Conocidos los cosmidos contiguos al cosmido 107E2 (Schoenmakers et al.,
1995b y Schoenmakers, comunicacién personal), se purificd ADN de estos cosmidos y se
digirié con EcoR 1. Los fragmentos obtenidos se fraccionaron por electroforesis en
agarosa (fig. 38 a), se transfireron a membrana de nylon y se hibridaron al
oligonuclettido marcado. En uno de los fragmentos EcoR 1 del cosmido 184A9 pudo
observarse hibridacion especifica (Fig 38 b), indicando que la secuencia de 17
nucledtidos posiblemente tenga su origen en este cosmido situado hacia el telémero
respecto del cosmido 10TE2. Esto supone que durante el proceso de la integracion del
ADN viral tuvo lugar una reorganizacion de secuencias, de tal manera que estos 17 pares
de bases quedaron intercalados entre la secuencia viral y la secuencia celular flanqueante

(Fig. 38ayh)
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Fig. 38 1) Electroforesis del ADN los obsmidos 164A9 (A9), 116B7 (B7) y 107E2 (E2) digerido con
EcoR. I b) “Southern” del gel de Ia figura 38 a, hibridado con el oli de 17
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Fig. 39 a) Localizacion de 1a secuencia desconocida de 17 nucledtidos, antes v después de la integracion
viral,

b) Esquema & escala de 1a regién ULCR12, indicando la posicidén de los exones del gen HAMGI-C. de las
STS 12-RM33 STS 12-RM33. STS 12-RM99 y STS 12-RM76 v de los codsmidos 107E2 v 184A9.

3.7- ;ESTA AFECTADO EL GEN HMGI-C EN LA LINEA CELULAR SW756,

Dada la proximidad del primer exon del gen HMGI-C al sitio de integracion del
ADN viral y sabtendo que en el Jocus de integracion viral habia tenido lugar una
compleja reorganizacion que incluia deleciones de material genético, se analizo la posible
implicacion de este gen, asociado a la patologia de tumores benignos de tipo
mesenquimal, en el tumor maligno de tipo ectodérmico del que proviene la linea celular
SW756. El analisis se abordod desde dos perspectivas: (1) Deteccion de variaciones en la
expresion del gen HMGI-C en la linea celular SW756, por medio de la técnica de
“Northern” con el inconveniente de que la expresion de HMGI-C es tan baja en todos los
tejidos y lineas celulares que es indetectable por medio de esta técnica por lo que solo
podrian apreciarse incrementos en la expresion y no disminuciones y tampoco se disponia
de anticuerpos para la deteccién de la proteina por técnicas bioquimicas. (2) El analisis
de alteraciones en la estructura del ARN mensajero, basado en la técnica de la

amplificacion por PCR del extremo 3' del ADNc del gen HMGI-C (3°-RACE) ya que
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esta técnica se ha aplicado con éxito para detectar mensajeros quimeéricos del gen HMGI-
C con secuencias ectopicas, en lipomas y hamartomas, con translocaciones que afectan a

la region cromosomica 12q13-15.

3.7a- Expresion del gen HMGI-C en la linea celular SW756

Se prepard6 ARN de las lineas celulares derivadas de carcinomas de cervix:
SW756, Hel.a, C4l, SiHa. Todas estas lineas celulares poseen secuencias de ADN de
VPH18 integradas en su genoma excepto SiHa que posee secuencias de VPH16. SW756
es la unica linea celular que posee las secuencias virales integradas en 12q13-15, por lo
que es la unica que ha sufrido una reorganizacion genomica en la region 12q13-15, como
control positivo se usé el ARN de una linea celular proviniente de un hepatoma llamada
Hep-3B, que sobreexpresa el gen HAMGI-C de tal manera que su ARNm es facilmente
detectable en “Northern”. 10 ug de ARN de cada una de estas lineas celulares fueron
fraccionados por electroforesis en un ge! de agarosa al 1.5% conteniendo formaldehido,
transferidos a membrana de nylon y fijados por calor. La membrana se hibridd con una
sonda del gen HMGI-C (Schoenmakers et al., 1995). Tras exponer 6 dias la
autorradiografia solo pudo detectarse la banda del ARNm del gen HMG/-C de la linea
Hep-3B. Indicando que la cercania del ADN viral al gen HMGI/-C en la linea celular

SW756 no producia un aumento detectable de su expresion (Fig. 40 ay b).

3.7b- Amplificacién por PCR del ADNc¢ del gen HMGI-C

Este experimento se realizé con ¢l ARN de la linea celular SW756, el ARN de la
linea celular SiHa como control, ya que esta linea celular no tiene alteraciones en 12q13-
15. Para la obtencion del ADN complementario se uso la enzima transcriptasa en reverso
RT- SuperScript® y un cebador comercial, inespecifico, de la casa GIBCO BRL llamado
“AP2” (adapter primer) que se une a todas las cadenas de poli A del extremo 3' de los
ARN mensajeros. Una vez obtenido el ADNc de SW756 y SiHa, se realizaron 3
reacciones de PCR sobre el ADNc de SW756 y 3 sobre el ADNc¢ de SiHa, empleando
tres cebadores directos, obtenidos de la secuencia de los tres primeros exones del gen

HMGI-C, amplificandose especificamente los fragmentos que se extendian desde cada
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uno de los cebadores del gen HM(J-C, hasta un cebador inverso universal, comercial,
llamado “UAP2”(universal amplification primer 2), de la casa GIBCO BRL. En esta
reacciones las secuencia de los ADN-cebadores directos especificos del gen HMGI-C fueron:
[5-CTT CAG CCC AGG GAC AAC-317 (reaccion A,). [5-CAA GAG GCA GAC CTG
GGA-3"] (reaccion Ap). [5-AAC AAT GCA ACT TTT AAT TAC TG-3" (reaccion Aa).

