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Produccién de una linea endotelial bovina.

RESUMEN

Las cclulas endotelmles realizan: dwersas funcxones ﬁsxologlcas que vanan y se. alteran de

acuerdo a’'su

funcion: endotehal “Sin cmoaroo los cultxvo_. primario

INB-UNAAMN. 111
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ABSTRACT

Endothelnal cells perform a large arrayto hysnolog:cal funcnons that a.re mﬂuenc.ed by

“their. cellular heterooenelty m the’ dlffen,nt vascular beds Vem endochellal c‘-lls 1solated

'densu.y hpoprotem

should prOV1de mswhts 1mo ‘the: mechamsms govennno specxes-related heterocenexty of

endothelml cells;.

M. Cajero Judre= INB-UNAM. IV




Produccion de una linea celular endorelial bovina

INTRODUCCION

A Anglogene5|s '

Fl proceso natural de' formacxon de vasos capilares sanguineos a partir de vasos

pre-ex;stentes Se‘conoce con el ‘nombre de angiogénesis. Estos nuevos. capilares

dc.terrrunan el crecxmlento de 1os diferentes tejidos y Srganos a través de, ziportzir O(ioeho

nutrientes 'y de elxmmar las sustancias de deset.ho La angiogénesis‘es esenc1al para ‘el
crecxmlento y la dxferencmmon de los tc_jxdos, particularmente durante el de;arrollo”

embrionario y feml Sin embargo, después del nacimiento, la red capllar se renueva cad.;

vez mas lentamente y en el adulto es practicamente inexistente, a excepcxon de la -

angiogénesis que acompaia algunos eventos en el aparato reproductor feme ino.:. Por

ejemplo, en el ovano la angiogénesis es determinante para el desarrollo y la ovulacxon de
los foliculos y para el crecimiento y la funcion del cuerpo liteo. Asimismo, la
angiogénesis es esencial para el desarroilo del endometrio, la formacion de la placénta ¥
el crecimiento de la glandula mamaria. De manera también importante, la angiogéncsis
forma parte de los procesos de reparacién tisular a consecuencia de lesiones ¥y fracturas
{t.2].

Si bien la angiogénesis participa en diversos procesos fisioldgicos, el gran interés
por el enu.ndxmxemo de los mecamsmos que subyacen a la-formacién de los nuevos vasos

sanguineos, es: consecuencxa del reconoumxento de. que dlversas patolooxas depgnden de

como ld. dxabctxca la del pxematuro ‘y:laidegeneracion

a mpormncia

M. Cajero Judre= INB-UNAM 1




Produccién de una linea celular endotelial bovina

ALl Reguladores de Ia ang ogenesns

: sta reguladd por muluples factores esumuladores

células endoteliales [4.5].

angiogénico pertenecen a la famlha de Ios facl.ores de crecxmxento v nenen la capacxdad

de regular la funcién del endoteho de manera dlrecta, Dentro d:: los

principales factores esnmuladores se mcluye' el factor de crec1m1ento endotellal vascular
(VEGF), el factor de crecxmxento bdsico denvado de los ﬁbroblastos (bFGF) el factor de
crecimiento transformante B (TGF- l3) el factor de necrosxs Lumor'\l ¢ (TNF-%), la
interieucina 8§ y el factor de crecimiento de hepatocxtos conocxdo como “scatter factor™
(SF) (Figura 2). Por otra. parte, la regulacién negauya también esta ampliamente
representada ¢ incluye facfores como la trombkospondin‘a', la endostatina, la angiostatina.
el factor tisular inhibidor de las metaloproreinas"F(TvIMP). el factor derivado de plaquetas
IV (PFIV), el interferén @ (IFN-%) y recientemente, fragmentos moleculares de  la
hormona prolactina (PRL) . (Figura 2). El equilibrio entre la accién de los factores
estirnuladores e inhibidores ‘determinan tanto a la angiogénesis fisioldgica, como.sus
alteraciones en condiciones pa[olc’)giéas [4]1. El interés de estd tesis se inscribe dentro del
tema de la participacién dé las” isoformas de la PRL en la regulacién  del ’prnt:‘eso

angiogénico.

B. Prolaciina.y angiogénésis

B.1 PRL léK

Las plol'ictmas on una famxlxa de. protemas derwadas de un solo oen las cualesk

dlﬁeren estructuralmemc entr si, debldo basxcqmente a modlﬁcacxoncs postraduccxonales

tales com

vla: fostonlac;on glxcosxlacnon, dasam-dac:on agregacion y pl’O[eOhSlS a parnr

de una prot:.ma predommantc de aproximadamente 200 aminodcidos, ¥ una masa

M. Cajero Judrez INB-UNAM. 2
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PROCESO DE ANGIOGENESIS

Membrana
basai

Células
endoteliales

|
4
¥

Vaso Digestion  Migracién Proliferacién Formacién
capilar de la celular celular del cupilar
membrana

Fig: 1. Angiogénesis. Esquema que ilustra las etapas del proceso natural de la formacion de

vasos capilares sanguineos en los tejidos corporales.
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Procluccion de una linea celular endotelial bovina

molecular de 23 kDa [5. 6] Las PRLS actuan ‘de _inanera dual, como hormonas o como

'nctones que muden sobre la. reproduccion, . la

41 crecxmxento el mctabohsmo y la modulamon de. la respuesta inmune

m nbrana conoalantoldea del embrlon de poilo [12]. Asxmlsmo la PRL

wxooenesxs inducida por el bFGF enia cornea de la rata [13]. Las acciones

ser medxadas, a través de efectos directos sobre las células endoteliales que

erF ¥ VEGF de-las células endotchalcs aisladas de diversas especies (rata [14], bovina
[l:] y humana . 12] ) y de diferentes lechos vascuiares (capilares de la retina ¥ de la vena
umbllx"al [l:] ) Ademas, la'PRL’ 16K cstxmula en las células endoteliales la expresién del
mhxbldor ‘del plasmmogenovnpo 1-(PAI-1),; que es el responsable de inhibir al activador’
del Vplas'rnihéoeno ‘de tipo urokinaszi‘(u—PA) {16,17]. El u-PA promueve la degradacién 1
membrana bas'\l que rodea los capxlares sanoumeos y con ello permite la migracidn del
exdotello v ‘su reaeneracxon dunmte ‘las etapas tempranas de la angiogénesis. (16, 171.

