Interferon y Biotecnologia, Vol. 1, No. 3, 55-58 (1984)

Técnicas

Transferencia de genes en células de mamiferos

ANGEL AGUILERA

El empleo de las técnicas de transferencia de genes ha tomado un auge apreciable en los
ultimos afios.

Es conocido que muchos aspectos importantes en Virologia y otras especialidades, se han
aclarado gracias al uso de distintas técnicas de transfeccion.

El desarrollo de la Ingenieria Genética permitio el clonaje y la manipulacién de genes euca-
riotas en células procariotas. Por otro lado, se ha ido incrementando el interés de reintroducir
genes eucariotas en células eucariotas, lo que facilitaria un anilisis mas adecuado de la expresion
de dichos genes.

En las técnicas de transfeccion se utilizan, tanto moléculas de ADN de alto peso molecular
provenientes de células de mamiferos, como genes eucariotas clonados en diferentes vectores.
Entre las técnicas mjs empleadas se encuentran: precipitaciéon con fosfato de calcio, precipi-
tacion con DEAE-Dextran, vectores virales, microinyeccién directa, el uso de liposomas y
protoplastos, etcétera.

Comentaremos algunos aspectos pricticos de la técnica de coprecipitacion con fosfato de
calcio.

En esta técnica hay tres componentes importantes:

1. ADN exogeno.
2. Células receptoras.
3. Solucion tamponada.

ADN exdgeno

El ADN exogeno puede provenir de diferentes fuentes. Puede ser introducido a la célula
como tal o en forma de genes clonados en diferentes vectores.
Como ejemplo, a continuacion se describird una de las técnicas reportadas en la literatura
para obtener ADN de adenovirus, empleado en la transformacion de células de mamiferos:
a) Elvirus se purifica en gradiente de cloruro de cesio.
b) Se dializa contra 200 volimenes de Tris-HCI durante dos horas como minimo, a 4°cC.
c) Se trata con papaina. El tratamiento con proteasa es necesario para eliminar las proteinas
que se encuentran covalentemente unidas al ADN viral.
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d) Después de una hora a 37°C, se afiade SDS, incubandose la solucion a temperatura ambiente
durante 30 minutos.

e) Se continia el proceso de extraccion con un volumen igual de fenol saturado, mediante
rotgci('m ligera para evitar la degradacion del ADN. Este paso se realiza durante 15 minutos
a4"C.

f) Se centrifuga, toméandose la fase acuosa superior, a la cual se le repite ¢l tratamiento en otras
dos ocasiones.

g) La fase acuosa se trata tres veces con éter saturado y se dializa contra 200 volimenes de
Tris-HCI durante 24 horas,

h) Por altimo, se determina a 250, 260 y 280 nm. La cantidad de ADN se calcula basindose
en que una unidad Agg equivale a 50 1g de ADN por ml.

Células receptoras

Se emplean lineas celulares de diferentes origenes. En muchas de ellas aparecen focos de
células transformadas. Es por ello que se recomienda el empleo de células recientemente
descongeladas, ya que en ellas la aparicion de focos espontaneos es mucho mds baja.

Solucion tamponada

Para lograr una adecuada transformacion de las células se requiere una cuidadosa preparacion
de la solucién tamponada de HEPES (STH). Esta cominmente se prepara doble concentrada
(50 mM de HEPES, 280 mM de cloruro de sodio y 1,5 mM de fosfato disédico). El pH se
ajusta a 7,1 £0,05. Se filtra en placas de 0,22 nm y se congela a -70°C en tubos de polipropi-
leno para asegurar una mayor estabilidad. Una vez descongelada y antes de comenzar la expe-
riencia, se debe volver a medir el pH. La solucion sobrante, una vez concluido el trabajo,
se descarta.

La solucién de cloruro de calcio se prepara a una concentracion 250 mM (2x). Se recomienda
su preservacion a -20°C o utilizarse recién preparada.

Los pasos fundamentales de la técnica de precipitacidén con fosfato de calcio son:

1. El dia anterior, se siembran las células a una concentracion de 5 . 10° por placa de 60 mm
de didmetro.

2. Al dia siguiente, 4 6 5 horas antes de comenzar la experiencia, se cambia el medio de
cultivo a las placas. Las células deben estar semiconfluentes.