Usando como ADN-molde una dilucion 1/10 del producto de cada una de las
reacciones de la fase A, se realizo una segunda fase, fase B, de PCRs. En todas ellas se
empled de nuevo el cebador inverso, universal, UAP2 y tres cebadores directos especificos
del gen fIMGI-C distintos de los de la fase A, disefiados de tal manera que su secuencia
estuviera incluida en los fragmentos amphficados en la primera fase de PCRs. Estos ADN-
cebadores fueron B): [5-CUA CUA CUA CUA CGC CTC AGA AGA GAG GAC-3',
ADN-cebador B;: [S'-CUA CUA CUA CUA GTT CAG AAG AAG CCT GCT-3"}, y ADN-
cebador Ba: [5'-CUA CUA CUA CUA TTG ATC TGA TAA GCA AGA GTG GG-3'.

Tras la reaccion, se fraccionod por electroforesis en gel de agarosa y se compararon
las bandas que se obtuvieron a partir del ARN de la linea celular SiHa con las bandas
obtenidas a partir del ARN de la linea celular SW756, solo las bandas que fueran
diferentes podrian corresponder con transcritos aberrantes (Fig. 41).

Se extrajo el ADN de la agarosa de las bandas que aparecian en los productos de
la PCR de SW756 y no aparecian entre los productos de Ia PCR de SiHa y se ligaron al
plasmido pAMPI1®, Gibco BRL. Se transformaron bacterias DH5« competentes y se
preparo ADN de las colomias recombinantes. 12 clones fueron secuenciados por el
personal técnico del laboratorio del Prof. Van de Ven, en el Centro de Genética Humana
de la Universidad de Lovaina (Bélgica), usando el método de terminacion por
dideoxinucleotidos y los reactivos comerciales de la casa Pharmacia/LLKB, analizando las
reacciones en un secuenciador autoatico ALF DNA sequencer® (Pharmacia Biotech), no
encontrandose que ningan ADNc que proviniese de un ARN de fusion aberrante.

La diferencia entre las bandas obtenidas con el ADNc control y el proviniente de
la linea celular SW756 eran debidas a artefactos producidos por procesamiento aberrante
del ARN, en los que la secuencia del gen HMG/-C se rompia en un punto pero volvia a
reiniciarse en otro punto del tercer o cuarto exon del mismo gen. Este tipo de

procesamiento aberrante del ARN ya se habia descrito para casos de lipomas en la
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publicacion de Schoenmakers et al., (1995). Con estos experimentos no pudo detectarse
ninguna alteracién del gen HMGI-C en la linea celular SW756.

W S H Hp W S H Hp
o b) —

Fig. 40: “Northern” de las lineas celulares SW756 (W), SiHa (S), Hela (H) y Hep 3B (Hp), hibridado
mhmmpthm{-nmmmmﬁmm

SWT5H SiHa

Bl B2 B3 Bl B2 B3

Fig. 41: Electroforesis en gel de agarosa de los productos de |a segunda fase de PCRs, sobre el ADNc del
FWM#hﬁnﬂmsﬂﬂﬁy-ﬂﬂh
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4.-DISCUSION
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La carcinogenesis es un proceso escalonado en el que pueden distinguirse varias etapas,
cada una de las cuales constituye la manifestacion fenotipica de alteraciones en determinados genes
celulares, como pudo demostrarse en el estudio del cancer de colon (Fearon y Vogelstein, 1991),
de mama (Biéche y Lidereau, 1995) y glioma (Louis y Gusella, 1994). La caracterizacion y
clonacion de alteraciones cromosomticas recurrentes se utiliza en la actualidad para la identificacion
de genes relacionados con algun aspecto del fenotipo tumoral, en todos los tipos tumorales
(Mitelman, 1994). Estas alteraciones pueden detectarse en forma de translocaciones, deleciones,
amplificaciones, 0 mutaciones puntuales.

Existe un grupo de tumores solidos humanos cuya aparicion en el individuo estd asociada a
procesos infecciosos previos, con ciertos tipos de virus. Estos son: los carcinomas genitales, que
estan asociados a la infeccion por algunos tipos del virus del papiloma humano (Diirst et al, 1983;
Boshart et al, 1984; Schwarz et al 1985) y los carcinomas hepaticos que estan asociados a la
infeccion por e} virus de fa hepatitis B (Matsubara y Tokino, 1990). En las células de estos dos
tipos de tumores, como en las del resto de tumores soélidos, pueden distinguirse varias etapas que
seran entre otras: inmortalizacion celular, crecimiento independiente de anclaje, y la adquisicion de
la capacidad de proliferar en tejido extrafio. Cada una de estas etapas constituyen la manifestacion
fenotipica de alteraciones genéticas concretas que es preciso desentrafiar para llegar a la
comprension de la naturaleza del cancer (Chen et al. 1993).