Finalmente, la PRL - 16K esumula la apoptosls de’ las células endoteliales determmadn a

traves, de la fraomcntacxon deI DNA “la activacién de caspasas y la m}ubxcxon de’ los‘.‘,

efectos de las protema; anna cncae Bcl [18].

receptor de esta ho.vmo A este respecto, no se ha Iocvrado detectar
receptor de PRL en ‘el endotelio vascular [14,19], pero si se observé que ‘membranas-de

células endoteliales contienen sitios de unién especificos sawurables y de alta afinidad (Kd®

M. Cajero Judre= INB-UNAM. 4
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ANGIOGENESIS

PROANGIOGENICOS § ANTI-ANGIOGENICOS

Trombosponcina/ "

Endostatina,

Angiostating

EMBRIOGENESIS
CICATRIZACION DE HERIDAS i v
€ ‘REPRODUCCION
INFLAMCACIONES CRONICAS
T —— :

i

Fig: 2. Angiogénesis cn procesos biolégicos. Esquema que ilustra algunos factores
estimuladores ¢ mhlbldorcs de la angiogénesis v su influencia en procesos fisiolégicos
y patoldgicos. También se muestran algunas: moléculas esumulatorxas o inhibitorias

de la angiogénesis.

TS GO
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Produccion de una linea celular endotelial bovina

T 145
S 1a9-
NH 5 é
COOH
NH 16.4 kDa PRL
cooH 5.8 kDa PRL

Fig: 3. Estructura de la hormona PRL. Esquema que 1lustra la e '>ructura pmmarla de la

Serma 149 (S—l49),

que bajo la accién de agentes reductores perxnxte la 0enerac10n de dos fragmentos,

PRL y el sitio de corte entre los aminoacidos Trcomna 145 (T- 143) y ;

uno N-terminal de 16.4 kDa y otro C-terminal de 5.8 kDa.

M. Cajero Jucirez INB-UNAM. 6
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Produccion de una linea celular endorelial bovina

= lnM) para la PRL l.6K que no reconocen a la PRL 23K nsry que podnan representar

CSp’e’CfthﬁO»S ’ pqu su’ posxble papel como reculador natural“de este proc so ¥:ha motwado

la busquedn de una PRL 16K endooena Al respe 10, .S an p_esentado. ev1denc1as de la

presencna de PRL 16K en la hipdfisis ‘mtenor y en la‘cwcu]acxon de dlversas especxes,
mcluxda la humdna {6.21-26]. Asnmxsmo se ha mostrado que el sxstema hlpotalamo-
neurohlpoﬁsxano, produce y secreta a la cxrculacnon un fraomento de PRL de 14KDa. que
es funcionalmente anilogo a la PRL 16K ya que tambxen 1nh1bc la prohferacnon de las
células endoteliales en cultive {27,28]. La observamonde ‘que fragmentos moleculares de
la PRL con propiedades aniangiogénicas estan’ presemes'. en. ]a cxrcuhcxon. ha permltldo

proponer el posible papel de estos peptldos en la inhibicién sistémica de la analoocneSIS.

Esta pombnhdad no es nueva dado que-se conocen varios frawmentus molec.ulares dc

angiostatina y la endostatina:estan presentes en la cxrcuhcnon [”9 31

lo que ;ugx-re quc ]as PRLs podrian contrxbuu‘ a‘la’ reaulacwn local (autocrma) de la

analogenesm [9 33, 34]

M. Cafero Judarez INB-UNAM. 7
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TABLA 1

Fragmentos de proteinas precursoras inhibidores de Ia funcion endotelial

Fragmento
Fibronectina
PRL
Trémbospondina
Angiostatina
Factor plaquetario 4
EGF murino

Endostatina

PM
29 kDa
16 kDa

38 kDa
7.8 kDa
32-42 kDa
20 kDa

M. Cajero Judre=
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Produccion de una linea celular endotelial bovina

'B.2 PRLS endoteliales’

Estudios recientes. han demostrado. que el.gen; de la PRL se’ e*cpresa en’las células -

endotél:ialéé de: d ar Y. ' ¢ p -35]; si: bxen

1nmunorreacnva de 16kDa [14,33,34]. Re.>ulta mteresante que e

incubacién con a.nm.uerpos anti-PRL estlmula la prolee

hu anz‘l‘sv [34] Otro

ElL hecho de’ que, las celulas cndolehalcs produzca.n Y ec
sobre; la -angiogénesis, apoya la 1dea de' que ‘estas. protemas pudxeran

rcgulacxon ‘local (autdcrina) de éste proceso. 51 esto es dSl

M. Cajero Judrez e INB-UNAM. 9




Proditccion de una linea celular endotelial bovina

Dadas las dlterencms que se. han dcscrxto en; la produccnon de PRL entre diversos upos de

lechos vasculares difieren en sus

dlferemes

vcapac:ldades para percibir, trdnsducxr y responder a’las diferentes sefales angiogénicas
[38,3 9] A saber la migracién y la proleeramon de las células endoteliales estdn finamente
controladas por factores derivados del mlcroambleme local que incluyen factores de
crecnmlento, componentes de la martriz extracelular, fuerzas hemodindamicas, etc; que en
su cdnjUnto definen una respuesta celular diferencial [40-42]. Por ejemplo se sabe que el
bFGF. el estimulador clasico de la angiogénesis, aumenta la produccién del activador del
-plasminogeno (tPA) en las células endoteliales de la aorta. pero suprime dicha funcién en
las células endoteliales de origen venoso (43,44]. También se sabe que la capacidaa dév
adhesidn puede variar entre los diferentes tipos de cell..las endotelmles. Por c_)emplo >e ha—

encontrado que la estimulacién de la molecula ndhesién VCA\'I l en respuesta a

liso [32].

ASimismo, ‘célulss,jeﬁdd:éuéles. de 1

micro-circulacion [43-50].

n M. Cajero Judre= INB-UNAM. 10




Produccion de una linea celular endotelial bovina

Ademas de las diferencias asociadas a su heterogeneidad funcional, las caracteristicas

propias de su “localizacién —anatémica‘*imponeri Ixmltamones .para el axslamlento y

mantenimiento de los cultivo prlmarlos de lag celulas endotehales. .