3. Se hace la dilucién del ADN objeto de estudio en la solucion de cloruro de calcio doble
concentrada. Se mezcla suavemente. Muchos autores afiaden a esta mezcla ADN de timo
de ternero o de esperma de salmon. En general, se recomienda que en esta solucion la
concentracion de ADN total no sea mayor de 20 pgpor ml, ya que esto provoca una
apreciable disminucién de la eficiencia de la transformacion.

4. EI precipitado se forma afiadiendo la mezcla cloruro de sodio-ADN a un tubo que contenga
un volumen igual de STH 2x. Se aconseja que la mezcla sea afiadida gota a gota, burbu-
jeando con una pipeta la solucion tamponada de HEPES.

5. Se deja formar el precipitado de fosfato de calcio-ADN, sin mover el tubo, por no mds de
45 minutos a temperatura ambiente. El precipitado puede presentarse de varias formas.
Su apariencia no parece estar correlacionada con la eficiencia de la transformacion.

6. Mezclar suavemente el precipitado y afiadir 0,4-0,5 ml del mismo a cada placa. En caso
que se emplee ADN recombinante, se recomienda no afiadir mas de 1 g a la placa,ya que
esto afecta también la eficiencia de la transformacion.
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7. Incubar las placas 4 horas a 37°C. El tiempo minimo de incubacion es de tres horas y el
mdximo de cinco horas.

8. Después de lavar lascélulas con medio de cultivo que contenga suero bovino fetal, se afiade
1 ml de DMSO al 25% o glicerol al 15-25% en solucion tamponada de HEPES 1x. Este
paso es extremadamente critico, ya que las células no deben estar en contacto con el
DMSO o glicerol por mas de cuatro minutos. EI nimero de placas sembradas con células
a emplear dependera de la destreza del operador. El grado de toxicidad del DMSO varia
de acuerdo con el tipo de célula empleada, por lo-que recomendamos, previo a la expe-
riencia, determinar la dosis menos toxica.

9. Lavar las células con medio de cultivo que contenga suero bovino fetal al 10%.

10. Afiadir a las placas medio de cultivo con suero bovino fetal al 10%. Algunos autores
agregan dexametasona al medio de cultivo, la cual se emplea para lograr una mejor identi-
ficacion de los focos de células transformadas, y en algunos casos aumenta la eficiencia de
la transfeccion.

11. Generalmente los focos se desarrollan a las 2-3 semanas.

12. Finalmente, los focos son tripsinizados, y mediante la técnica de clonaje celular se obtiene
la linea de células transformadas deseada.

Para comprobar que los focos representan células transformadas por el ADN exdgeno, es
necesario demostrar que éste estd integrado a la célula, empleandose paraello diferentes técnicas,
lo cual no serd motivo de andlisis en este trabajo.

En general, las técnicas de transferencia de genes a células de organismos superiores tienen
la desventaja de que sdlo un bajo porcentaje de ellas toman el ADN exdgeno. Es por ello que
frecuentemente se reportan en la literatura cientifica modificaciones en los procedimientos
técnicos que permitan incrementar este porcentaje.

Una de estas modificaciones consiste en la transferencia directa de genes clonados en E. coli.

De forma resumida, este proceder consiste en convertir las bacterias en protoplastos, los
cuales se afiaden a las células crecidas en placas Petri, provocdndose la fusion de las mismas
mediante el empleo de la centrifugacion y polietilenglicol. Las células se lavan y se les afiade
medio de cultivo. Los focos generalmente aparecen después de los 10 dias.

La técnica antes referida permite la posibilidad de transferir ADN a un alto porcentaje de
las células en el cultivo.

Las ventajas de esta técnica son obvias, aunque se reporta la desventaja de no poderse esta-
blecer lineas celulares estables portadoras del genoma de interés, requiriéndose repetir en cada
experimento el proceso de transferencia de éste.

El lector interesado en el tema podrd encontrar mds informacion en las publicaciones
siguientes:
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Plenum Press, New York-London, USA.

GRAHAM, F. L. y A.J. VAN DER EB (1973). A new technique for the assay of Infectivity
of Human Adenovirus 5 ADN. Virology 52, 456-467.
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I. H. Pastan, Academic Press, USA.
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