La integracion de secuencias de los virus fumorales humanos en el genoma celular no forma
parte del ciclo de vida estos virus es, sin embargo, un fenomeno comunmente observado en las
células de carcinomas genitales y hepaticos (Popescu et al 1990; Lazo et al, 1992; Matsubara y
Tokino, 1990). En carcinomas cervicales, se detectan secuencias de VPH en el 99% de los casos
analizados (zur Hausen y de Villiers. 1994; Matsukura y Sugase, 1995). La integracion viral
constituye una caracteristica clonal de las células de un tumor. En los carcinomas genitales, la
contribucion del fenomeno de la integracion viral a la progresion tumoral puede observarse desde
dos aspectos:

1°) A través de la integracidn se obtiene la expresion constitutiva de los oncogenes virales
E6 y E7 en todas las células del tumor (Schneider-Gadicke y Schwarz, 1986; zur Hausen 1991),
incluso se ha detectado mayor vida media de los ARNm virales E6 y E7 cuando el ADN viral esta
integrado que cuando se encuentra en su forma nativa (episomal) (Jeon y Lambert., 1995). De esta

manera, la integracion supone una mutacion dominante en la célula, ya que Ia expresion de estos
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dos genes es imprescindible para el desarrollo del carcinoma genital (salvo excepciones en las

que se han detectado mutaciones en el gen 7P33, Park et al, 1994; Cannistra et al., 1996), de
hecho una caracteristica diferencial entre los carcinomas genitales, VPH positivos y el resto de los
tumores epiteliales es que son independientes de mutaciones en genes supresores de tumores como
IP53 (Furhata et al, 1995), CDKN2 (Kelley et al, 1995) y en protooncogenes como RAS
(Moyet-Lalle et al, 1995; Tent: et al., 1995). No es necesaria la mutacion de estos genes ya que las
proteinas oncogeénicas E6 y E7 de los virus del papiloma de alto riesgo producen efectos
fenotipicos semejantes a estas. Con frecuencia se observa que los genes virales integrados estan
ademas amplificados indicando este hecho la fuerte presion selectiva en la expresion de los genes
E6y E7 (Jeon et al., 1995).

2%) La expresion de los oncogenes virales aunque imprescindibie, no es suficiente siquiera
para que una c¢lula adquiera la propiedad de la inmortalizacion, como se deduce de los
experimentos de carcinogénesis in vitro llevados a cabo por R. Schlegel et al. (1988), en los que
observo que la inmortalizacion celular era un fendémeno poco frecuente comparado con la eficiencia
de la transfeccion de las secuencias virales. Basandose en estos datos y tras la realizacion de
experimentos de transfeccion y fusion celular, Chen y colaboradores (1993), afirman que en la
inmortalizacion celular por VPH16 y VPHI18 es necesaria, ademas de la expresion de los
oncogenes E6 vy E7, la activacion o inactivacion de otros procesos celulares a través de alteraciones
en genes de fenotipo recesivo. Sugiriendo el siguiente modelo de carcinogénesis cervical in vitro,
que explica en parte, el importantistimo efecto sinérgico de los carcinégenos quimicos y fisicos en

los tumores cervicales, debido a su poder mutagénico .

allcracion no genctica, dominante. por VPH
{secuestro de p33 v pRB por E6 v E7)

Mutaciones recesivas \L

{Bastantes procesos. perouno dominantey
: Inmortalizacion :

Mutacion recesiva Jf

(probablemente un unico proceso)

..............................................

© Crecimiento independiente de anclaje

Mutacion recesiva NL

Recientemente ha podido establecerse una relacion entre deleciones de ADN en el sitio

fragil cromosomico FRA3B, provocadas por carcindgenos quimicos como los del humo de} tabaco,
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con la pérdida o inactivacion del gen, recientemente clonado, FHIT (Otha et al ,1996) y el

probable aunque aun no demostrado efecto que tiene la pérdida de este gen, en la desregulacion del
ciclo celular y por tanto en las primeras etapas de la progresion tumoral (Penmnisi, 1996). El sitio
fragil FRA3B es ademas uno de los loci donde se ha detectado integracion de secuencias de
VPH18 en un carcinoma de cervix {tabla 3) (Wilke et al, 1996).

A la vista de lo expuesto anteriormente se deduce que es importante la deteccion y
clonacion de cambios en el ADN de las celulas de tumores cervicales pues pueden ser causantes de
alteraciones en genes cuya manifestacion fenotipica va determinando cada etapa de la progresion
tumoral (Jesudasan et al, 1995; Mullocandov et al, 1996). Una de las alteraciones mas
significativas, de estos tumores, viene dada por la integracion del ADN viral en ¢l genoma celular.
La integracion viral se ha estudiado a mivel molecular en un namero de casos de carcinoma y de
lineas celulares derivadas de estos (Matsukara et al., 1986; Baker et al., 1987; Schneider-Maunoury
et al., 1987; el Awady et al., 1987, Choo et al., 1990; Kahn et al., 1994; Bauer-Hofimann et al ,
1996), no encontrandose homologia significativa, entre las secuencias virales y las secuencias
celulares en el /ocus de integracion, necesaria para la recombinacion homologa. Mas bien parece
que se trata de un fendmeno de recombinacién ilegitima en el que se pierde una fraccion de tamafio
variable del genoma viral, detectandose también pérdidas de secuencias celulares en todos los casos
estudiados.