C.1 Cultivos pnmanos de endotello vascular

funcién endotellal ha estado lumtadd en parte por la locahzacm y ‘caracteristicas del

En: sxtuacxones donde el “modelo celular a 1mplementar es’ de orlgen ‘humano

mzxntu.neﬂ propiedades funcionales asociadas a su accion en Ia comorrn
*hemato-retiniana”™ {51] y a su respuesta incrementada al VEGF [51- 36], po

considera un buen modelo de estudio de este lecho vascular: Sin embarvo s

de ‘contaminantes celulares entre

las que sobresalen

Por‘eJemplo medmnte el uso de antxcuerp‘s especxﬁcos

com.raposxcxon al. endoteho de la retxnd,

ang 10gent.sns han 51do
(HUVEC)

HUVEC en'su. culuvo

gelatina, colaoena etc)

cofactores (heparma) 'y altas concentracicnes de suero [57}. Ademas las HUVEC poseen

TESIS CON

M. Cajero Jucdirez

AT INB-UNAM. 11
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Produccién de una linea celular endotelial bovina

e dupllcaaon celular (2 a 3 dxas) y tienen una vida prom..dlo corta en

periodos largos’

cultivo: (.

celulares snempre estan dlspombles, ya que pueden proleerar conunuamente ‘in wtra sin

necemdad de ser remsladas deI oruamsmo donador Estas lineas celulares pueden ser -

clom\das y dar lugar a' poblacxo homo_eneds (en orande> cantxdades) con respecto a su

oenoupo y fenotlpo t‘acxlxtando as a. reproducxblhdad de 'los andlisis [58-60). Se -han

aenerado lmeas celular' s de HUVEC que presentan un rancro de caracteristicas que van
de un fenonpo cas: normal [ 1] donde las celulas dlﬁeren en pocas funciones endotchal:..s.
tipicas [61];- hastn aquellas que presentan un fenonpo completamente transformado {61]. Si

bien e\lste una lmea celular HUV]:.C inmortalizada espontidneamente a partir de un

1as Xmeas Lelulares HUVEC han sido el producto de la transformacién

artxﬁcml por mcd:o de: la
40 (SV-40) 16

vtroduccuon de oncogenes virales como el del virus del. >umo

de v-rnos [63] 6 de los oncogenes E6 y E7 del papllo 'avu‘us :

en la inmortalizacion:

oble c dena ) con

un tamano apro imado' de: 900 pb [71] Actualmente -se han xdemxﬁcado cerca d° 200

dxferemes tlpOS de HP\’ J“Aproximadamente 20 de estos estin especificamente asociados

con lesiones epxtellales del cuello uterino y han sido clasificados de acuerde a su

3

M. Cajero Judrez ; INB-UNAM. 12




Produccidn de una linea celular endotelial bovina

patogenicidad como de bajo nesgo, ;pu&:s prdducen lesiones con baja probabilidad de

provocar una progresion carcmoweni Sin: embazgo los seronpov 16, 18,-30 v .31 son

considerados de alto nesgo y se

uales tambxe 1 eslan presentcs’

en lineas cclulare: dcrwadas e algunoside estos tumnores como’ por c_]emplo en las c.elulas
CasKi, SiHa’ y. HeLa

Las oncoprotemas ‘E6y. E7 estan’ reldmonada.s con la transformncxon celular [71 771

:ADN de HPV 16 a las celulas NHI 3T3 de raton les
_ confiere la . capac1dad de oc.nerar

Se sabe que la mtroducc 6N - de

tumores cuando son 1mp1antadas en  ratones

mmunosuprm‘xdos [751. Asnmlsmo las ‘oncoproteinas E6 y ‘E7 son eficientes para mduc:r
“las mmorlalxzacxon de ce]ulas epuelxalz.s humanas in vitro. Células epiteliales de prepucio y
queratinocitos ‘de humano pueden ser inmortalizadas por la cxpresxon unica de E7
—mxemr'v: la coexpresién con E6 aumenta la frecuencia de mmortah -acion [76,77].

El prmupal blanco cclular del gen E7, es la forma fos..forxl ada activa de la proteina
retinoblustoma (pr), por lo que esta unidn impide que pRb bloquee la transcripcion de
genes involucrados en la progresion G1-S del ciclo- celular [69.73). Por otro lado, el
blanco-de la oncoproteina E6 es el gen supresor de tumor p33. La proteina E6 al hnirse a
la p53 provoca su degradacién [72]. '

M. Cajero Jucire= INB-UNAM. 13
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JUSTIFICACION

Las células

expresidén y . ac

obtencién -y manej

endotellales 1nmorlales

inmortal de utilidad para’ poc - ‘estudiar 1a’expresion 'y’ efecto. de’la prolactina’sobre Ia

angiogénesis.

TESIS C
FALLA D

M. Cajero Judirez : INB-UNAM, 14



Produccion de una linea celular endotelial bovina

HIPOTESIS

Los oncogenes EG/E7 del HPV 16 generan lineas celulares endoteliales que. manuenen la

dlterencxacxon del endo[eho expresan PRL y responden a la PRL 16K.

OBJETIVOS

a) Generar una linea celular endotelial inmortal mediante la expresién de los genes EG6/E7

del HPV .16 en células endoteliales de la vena umbilical bovina (BU V'EC).

b) Determinar las"propi::dgdes de endotelio diferenciado.en 1&\; linea celular inmortal
BUVEC. e T . : :

c) Deten‘mnar la expresxon del AR.N mensa_)ero PRL y el efecto de la PRL 16K en la
linea celular mmortal BUVEC

TESIS CON
FALLA DE ORTGEN

01k

M. Cajero Judre= INB-UNAM. 15

o,



ST

Produccicon de una linea celular endotelial bovina

MATERIALES Y METODOS

1. Produccion de la linea endotelial inmortal
1. Alslamu.nto y cultivo de células BUVEC

Las células endoteliales fueron aisladas de la manera 51gu1'=nt

modificaciones (78). Cordones umbilicales bovinos (2-3) ob‘tcmd_os}
fueron la fuente de células endoteliales de la vena umb

cordones fueron lavados en PBS y transportados al labor

L a 'sblucién
de mpsma—EDTA (O 3%) y se 'le incubo por "0 mm

diluyé en 15 ml de medio de cultivo complet

i6n ce\ular se

Suero ‘de temera ¥

antibidticos) y se centumgo por 6 min a ‘7000 rp V-arnbxen €. 'El paguete

celular se resuspendm en 6 ml de medio. de cult'vo Y2 de la suspensxon celular se
sembré en cajas de cultivo (35mm). Las c\.lulas se m"'muvxeron bajo una atmodsfera de
COz (5%) y aire (95%) a 37 °C hasta su conﬂuencxa Los cultno; confluentes fueron
amplificados mediante diluciones (1:3) y resembrados en ca_]as de 100 mm. En sus ewapas
iniciales una porcién del endotelio fue COn“el'\dO en mtroaeno liquido, empleando suero
de ternera con 10% de Dl\/IbO

2. Construccmn del vector p(‘NIV-EGE7

La construccxon r 'co‘ fue reallzada de acuerdo a tecmcas estandares de

resistencia. a gcnencma (G418) un-andlogo de la. neomxcm
del simio 40 (SV40) El V°C(Ol pCDNA3 G g fue co
Paralelamente el pliasmido pSV-E6E7 que contiene las secue-l..l