En experimentos de transfeccion de secuencias de VPH, in vitro y posterior analisis de los
loci de integracion, llevados a cabo por Smith y colaboradores (1992), se observo que las
secuencias virales se integraban de manera aparentemente aleatoria en cualquier cromosoma pero
siempre en reglones cercanas a sitios fragiles cromosémicos. Sin embargo, en el nimero creciente
de casos en los que se estudia la localizacion del /ocus de integracion viral in vivo, se observa la
existencia de /oci preferidos para la integracion, posiblemente porque de todos los posibles foci de
integracion viral, se seleccionan los que mas contribuyen a la progresion tumoral.

La hipétesis que relaciona las alteraciones que se producen en el Jocus de integracion con la
progresion maligna se basa en fundamentalmente en dos observaciones: a) En Ja mayoria de los
casos estudiados la integracion se produce en una region cromosdmica asociada ya con el fenotipo
tumoral, tanto por conocerse uno o mas oncogenes que se encuentran localizados en ese area
(Ddrst et al 1987; Popescu et al 1990, Couturier et al., 1990) como por tratarse de una region en la
que frecuentemente se observan aberraciones cromosomicas asociadas a otros tipos de tumores

(recopilado en Lazo et al 1992, Wilke et al., 1996). En el escaso numero de casos en los que se ha
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estudiado la localizacion cromosomica de las secuencias virales integradas, se han encontrado

dos regiones recurrentes para la integracion viral, estas son. 8q24 en la cual se han localizado
secuencias virales de VPH16 y VPHI8 en cinco casos de carcinomas primarios o de lineas celulares
derivadas de éstos (Couturier et al., 1991) y 12q13-15 en la que se han localizado secuencias de
VPH en dos casos (recopilado en Lazo et al 1992; Sastre-Garau et al., 1995). Esta hipotesis estaria
en concordancia con las observaciones realizadas por Tsichlis y Lazo (1991) en oncogénesis
experimental por retrovirus no transformantes.

La region cromosomica 12q13-15 estd afectada por la integracion de secuencias de VPH
en dos lineas celulares, SW756 derivada de un carcinoma cervical invasivo (Freedman et al 1982),
y SK-v derivada de una neoplasia vulvar pre-invasiva (Schneider-Maunoury et al., 1987),
conteniendo secuencias de VPHI8 y VPHI16 respectivamente. En el caso de SW756 existen
evidencias citogenéticas de la pérdida de una banda cromosomica, en el Jocus de integracion de
VPHI8 (Popescu y DiPaolo, 1990). Esta observacion microscopica sugiere la existencia de una
deleccion de gran tamafio, fendmeno que en células cancerigenas se asocia a la posible pérdida o
inactivacion de un gen supresor de tumores (Knudson, 1993). Es de gran importancia el hecho de
que se hayan detectado aberraciones cromosomicas en la region 12q13-15 asociadas a una serie de
tumores solidos, tanto malignos como benignos. Los tumores malignos implicados son:
liposarcomas mixoides con translocaciones que afectan al gen del factor de transcnpeion CHOP,
llamado GADD153, (Rabbitts, 1993), melanoma maligno de tejidos blandos con translocaciones
que afectan al gen del factor de transcripcion ATF-1 (Zucman et al, 1993) y un subgrupo de
sarcomas (Oliner et al, 1992) y de gliomas malignos (Reifenberger et al, 1994) con amplificaciones
de secuencias que incluyen varios genes como los de las quinasa de ciclina CDK4 (Demetrick et al,
1994), los de la proteina de membrana SAS (Jankowski et al, 1994), y el protooncogen MDM?2
(Oliner et al, 1992). Entre los tumores benignos se han encontrado amplificaciones del gen G/ en
gliomas (Kinzel et al., 1989), translocaciones cromosdmicas en 12q13-15 en multitud de tumores
de origen mesenquimal entre los que destacan: leyomiomas utennos, lipomas y adenomas
pleomorficos de las glandulas saltvares (Schoenmakers et al 1994). Los puntos de recombinacion
de las translocaciones de estos tumores benignos han sido recientemente localizadas en una region
de 1,7 Mb llamada MAR (Multiple Aberration Region) situada en 12q14-15 (Van de Ven et al,,
1995), dentro de fa cual ha podido localizarse un gen, el HAMGI-C, cuyo marco de lectura abierto se
encuentra interrumpido por translocaciones en un numero de lipomas, adenomas y harmatomas

estudiados (Ashar et al., 1995, Schoenmakers et al, 1995 b, Kazmierczak et al 1996).
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Otras anomalias cromosomicas de la region 12q13-15, aun no bien caracterizadas,

incluyen pérdida de heterocigosidad (en la region 12q13-qter) detectada en mimero significativo de
seminomas (Murty et al, 1994). Las pérdidas de heterocigosidad son consecuencia de deleciones en
uno de los alelos vy su presencia en células cancerigenas puede ser indicativa de la existencia de un
gen supresor de tumores en dicho Jocus. Se ha detectado, también, supresion de la tumorigenicidad
en un experimento realizado con células de cancer de prostata en cultivo, a las que se transfecté la
region cromosdmica 12pter-q13 (Bérubé et al, 1994). Esta observacion es indicativa de la presencia
de un gen supresor de tumores en esta region, si bien en este caso el posible gen supresor de
tumores quedaria en una region mas cercana al centromero que el hipotético gen supresor de
tumores en seminomas.

Entre otras anomalias de la region 12q13-15 asociadas al fenotipo tumoral cabe mencionar
la existencia de un caso de carcinoma hepatico en el que la integracion de secuencias del VHB ha
sido detectada en la region 12q13 (Matsubara y Tokino, 1990).

Toda esta nqueza de anomalias cromosémicas en la regidn 12q13-15 ha sido determinante
en el mterés que ha llevado a la clonacion del focus de integracion viral en la linea celular SW756.
En este trabajo se describe tanto la clonacion del /ocus de integracion como su correspondiente
alelo no-ocupado (F’4L2), detectandose un complejo reordenamiento genomico que incluye
mversiones y deleciones de secuencias. El reordenamiento que sufre el area adyacente a las
secuencias virales hace de la integracion det ADN de VPHI18 en SW756 un fenémeno interesante
para el estudio molecular, no solo porque aparezcan secuencias exogenas, integradas, con
demostrado poder oncogénico, sino porque las deleciones e inversiones que tienen lugar a
consecuencia de la integracion pueden ser la causa de alteraciones en el marco de lectura abierta de
algiin gen importante en el funcionamiento celular. Por esta razon fue analizada, por medio de la
técnica de “Southern”, la posible alteracion de gran parte de los genes relacionados con el fenotipo
tumoral que han sido localizados en la regidn 12q13-15 hasta el momento, no detectandose
alteraciones en ninguno de eflos a causa de la integracion del genoma viral, en la linea celular
SW756.

Por medio del analisis de secuencia, se estudié la presencia de areas codificantes en ! ADN
celular inmediatamente adyacente al Jocus de integraciéon (PAL2), observandose que el genoma
viral no interrumpe directamente ninguna secuencia codificante. Esto no descarta la posibilidad de
que las secuencias virales estén integradas en el intron de un gen, o la posible pérdida de un exén

entero o mas, a causa de la delecion.
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Conocidos los 300 pares de bases flanqueantes a las secuencias de VPHI16 integradas

en la region 12q14-15 en la linea celular SK-v (Schneider-Mounoury et al., 1987) se realizo el
analisis comparativo entre dichas secuencias y las flanqueantes al ADN viral en la linea celular
SW756 (secuencia PAL2A y secuencia PAL2B). No detectandose homologia significativa entre
ellas. Este resultado estd en concordancia con las observaciones hechas por otros autores (Baker et
al, 1987, el Awady et al., 1987, Choo et al., 1990; Smith et al., 1992; Bauer-Hofmann et al., 1996)
que no detectan la existencia de secuencias diana para la integracidn del ADN de VPH en el
genoma celular.

Se localizo el Jocus PAIL2, con exactitud, en el mapa fisico del cromosoma 12 {Krauter et
al., 1995). En un primer analisis se detectd que dicho focus se encontraba fuera de la zona que
comprende las secuencias amplificadas, en 12q13-15, de las lineas celulares procedentes de
sarcomas: OSA y RMS-13. Un analisis posterior basado en el screening de una genoteca de
cosmidos del cromosoma 12 hizo posible la localizacidon precisa del Jocus en el mapa fisico del
cromosoma 12, entre los marcadores polimorficos D12§1585 y D1251649 dentro de la llamada
region MAR (Mutiple Aberration Region) (Van de Ven et al, 1995) a 150 Kb del primer exon del
gen HMGI-C. En la figura 42 se muestra la localizacion relativa de PAL2 en la region 13q13-15.

El gen HMGI-C se encuentra sobreexpresado en tumores malignos de tipo mesenquimal,
como el carcinoma hepatico e interrumpido por translocaciones en algunos casos de tumores
benignos de tipo mesenquimal, no se encuentra, sin embargo, sobreexpresado en la linea celular
SW756. Al estudiarse la posible alteracion del marco de lectura abierta del gen HMGI-C en la linea
celular SW756 por alteraciones en su genoma debidas al complejo reordenamiento de secuencias
que tuvo lugar durante la integracion viral, no pudo detectarse la existencia transcritos aberrantes.
El no detectar aumento en la expresion del gen HMGI-C en la linea celular SW756, asi como la
imposibilidad de detectar transcritos aberrantes de éste gen son circunstancias que sugieren una no
implicacion de HMGI-C en el carcinoma de cervix del que deriva la linea celular SW756.