HPV-16, se cortd con la enzima EcoR1 para llberar el mserto; cle

digestiones enzimaticas (5 U EcoR1l/Hg de ADN) se realizaron por .30 mm a «7 °C Los
productos de Ia digestiéon se analizaron mediante geles de agarosa al 1% temdos con

bromuro de etidio. La ligacidn molecular (vector + . inserto) fue de tipo pegajoso,

T OO
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Produccion de una linea celular endotelial bovina

empleando 20 ng del 'vectdr ‘ky 5 'ng’del inserto. A esté mezcla de inserto y -vector se
agregd la enzima T4 DNA llgasa (3:U)-en un volumen: final. de 10. y.l y la reaccién se
incub6é por 2 h a ”4 Ci:E

ector resultante c.onruvo el mserto E6E7 ba_lo el promotor de
CMYV y el gen de'resmtencxa a g‘eneucxna y se’ denommo pCMV E6/E7. :

3. Transfecclon celula

Hercules CA

4. Selecuon y clona«.

nsfécéiéh las células electroporadas BUVEC-EGE7
fueron culuvadas en medio de cultxvo completo con 500 pg/ml de G418, para eliminar las

Cuarenta y ocho horas pos,

células que no incorporaron el plasmxdo pClVIV EG6/E7 a su genoma ce]uiar Como
control negativo de resistencia se emplcaron células BUVEC sin transfectar (snlvestreﬂ)

Se revisaron cotidianamente los culnvos por 4 semanas para detectar dxferencnas en la

sobrevivencia celular y la’ formacxon de colomas resxstentes a G4L8" g

Las células BUVEC—EGE? se clonaron por el metodofde dll

manera swulente

por. medxo tresco con G418.

M. Cajero Judrez INB-UNAM. 17
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Cua.ndo las clonas celulares BUVEL, ESE7 lleoaron a subconﬂuenﬁxa se cosecharon y se

;esemb_ra_rgn gradu me: n.cajas de 48, 24 12, 6 pozos v ﬁnalmente en ca_]as de 100

1as cajas se cosecharon una parte cle la

I suspéhsiénvcélglar se congeld y la otra se mantuvo para su posterior caracterizacién.

.~ 5. Caracterizacién de BUVEC transfectadas

a) Valoracién de la insercién del oncogene EGE7 al genoma celular

ba.l) Extraccién de ADN

El ADN total de células BUVEC y BUVEC-E6E7 se aislé mediante la técnica de
Gene-Clean [81]. Las células se colectaron en 400 ul de yoduro de sodio (Nal) 6M con
1.5 % dc bisulfito de sodio y se centrifugaron a 10,000 rpm. A la fase acuosa recuperada

en tubo nuevo se le agregaron 30 ul de la suspensidn de silica (1 mg/ml). La mezcla se

. agitd pbr 5 'minutos a'4:°C y se centrifugd a 10,000 rpm por 30 seg. La. 'pa’stilla se’,

resuspend:o ('Vortevc) en 300 p.l de solucidn de lavado (50 ml de etanol y 50 ml'def

Fmalmcnte ]a pnsnlla se resuspendlo en 5C y.l de ag a gcla '

.1...) PCR

La PCR se reahzo ‘mezclando 2 ul'de la mezciyép

pM de cada uno de los primers 57y 37 especxﬁcos d
reaccxon de RT en un volumen final de 50 ul. La ré cc eallzo en un termomclador
GenAmp 2400 (PERKIN-ELMER). Los olluonucleondos empleados en las reacciones de>
PCR: para el producto E6E7 de 1000 pb fueror’x:’ (1) 5°-CCA TTT AAT ggC AgA.TTT,k
CCT TAg-37; (2) 5°-CAg Tgg TCA TCA CcA TgA ACA g-3°. Para el producto-E6E7
de 410 pb se utilizaron los oligonucieotidos: (3) 53°-TAA TAC gAC TCA CTA‘TAg-, gg-'

M. Cajero Judrez INB-UNAM. 18




Produccion de una linea celular endotelial bovina

3"y (4) 5° —ATT ;TAg ng ACA CTA TAg-3‘. Los oligonucleotidos y el tamaific del

- producto arnphﬁcado por- ellos se.ilustra en la figura 4 A.

a.3)ikD(_:7teccion del oncogen E6E7 por inmunocitoquimica

C-E6E7 se sembraron en cubreobjetos estériles cubiertos con

Vpeﬂado 1nespec1ﬁcos se lavaron tres

lavajféﬁ con PBS-Tritdn y una vez co
portaob_]etos con PBS- glicerol (1:1): las ce{ula

mxcro;coplo de fluorescencm (Olympus BX60).

b) Analisis del ciclo celular

b.1) Duracién

Cincuenta mil cé€lulas BUVEC fuerdn sembradas en ca_las de: 60 mm en: medxo de
cultivo completo y los conteos celulares-se realizaron a las 24 horas (nempo 0), o blen a
las 48, 72, 96, 130, 134 y 178 horas post-siembra. En cada. . ca.,o 3 caJas fucron
cosechadas y el nimero. cclular total por caja fue determinado, mechante el contec celular
directo empleando un hcmocxtometro El nimero celular promedio de los tnphc‘a'dos fué

graficado para vdetermmar la duracién en horas de la divisién de las células no
transfectadas (silvestres).

M. Cajero Jucrez

TV‘%E\ N)'\T

INB-UNAM. 19



RS An:ilisis ’de’propiedades endoteliales

_simplicifolia (25 pg/ml) acopladas a rodamina (BSI-TRICT‘)

Produccion de una lz’nea celular endotelial bovina

b) Tasa de prollferaclon.

Qumxentas rmI celulas BUVEC UVEC EGE7 fueron sembradas en. cada

resiembra. en caJas de 100 ‘rnn con:medio

e culuvo completo Los comeos celulares sej, -

realizaron cada tercer X subconfluencia):: ost-re51embra En cada cas

tiempo:

J) Deteccnon de l.) protelna Von Willebrand

(ZYMED Laboratories, San Francnsco. :
Posteriormente, las laminillas se lavaron rependamente

con un segundo antxcuerpo de cone_;o antl-IGO de rmon acop do;

b) Unidén de lu.tlnns

La presencxa de carbohxdmlos especnﬁcos en la’ memb' n
mediante . el ! uso .de.: Iectmas ﬂuorescentes de . acuerdo.’ al [82.83
Brevemente, las- celulas BUVEC, BUVEC-E6E7 y BVE-E eron
scmbradas en lamxmllas y-se fijaron como en los casos anterio s

incubaron por 2 .h a 37 °C con las lectinas de Ulex europaeus C

SIGNIA) Finalmente las células se lavaron 4 veces con PBS-Tnton

M. Cajero Jucirez INB-UNAM. 20




Produccion de una linea celular endorelial bovina

c) Incorporaclon de LDL

La mcorporacw la hpoprotema de baJa densxdad (LDL) es otra caracterlsnca

vascular [82). Celulas BUVEC BUVEC E6E7 Y BVE EGE7 1,-
2,-3 y-4 se sembraron en cubreobjetos este

que dxstmaue al endo s1io

tma (10 p. /ml) en
placas de 12 pozos Aprommadamente al 80"

directamente por 2 h con 3 ul de la’ LDL (10

Molecular probes, EUA). Finalmente las’ cefulas

se’ mcubaron
_ha (Dil- Ac-LDL
on PBS-Tnton ¥yl

vez con PBS. Los cubreobjetos se montaron en povta ‘_]etos c Vn PBS-glxcerol (1:D:
células se observaron y se fotografiaron en un mxcroscoplo de fluorescencm (Olympus
BX60).

d) Respuesta a factores mitogénicos
d.1) Dependencia del suero

Cincuenta mil células BUVEC y BVEC-E6E7-1 me'r'o'n cultivadas“eh ‘c'ajas de 60
mrmn, bajo diferentes concentraciones (O, 1,:5,.10, 20 y .:0

) de uero normal de ternera
¥ cinco dias después se cosecharon y se detemnno el numero celular Loml

d.2) Respuesta al VEG[‘

Mil células fueron sembradas en placas de 96 pozos en medlo de culnvo completo‘ .
cuando las células se adhlrxeron (”4 horas después), .se substituyd el medxo por medxo
libre de suero con concemracnoncs crecxentes (0.01, 0.05, 0.1, 0.5, 1, 5,°10. y 15 nc/ml)b
del factor de crecimiento cndotelml vascular (VEGF). Después de 72 horas se determmo :

la proliferacién celular a ‘través ‘del ‘método de 3- -(4,5- dlmenlnazol—”-yl)—’7

tetrazolio bromuro (NITT) que. ‘consistié en afadir 10 /1.1 de MTT (5 mg/ml e 'PBS) por
pozo e incubar por 4 horas a :7 °C Fmalmeme se adicionaron 100 y.\/pozo de ‘DS (107/
%)-HCI (0.4 N) Yy las ca_]as se mcubaron por 30 minutos a temperamra amblente'

protegiendo la placa de la 1uz El producto co]ondo (violeta) de la reaccto‘ :

la reaccién colorxmetrlca a 395 nm en un lector de placas de ELISA (BIO-RAD :
CA).

TESIS CON
M. Cajero Judarez
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III. Expresion y efecto de PRL
a) Expresion del gen PRL

a.1) Extraccion, transcripcidon inversa de RNA total y PCR

El RNA celular total de células BUM}:C s BUVEC E6E7 1se alslo de cajas de

100 mm confluentes mediante la tecmca de 1souocnanato de guanldma fenol-cloroformo

[84]. Transcripcidén inversa: un p.g' 'e‘ RNA total'de éeluias BUVE(, y BUVEC-EGE
1X5 e dNTPs (AGTC) 0.5 #1 de. RNasm-

horas despues) se chmmo

ng/ml) y concemracxones crecie i 10y 50 nM) del fragmento de PRL 16K.

Dcspues de 72 horas se determx [a—pijlit;eracién celular a través del método de N!TT;

'T"C‘ QT(" 0N
M. Cajero Jfudrez L i
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RESULTADOS
Transfecciéon de células BUVEC con el vector pCMV-EGE7

Células BUVEC y BUVEC transfectadas con el vector de ewcpresxon y seleccxon
pCMV-E6E7, fueron cultivadas en presencia del antibidtico de - seleccmn oencncma

(G418). Al cabo de 3-4 semanas solo sobrevivieron  al ’antxbxou

i los’ rculnyos
transfectados (Figura 3). Estos cultivos transfectados, asi selecci{iﬁé ' “ieror
confluencia con una dosis baja de G418 (100 pg/ml) para‘ e

células qi.xc no expresaran los oncogenes inmortaliz'antes

La 1nte°rac10n gendmica de las secuenc:as E6 n’ las celulas

Lranstectddas seleccionadas, -Se' cverificod por PCR Jueuos de

’olxoonucleondos dlsenados para- amplnﬁcar dxcha secuenc:a (Flgura ~A) La figura 5B

muestra las reacciones de PCR emplezmdo ADN oenormco d:_ celulas BUVEC (carmles 1-
4), células BUVEC- E6E7 (carrlles 5-8) y como control posmvo el plasmido pC\/IV E6E7
(carriles 10 y 11).. Dado que la secuencia genenca E6E7 de 850 pb se clond cp la zona, de
sitios dnicos de corte del vector pCDNAS" los oliconucleo’tidos 1 ‘(T7)"‘y 2 (SPG) .
hibridaron en los extremos de dicha zona, 1o que explica la presencia’ de un fracmemo de
ADN de 1000 pb. En la parte 37de la secucncn genética que codifica para ‘la, protemd E6‘
hibrida el oligonucleotido 3 (HPV-57) y en el extremo 5°de la secuencna que codlﬁca

para la proteina E7  hibrida el ohgonucleoudo 4 (HPV- -3 ). Esta coxnbm c1on de :
oligonucleotidos 3 y 4 generan, un’ product )

‘de 410 pb, que es especnhco “de 1
fusién entre los genes virales E6 vy E7 (Flﬂura 5. Ay B). Los: resultados'k"anwnores
muestran claramente  la mteoracmn correcta del. cassette de e*(pres'or e EGE" y- dc

as celulas BUVFC EGE7 (carnle 5

resistencia a G418 en el oenoma d

Para detemunar la e*(presxo de las onc0protema> virales se reallzo

mmunocntoqulrmca de las celulas BUVEC—E6E7 empleando un anncuerpo monoclonal de

ratén contra-la’ protema E.7 Como puede verse en la fotografia de la figura 5 C todas las

células BUVEC E6E7 pohclonales se marcaron positivamente con dicho anticuerpo.

TESIS O

M. Cajero Judre= Fali 4o S EN INB-UNAM. 23




Produccion de una linea celuiar endotelial bovina

Fig: 4. Selecciéon celular. Células BUVEC no transfectadas (A v B) y transfectadas (C) cultivadas

en ausencia (A) o presencia (B v C) del antibidtico G418 por 4 semanas.