Es sin embargo altamente probable la existencia de genes relacionados con el control del
funcionamiento celular, situados en 12q13-15, que aun no hayan sido clonados, va que la
localizacion y clonacion de genes implicados en el fenotipo tumoral conlleva un largo proceso, que
en ocasiones, requiere el analisis de multitud de muestras clinicas, seguido de estudios moleculares
que terminan en la “clonacion posicional” del gen. Esta empresa queda fuera de los objetivos de
este trabajo, cuyo propdsito es el analisis molecular del fendémeno de la integracion viral en un caso

concreto y la localizacion precisa del locus de integracion PAL2 en el mapa fisico del cromosoma
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12. Sentando asi las bases para estudios posteriores que habran de desvelar qué genes estan

alterados en el carcinoma de cervix del que procede la lineas celular SW756. Uno de ellos

posiblemente sea el alterado por el propio genoma viral al integrarse.
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Fig. 42, localizacion relativa del Jocus PALZ. entre los genes localizados en la region 12q13-15. Basado en el mapa
fisico de AECOM/YALE, 1995. También se seiialan 1a posicion de las alteraciones genéticas asociadas a tumores
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En lo referente a los genes virales integrados la linea celular SW756, es un aspecto que ha
sido ya estudiado por otros grupos y su estudio no era el objetivo primordial de este trabajo, sin
embargo ha podido confirmarse por el analisis directo de las secuencias el patron de ruptura del
genoma viral propuesto por A. Shneidr-Gadicke y E. Schwarz en 1986. Se ha estudiado, por medio
de la técnica de “Northem”, la expresion los genes E6, E7 y E1 observandose que dan lugar a
transcritos aberrantes debido a que poseen secuencias celulares en el extremo 3°. No detectandose
transcripcion del gen E2, en concordancia, también, con los experimentos de A. Shneidr-Géadicke y
E. Schwarz. 1986. Estas caracteristicas en el patron de expresion se repiten en la inmensa mayoria
de los casos de integracion de secuencias virales en canceres genitales, y confirman la existencia de
una fuerte seleccion en la expresion de los genes E6 v E7 que se manifiesta también por la no
expresion del mhibidor de su transcripcion el gen E2.

Se ha confirmado por analisis de secuencia que las dos terceras partes en el extremo 5’ del
gen E2 se han delecionado durante o después del proceso de integracion en el genoma celular y el
1/3 restante de su marco de lectura abierto, ha quedado localizado 5’ de las secuencias promotoras
virales, URR o LCR, por lo que este gen en ningun caso hubiera podido transcribirse desde el
promotor viral, como quiera que al gen le falta la mayor parte de su secuencia del extremo 5’
tampoco podra transcribiese desde promotores celulares adyacentes. El gen E1 se encuentra
situado 37 de las secuencias promotoras virales URR o LCR por lo que se transcribe desde el
promotor wviral, sin embargo, el Gltimo tercio del marco de lectura abierta de este gen esta
delecionado por lo que el gen E1 es aberrante y de traducirse la proteina no sera funcional. La
proteina E1 tiene funcion en la replicacion del ADN viral.

Estos resultados se compararon con los publicados por Schneider-Manoury et al., (1987)
en los que describen las secuencias virales integradas en la region 112q14-15 en la linea celular SK-
v. observandose que el patron de integracion es sensiblemente diferente ya que aunque en ambos
casos se conservan las secuencias reguladoras URR o LTR y las de los genes E6 y E7 (al igual que
en el resto de los casos de integracion de secuencias de VPH estudiados) en el genoma viral
integrado en la linea celular SK-v la ruptura se produce del nucledtido 3661 al nucledtido 4474 de
la secuencia de VPH16, es decir de la mitad de los gen E2 y E4 a la mitad del gen estructural L2,
quedando completamente delecionado el gen ES.

El siguiente estudio a realizar sera la comparacion entre el locus PAL2 y el afectado por la

integracion de secuencias de VPHI16 en la linea celular SK-v. Para ello es preciso localizar con
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exactitud en el mapa fisico del cromosoma 12 el locus de integracion en SK-v, como se

describe en este trabajo con PAL2 Pues es poco probable que la cotncidencia de dos Joci de
integracion viral se deba solo al azar, y la repeticion de alteraciones genOmicas en una region
cromosomica en distintos casos de un mismo tipo de tumor es clave para la identificacion de genes

relacionados con la progresion de dichos tumores.

4.1- MODELO DE CARCINOGENESIS GENITAL ASOCIADA A LA INFECCION POR LOS
GENOTIPOS DE VPH DE ALTO RIESGO.

Aunque aun no se han detectado ninguna de las alteraciones genéticas que intervienen en la
progresion del cancer genital se sabe que deben existir alteraciones de genes concretos,
responsables de la progresion maligna en cada etapa del tumor. La integracion viral causa una
alteracion en el genoma que puede ser responsable de la progresion en alguna de las etapas. Al no
conocerse en qué momento se produce ia integracion, no puede determinarse en qué etapa del
proceso interviene. Es de gran importancia caracterizar la alteracion que se produce en el genoma
en un gran segmento alrededor de! punto de integracion, ya que las reorganizacion que tienen lugar
son complejas v pueden afectar a genes localizados a gran distancia. Hasta este momento no ha
sido posible este abordaje y los estudios moleculares previos sobre el /ocus de integracion de los
VPH se limitaban a estudiar la secuencia en el punto de recombinacion. Gracias al progresivo
conocimiento del genoma humano esta siendo postble caracterizar alteraciones que abarcan grandes
segmentos de ADN, es necesario valerse de esto nuevos conocimientos en el estudio del efecto de
la integracion viral sobre la progresion maligna para llegar a conclusiones concretas que ayuden a
desvelar las rutas implicadas en las distinta etapas de la carcinogénesis genital, como va se ha hecho
con otros tipos de procesos malignos. A continuacién se expone un esquema de las fases por las
que podria transcurrir el tumor y los posibles momentos en los que podria intervenir la integracion
viral. Este modelo se basa en los datos bibliograficos sobre carcinogénesis genital clinica, estudios
in vifro con lineas celulares derivadas de muestras tumorales y estudios moleculares y citogenéticos

de los Joci de integracion viral.
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5.-CONCLUSIONES
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Se ha clonado el locus de integracion de VPH18 en la linea celular SW756, denominado
PAL2 y se han secuenciado los puntos de recombinacion entre el ADN viral y el ADN
humano, encontrandose que la ruptura del genoma circular viral habia tenido lugar entre los
nucledtidos 2643 y 3418 resultando en una delecion de 775 pb del ADN wiral, que
comprenden el Gltimo tercio del marco de lectura abierta del gen E1 y la casi totalidad del

marco de lectura abierta del gen E2.