-
z
s

Fig: 5. Integracion y expresion de las oncoproteinas E6E7. A) Pliasrmido pCMV-E6E7 que
contiene: promotor de citomegalovirus (CMYV); secuencias oncogenicas (E6E7); promotor del Yirus
del simio 40 (§V40): gen de resistencia a G418 (Neo); oligonuleotidos 1, 2, 3 y 4‘pa'xfa‘r‘l:\1 PCR
(flechas). B) PCR del ADN gendémico de células no transfectadas (carriles 1-4) ytransfectadas
(carriles 5-8); ADN de pCMV-E6E7 (carriles 10 y 11) ¥y control negativo sin ADN (Eaf?i(g:# A12' v

13): Marcador de peso molecular (carril 9). €C) Inmunocitoquimica con el mAb anti-E7 de células

. transfectadas. Escala de la barra = 38 pm.

M. Cajero Juarez INB-UNANM. 24




Produccion de una linea celular endotelial bovina

La duracién del ciclo celular “de BUVEC sxlvestree. fué determinado en condxcwnes

‘normales de- cultivo.-El: conteo celular dxrecto por:5 dias:de- las ca_|as de- cultwo mostrd

quc ‘las células duphcaron su numero celular aproxnmadamente cada 24 horas (resultados

no mostrado';)

"Para analizar la posxble mmortalxzam n_celular. de’los cultivo

UVEC EGE", se
2 de las células
BUVEC. El numero de celulas BUVEC—E6E7 reglstrado kal cabo de 48 h despues de la

resiembra (numero de rephcamon) fue. constante

determind su tasa.de pro]xfcramon a Lrak

lo largo de:mds de: 60 resmmbras lo

que .es consnstente con SUS caractenstxcas 1rxmortales. En contraposxc:on las células -

BUVEC dxsmxnuyeron su numero de rephcacxon a partlr de la resiembra’ 20:(Figura -6):
De manera consistente con la senescencm de los cultxvos BUVEC se observaron camblos
en su mor folocxa celu]ar. Por ejemplo, en la resiembra 21 las celulas BUVEC mostraron,'
un mayor tamafio que en las resiembras mads tempranas En contraposxm n,. no se ‘observé
diferencia en el.tamafio de las células: BUVEC-EG6E7 a lo laroo de .51endo su
morfoloam cclular similar a la de los culuvos jovenes de BUVEC v(l*lgura D Para

comprobar que 1a aparente dlferencxa en tamafio no fué reflejo de’ una mavor superficie de
adhesion, se tripsinaron los cultwos BUVEC silvestres y BUVEC-E6E7 y se¢ comparo el
volumen de las células en suspensxon a través de determinar el didinetro celular por medio
de fotoorahas de los cultlvcs Se observo que las células de los cultivos tardios BUVEC
posecen un mayor volumen que las de los cultivos BUVEC-EG6E7 de edad equivalente

(res'_ltados no mo<rradoe)

Rcspuesta prohferatwa de BUVEC—E6E7 a factores de crecimiento del suero.

Una de las caracteristicas de la trasformacién tumoral es que la proliferacién
celular es mdependxente de la accxon de factores de crecimiento presentes en el suero
{83.86], por esta-razon, mvesngamos si los cultivos BUVEC-E6E7-1 mantenian una
respuestamprcliferati\}a en relacmn dxrecta ‘a la concentracién de suero presente en el

medio - de cultwo Los cultyvos tra.nsfectados no solo no fueron refractarios, sino que

responden’ a. \.oncentracmnes recxentes dc suero y su proliferacion  aumenté

sne.mﬁcauvamente mads que la: de los culnvos BUV}-_C de tipo silvestre (Figura 8).

M. Cajzro Judrez INB-LUNAMNM. 25-
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= 8o BUVEC-E6E7
- -
. »< 120 |-
b ,
= 8°or "BUVEC :
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n
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No. de resiembras

Fig: 6. Tasa de replicacion celular. Células BUVEC y BUVEC-E6E7 fueron sembradas a

una densidad de 5 Xi0® en cajas de 100 mm y. el niimero celular fue registrado y graficado
en cada resiembra lilevada a cabo cada 48 h.

Fig: 7. Morfologia de BUVEC-EGE7. Células BUVEC no transfectadas en la resiembra 6

(A) y en la resiembra 21 (B) vs. BUVEC-ESE7 en resiembra 21 (C). Escala de la barra = 67 um.

M. Cajero Judrez INB-UNAN. 26
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Caracteruacién de células BUVEC- E6E7 clonadas .
A partu: de la resxembra 21, BUVEC E6E7 fuercm clonadas por. dilucién limitante

en presenma deé células nodrizas y se obmweron cuatro ‘clonas que fueron caracterxzadas

en base a sus propledades mmortales y especxﬁcas de endoteho.

Prollteramon S

Las cuatro clonas mantuvieron una tasa de prohleracxon (numero de células cada
48 h) estable ‘por. mas de 40 resn:mbras (anura 6) '

Propledades e dotehales

E\presmn de la protema Von Wlllebrand

Las celulas endoteliales smtenzan a la prote a’ Von Wulebrand Y la almacena.n en

pequeiias vesiculas en el cxtoplasma. Cuando hay u dan'

' te_;xdo la‘protmna se libera

actuando como un ligando plaquetano enlos: proce<os _ve dhesnon plaquetas -endotelio.

Dado que los diversos endotelios producen csta protema “su 1nrnunotmcxon es uno de los

pardanmetros mds utilizados para. la cnractenzacxon idel endoteh ‘Estudxoﬁ de

inmunocitoquimica empleando- un anucuerpo pohclona] anu p ina ‘Von lelcbrand

(1:500) y un segundo anucuerpo acoplado a ﬂuorescema mostraron.un’ maerJe positivo

ranto en las células BUVEC como en las clonas 1-4 e: BUVECV"E6E7 Demostrando que
Ja expresidn del oncogene E6E7 no altera ‘est

Unién de lectmas

propledad endote xal (anu

Las lecnnas son moleculas que se unen espemﬁcameme a carbokudrato; El patron
de carbohldratos _locahzad z S

le_]xdos y esto ha permmd

se. une a resxduoa dc ce fuco;a

ndotcho [S 83] La 1ecnna de

de la. mlcrovasculatura 51endo 1a unién‘a’ est ectina mds débil en el endotelxo de Vasos

grandes {#2]. La thograf’a de la figura 8 E y F muestra de manera clara qué Ias,células

BUVEC-EGE?—IV fueron reconocidas por ambas lectinas, Yy por lo tanto la transfeccién de

M. Ceyero Judirez INB-UNAM. 27
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Fig: 8. Estimulaciéon de la proliferacion celular dependiente de suero. Proliferacion de’ éélulas
BUVEC (res§¢mbra 6) y BUVEC-E6E7 (resiembra 32) en respuesta a concentraciones cr:cientes
de suero. Los valores son el nimero celular total por pozo (60 mum) y representan el prbﬁxedio =
SEM por triplicado. * p> 0.05 vs. BUVEC. Toemin s

M. Cajera Judrez INB-UNAN. 28

i,



Produccion de una linea celular endotelial bovina

by R ATk Al o
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Fig: 9. Caracterizacion de la clona BVE-E6E7-1. La lineca BVE-EGE7-1 fué positiva
Para la oncoproteina E7 (A) y para la proteina Von Willebrand (C); estas célualas

incorporan la LDL (D) y reaccionan contra las lectinas BSI (E) y UEA-1
especificas de endotelio. Ademads, estas

™)
células Jorman monocapas comfluentes
38 um para A. E. Fvy 67 um paraC vy D.

(B). Escala de la barra =

M. Cajero Judrez
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VW LDL BS-I UEA-I

BVE-E6E7-2

BVE-E6E7-3

BVE-E6E7-4

Fig: 10. Caracterizacion de las clonas BVE-EG6E7. Las clonas celulares BVE-E6E7-2, -3 v -4
fueron positivas para la proteina Von Willebrand, incorporan la LDIL y reaccionan con las lectinas
BS-1y UEA-I especificas de endotelio. Estas células fueron analizadas en la resiembea 37. Escala

de la barra = 38 um.
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los oncogenes no mterfirlo con la expresmn de carbol'udratos caractensncos del endotelio.

En forma sxmxlar ambas lectmds rec"'nocxeron a las. clonas 2.4, de BUVEC EG6E7 (Figura
10). L
Incorporacién de la'LDL

Otro criterio” amphamente ‘utilizado - parazla>caracterizacién - del endotelio es la

incorporacién de la hpoprotem or lo 'due'vel uso de la LDL

constituye una prueba muy empleada pard evaluar;] capamdad.metabohca de las células

endoteliales [83]. Nuestros resultados. mostraron que Ias celulas BUVEC EGE7- 1.2,3,.y 4
también incorporan la LDL. (Flgura 9 y 10) : : ’
Respuesta al VEGF e L

Consistente con sus propiedade:s" c_li:‘_”ndéitelib ‘diferenciado el VEGF, conocido
factor mitogénico especifico de las céll;llés ,éhd(y;ic:bl';yéies‘[sbs.'89], estimuié la proliferacién de
las células BUVEC-E6E7-1 (Figura 11). EI YEGF estimulé su proliferacién en forma
dependiente de la dosis, sin embaraose”ob"sev'r\'/nron diferencias con respecto a la accion
del VEGF entre la clona BUVEC E6E7-1 yi las BUVEC silvestres (‘iz,ura 11) La clona
mostré una respuesta proliferativa’® mcrcmcmada con respecto  a “las’ celulas snlvcstrea,

alcanzando el crecimiento maxxmo a una dosxs menor (&) nc/ml) y 1o mamuvo dun baJo la

concentracién midxima de VEGF (100 ng/ml)

Expresién y efecto de PRL en B '

El uso potencial de i'la élp BUVEC-E6E7-1 a6 A ' actores
reauladores de la anaxogene.& 3 és de : : i’ PRL por
estas células y su respuesta ak J : S
Expresion del gen PRL

Actualmente se sabe:qt e] : bévﬁho {341
expresan el ARNm de laPRL v v EC-E6E7-1
fue copiado a su forrrjlaf.‘ Nc fﬁeron

medxante

M. Cajero Judrez INB-UNAM. 31
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Fig: 11. Estimulaciéon-de la proliferacion celular por VEGF. Proliferacién de células: BUVEC
(resiembra 7)yBVE-E6E7-1 (resiembra 37) en respuesta a concentraciones crocientes. del mitégeno

VEGF. Los‘:f\}all)i‘é.‘s son el promedio = SEM * p< 0.05 vs. control respectivo sin VEGF.
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A 1 2 3 L) S 6 7 8 9 10 11
473
[ .
428 F’—-"-“-
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T~/ BUVEC
150 ~ = BVE-E6=7-1

T

100 b
“l I I
ol |
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J

10
16K PRL (nM)

Fig: 12. Expresion del gen PRL en BUVEC. A) Deteccidn de la expresidn del ARNm de PRL
en células ‘BUVEC y - BVE-E6E7-1 - empleando RT-PCR - con tres. 'comf)inaciones de
olnaonucleoudos complementarios al cADN: de la PRL y Sounem blo
productos eumlaxes en BUVEC resxembra 7 (qa :

6) y en el plasmido pB bPRL (cqrnles 7 9)

“ La PCR amplifico

esblembra 37 (carrlles 4

-C carrlles 10y 11). B)
Inhxbxcxon de ta prohferauon celular mducxda po 1)) de BUVEC BVE- E6E7 1

por concentraciones crecientes de’ PRL-16 presados como el porcentaje de

aumento  en. la proliferacién mdumda 'por‘ VEGF en relacxon a las’ celulas no  tratadas

(proliferacion basal) Los valores son promedxo £ SEM *p < 0.05 vs. valores sin PRL- 16K.
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DISCUSION

os p'i'iricipales sistemas ‘que funcionan 'dlirmitc"el'desarrollo

ormacxon de una nueva red dev vasos sancumeos es4

as:i'funciones.’ de ‘las

sanguineos y que lncluyen al-

cancer

nenen

la propiedad de inhibir la ancxogenesxs ha rec:bxdo una:gran atenc on por su potencml{

clinico en el tratamiento de estos padecxmlcnlos

Entre los factores mvolucrados en la mhlbn:lon ‘de’la foLmacxon de la red capx]ar‘

ascular, se han incluido a dxferentes fraomemos peundlcos qu:. provxenen de orande>

proteinas precursoras, las cuales en su forma x}atwa no’ tienen ninguna accidn sobre el
proceso angiogénico. Por ejemplo; la angiostatihﬁ"deﬁvadh de coldgena tipo XVIIL y la
endostatina un fragmemo del plasmmogeno, mhz.bldores sistémicos de la angiogénesis.
Ortros de estos franmemos provxenen de la hormona prolactma una proteina con mulnoles
acciones. - Los fragmentos \T—‘ermmales de 16 Yy 14 kDa de .PRL poseen efectos anti-

angiogénicos -in: vzvo ein vzno '9 12- 15,. Ademas mmb"en se sabe que las prop1a< celula:

endoteliales, expresan el gen de la PRL y proceaan la protema ha.c.m los fragmﬁntoa de 16
y 14K [14,20.28,29];

hallazoos molecul que sugi ren una p'obdble accién de estas

que las e\:perlmentales se realizan con

preparaciones nuevas, procedeme de chferemes re51embras o individuos. Ademads la

M. Cajero Judrez INB-UNAN. 35
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que es dificil evitar en su'tétk' 1dad' Con respecto al’endotelio, es frecuente que su vida de

cultivo utxl cste lxrmtada atlas’

prxmeras‘resxembras, 10 que aunado a* los problemas

humano), constituyen

general, estaslimi
inmortales,

ilimitada.

asociadas . al emple de ,sus—,cultwos prlmarlos -la.falta de lineas celulares capaces._de

mantener un"fcnotipo diferenciado. IL.os cultwos prxmanos de celulas endotehales

presentan dxﬁcultades pam un . anadlisis prolonondo debido a que pueden

altcracxones en <u respuesta a factores de crecimiento o citocinas [81. SS]

1861.