La secuencia celular flanqueante 3' (parte celular del clon p500) y la secuencia celular
flanqueante 5' {parte celular del clon pHH) se encontraban separadas antes de que el ADN
viral se integrase ya que detectan fragmentos de restriccion distintos, con todas las
endonucleasas analizadas, en el ADN de una célula que no tiene alteraciones en esta region

Ccromosomica.

Se han clonado, en fago lambda, los alelos germinales, o no-ocupados, correspondientes a

los puntos de recombinacién viral-celular 5'y 3' en la linea celutar SW756,

Los clones de fago lambda que comprenden el alelo germinal correspondiente al punto de
recombinacion 5’ (focus PAL2A) y al punto de recombinacion 3° (Jocus PAL2B), no son
solapantes en ningun punto como ha podido observarse por comparacion de sus mapas de
restriccion. Este hecho llevo a suponer la existencia de una delecion mayor de 12 kb en el

locus de integracion viral en la linea celular SW756.

Se ha observado una total identidad de secuencias entre la parte celular del fragmento que
comprende el punto de recombinacion 5°(secuencia celular del clon pHH) y su
correspondiente germinal (secuencia PAL2A), y entre la parte celular del fragmento que
comprende el punto de recombinacién 3’ (secuencia celular del clon p500) vy su
correspondiente germinal (secuencia PALZB). Debe mencionarse, sin embargo, la
existencia de una secuencia de 17 pb en el punto de recombinacion 5° que no tiene su
homologo en el la secuencia PAL2A, suginendo este hecho, que la integracion tuvo lugar

en varias etapas y es compleja.
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No existe homologia significativa entre las secuencias virales y las celulares en los puntos

de recombinacion 5° y 3’, indicando, este hecho, que la recombinacion que tuvo lugar entre
las secuencias virales y las celulares, durante el proceso de integracion del ADN viral, fue

de tipo no homologa o ilegitima.

El Jocus PAL2 no se encuentra incluido en las areas amplificadas que se detecta en la region
cromosomica 12q13-15, en los sarcomas de los que provienen las lineas celulares OSA y

RMS-13.

La integracion del ADN de VPH18 y las reorganizaciones genomicas subsiguientes no han
tenido efectos aparentes en la estructura de otros loci oncogénicos localizados en la misma
region cromosomica, 12q13-15. Los genes: GADD 153 (CHOP), WNT1, ITGB7, RARG,
SP1, ATFI, ERBB3, CDK2, CDK4, GLI, SAS y MDM?2 no se encuentran alterados en
SW756.

Se ha clonado un fragmento de ADN genémico de 40 kb que contenia fas secuencias de los
alelos germinales correspondientes a los puntos de recombinacidn viral-celular; 5°,
secuencia PAL2A, y 3°, secuencia PAL2B. El nombre del clon cosmidico es 107E2 y
ambas secuencias estan sttuadas en sendos extremos de su inserto, separadas por 30 kb de

ADN genomico.

La secuencia de 30 kb entre los loci PAL24 y PAL2B no esta delecionada en el alelo
ocupado de SW756, la region delecionada en dicho alelo se corresponde, en el alelo no-
ocupado, con dos regiones distintas separadas por la secuencia de 30 kb. Estos resultados
indican que la reorganizacidn que tuvo lugar en el alelo ocupado fue compleja

comprendiendo inversiones de secuencias y deleciones.

Se ha localizado con gran precision el locus PAL2 en el mapa fisico y genético del
cromosoma 12, Asi el focus de integracion del VPH18 en SW756 se convierte en un nueva

secuencia conocida situada entre los STS 12-RM33 y STS 12-RM53, a 150 kb del primer
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exon del gen MHGI-C (gen alterado en tumores de origen mesodérmico). Sin embargo, no

ha podido detectarse ninguna alteracion en el gen MHGI-C en la linea celular SW756, por

accion de las secuencias reguladoras virales o a causa de la recombinacion que tuvo lugar

en el locus de integracion.
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FE DE ERRATAS

En las paginas 12 y 45, donde dice Debe decir:

Ezﬁ El Evi-g:“ L _ - BB E;L%,m L2 L:l'

:o_ 1 s ey K 3, T Ts R R = Y
En la pagina 53, figura 11 donde dice: Debe decir:

b) Electroforesis del producto de Ias
digestiones del clon AI12QHP con las
endonucleasas: Hind III (1), Kpn I (2), Pst I
(3) ¥y Sac I (4). M1: W/ Hind IIf; M2: )/ Bst
EIl; M3; $X147/ Hae III

b) Electroforesis del producto de las
digestiones del clon AI2QHP con las
endonucleasas: Kpn I (1), Hind I (2), Pst 1
{3) y Sac I (4). M1: X/ Hind TII; M2: X/ Bst
EIl; M3; $X147/ Hae I11

En la pagina 66, donde dice:

E1 ADN se transfirid del gel a la membrana de
nylon usando la técnica de “Southemn™,
obteniéndose en los tres clones las mismas
bandas impresionadas en la autorradiografia
cuando se hibridé la membrana con la sonda
500, excepto en el fragmento EcoR I del clon
Ah12/15s0, que se observa una banda de
IenoT tamafio por coincidir con ¢l extremo
del clon (Fig. 20 by c).

Debe decir:

El ADN se transfiri6 del gel a la membrana de
nylon usando la técnica de “Southern”,
obteniéndose en los tres clones las mismas
bandas impresionadas en la autorradiografia
cuando se hibridé la membrana con la sonda
500, excepto en ¢l fragmento EcoR I del clon
Ah12/1s00, que se observa una banda de
mayor tamafio constituida por ADN del

vector v del inserto va que coincide con el
extremo del clon\(Fig. 20byc).

En la pagina 67, donde dice:

Fig. 20:

Vo2 oasw oz on Y 2 1500
RNXRNXRHXRHXM RNX RNX

debe decir:
Vase n on » 150 3
RNXRENXRHXRHXM Rﬁ Rﬁ

En la pagina 80, en Ja linea 12 donde dice:
La sonda HH (punto de recombinacion 37)

Debe decir:
La sonda HH (punto de recombinacion 57)

En la pagina 82, donde dice
[3-TGA CAA TAA TGC CAT GGA GCA G-57)

Debe decir:
[5-TGA CAA TAA TGC CAT GGA GCA G-31

En la pagina 100, linea 16, donde dice:

Debe decir:

13q13-15 12q13ql15
En la pagina 108, donde dice: Debe decir:
MHGI-C HMGI-C




	AYUDA DE ACROBAT READER
	SALIR DE LA TESIS
	Deleción en la región cromosómica humana 12q14-15 por integración del ADN del virus del papiloma
	AGRADECIMIENTOS
	ABREVIATURAS
	ÍNDICE
	INTRODUCCIÓN
	CONCEPTO DE CÁNCER
	EL VIRUS DEL PAPILOMAHUMANO
	REGIÓN CROMOSÓMICA 12q13-15
	LA LÍNEA CELULAR SW756
	OBJETIVOS

	MÉTODOS
	CULTIVOS CELULARES
	EXTRACCIÓN DE ADN DE ALTO PESO MOLECULAR DE CÉLULAS EN CULTIVO
	OBTENCIÓN DE ARN DE CÉLULAS EN CULTIVO
	ANÁLISIS DE ADN GENÓMICO POR LA TÉCNICA DE SOUTHERN
	ANÁLISIS DEL ARNm POR LA TÉCNICA DE “NORTHERN”
	PREPARACIÓN, A GRAN ESCALA, DE ADN DE BACTERIÓFAGO LAMBDA
	PREPARACIÓN DE UNA GENOTECA EN BACTERIÓFAGO LAMBDA DASH II
	SCREENING DE LA GENOTECA
	MINIPREPARACIONES DE ADN DE FAGO LAMBDA
	MAPA DE RESTRICCIÓN DE LOS CLONES DE LAMBDA
	SUBCLONACIÓNDE FRAGMENTOS DE RESTRICCIÓN
	SECUENCIACIÓN
	BÚSQUEDA EN GENOTECAS DE CÓSMIDOS Y YACS POR MEDIO DE LA TÉCNICA DE LA REACCIÓN EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)
	MAPAS DE CÓSMIDOS
	AMPLIFICACIÓN POR PCR DE LOS EXTREMOS 3’ DEL ARN DEL GEN HMGI-C
	LÍNEAS CELULARES
	CEPAS BACTERIANAS
	VECTORES
	SOLUCIONES DE USO GENERAL EN BIOLOGÍA MOLECULAR
	MATERIAL INFORMÁTICO

	RESULTADOS
	CLONACIÓN DEL LOCUS DE INTEGRACIÓN EN EL GENOMA DE LAS CÉLULAS SW756
	CARACTERIZACIÓN DEL CLON Lambda12QHP
	CLONACIÓN DEL ALELO NO OCUPADO CORRESPONDIENTE AL LOCUS DE INTEGRACIÓN VIRAL
	CARACTERIZACIÓN DE LOS CLONES: Lambdah12/82HH, Lambdah12/1500 y LambdaAh12/32500
	EL ADN VIRAL DESPLAZA, AL INTEGRARSE, SECUENCIAS CELULARES
	LOCALIZACIÓN EXACTA DEL LOCUS DE INTEGRACIÓN VIRAL EN EL MAPA FÍSICO DEL CROMOSOMA 12
	¿ESTÁ AFECTADO EL GEN HMGI-C EN LA LÍNEA CELULAR SW756?

	DISCUSIÓN
	MODELO DE CARCINOGÉNESIS GENITAL ASOCIADA A LA INFECCIÓN POR LOS GENOTIPOS DE VPH DE ALTO RIESGO

	CONCLUSIONES
	BIBLIOGRAFÍA
	FE DE ERRATAS

	JII: 