Ademas la heteroneneldad celular mmblen se exnende a las "dxfer

la microcirculacién de

;la' retina © del cerebro, dxﬁeren;de - otr

angiogénicos [89-93].

También  existen diferencias entre endotelios:de
adulta, la vasculatura fetal y entre especies [90,91]. Por eétas BZON

homogénea puede facilitar la estandarizacién de obse

La mayoria de los estudios en endoteiio de vena. han usado celulas denvadas de venas

umbilicales humanas (HUVEC). Estas células. poseen un nempo corto de vtda en cultivo
(3-5 resiembras), altos requerimientos de suero, factores de crecimiento, natrices

celulares, aditivos para su crecimiento y una gran variabilidad de respuesias en ensayos
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funcxonales {57, 76] Ag,tualmente exlsten lmeas celulares de . HUVEC qu° sin ‘embargo

adolecen de perd da" may

: queratmocuos [67 99] y celulas del musculo;liso’ [68], Asxmlsmo 1a transfeccnon con, EGE/

ha generado lmeas celulares'a partlr

S dxversos a saber células: epltellales de la

glandula- mamarla [94); de- la cav:dad bu al humanas 1951, de los ductos pancreaucos [961,
de los bronquxos 671 vy de la prostata [97]" Por u]tlmo los oncogenes 56E7 han permxtxdo

inmortalizar células endoteliales de cerebro de, raa [991 ¥y cé€lulas endoteliales de'la vena

umbilical humana [63].

Consxstente con los reportes mencuonados las celulas endoteha]es de la vena umbilical,
bovina (BUVECQC), rtransfectadas con IQS oncogcnes E6E7 de HPV-16 : fueron

inmortalizadas con éxito. La mteoracxon de’ los oncoaenes EGE7 al genomra celuldr y-la

expresién de  la.  proteina . E7 se, ‘ver'ﬁ

4 medxante PCR . mmunocuoqulmlca

respecuvamen[e Las células BUVEC E6E7, manmweron una tasa alta de roleeracxon

por mas de 120 ciclos de reproducc;on's
lamaﬁo"y morfologia c'e las BUVEC E6E

las : oncbbtdteinas E6E7

a expre<1on de

a la protema p5

produc:o del ae

consistentes’ ¢on " la’ parncnpamon de las protemas E6E7 en carcinogénesis, lineas
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inmortalizadas con EGE7: de HPV-16 no ‘pa'x:édke’nfe.'stark:kcdmpletamente transformadas’ [74].

incapaces 'de = cre'ce'- ;< no--son-

Consistente con las observaciones:en
E6E7

inmortalizé los cultivos BUVEC sin

120 cicios de xeproducc:lon y' cuenen caractensuc' m folomcas ;y fenonplcas de un

endotelio diferenciado. Las' cuatro clonas 'xp'resan la’ plotema’ Von \Vlllebrand

incorporan LDL acenlada Yy poseen ‘un patr n: carbohxdratos membranales

curacteristicos del endotelxo vascular mamfestada po su reacc1on a lec[mas especnﬁcas.

Mids ain las BUVEC—E6E7 responden ala accm prohferauva del suero la clona’ BVE-

ESE7-1 al efecto mxtos’emco de factores anmogemcos espeCIﬁcos (VFGF)

Por otra parte, un estudio posterior vent‘i que la lmea B\/E EGE7 1

mestabllldad ae*\omlca de acucrdo a la ausencna e anormalldades en 1os entrosomda,

o prespnta

cromosomas entre el tipo silvestre y la clona end 'teh al. La falta e ap réﬁtes

en estos parimetros es consistente con Ia conser\'amon de las caracteristicas;de; endoteho
diferenciado de estos cultivos. :

Estos resultados sefialan a las h‘néas BUVECéEGE

como.un;modelo adecuado;para

el estudio de endotelics proveniéntes devl macrocxrcu

gigantes, la pérdida del fenoupo de empedrado de las monocap'i.s caractensuco del

L :mj ("U\T
M. Cajero Judrez B
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endotelio vascular y de 14 expresmn del factor Von lelebrand [87] 'Una pdsibilidad para

como citosina en la reaulacxon de mulup s~ efe > 1 cci : sla

reproduccidn., osmorregulacion, mmunomodulacxon y anomgenes 'de‘ ser

modificada proteoliticamente hacm un.’ fraomento ‘de’ 16kD : Esta PRL» 16K mhxbe la -

angiogénesis tanto in vivo como in vitro [9,12 13 15- 1°]. y lo hace tantd a manera-de
hormona como de forma local autocrina [15 19]. La PRL - 16K esta preseme en-la

circulacion y se produce y secreta por endotehos de dxversas especxes ) ‘lechos vasculares.
{9.14,27,28]. En este trabajo demostramos que:la, lmea BUVEC EGE7 1, expresa el RNA
mensajero de PRL y que su proht‘eracxon disminuye en respuesta a:la PRL 16K. Por lo
tanto esta clona puede contrlbu;r a anahzaxj la posible’ p_artlmpapmn de estakprotema ,en ‘la
angiogénesis. et = V e PRI :

entre los "uales se mcl yen ]os fraomentos moleculares de la PRL

M. Cajero Judrez INB-UNAM. 39
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:CONCLUSIONES

- Las oncépfotefnas'EGE? le HPV-16 son efectivas para inmortalizar las células BUVEC

- Las células BU E7 son inmertales dado que extienden su vida promedio a mais

- -Las’ cél C-E6E7 mantienen diferentes caracteristicas tipicas del endotelio
diferém.

- Las cé EG6E7, no alteraron su estabilidad cromosémica.

- Se d‘c‘riv‘arx
= L'ts celula / \;E’E6E7-’L eﬂcpresan el gen de la
PRL v responden ala ente e la” dosxs : )
- Las clonasmmo al er 1.n modelo qdecuado para el

estudio del proceso angiog los’factores de reoulacwn vascular.
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APENDICE 1. PROLACTINA
A. Generalidades

YL.as PRLs representan una familia. de hormonas y - citocinas que . se :producen

principalmente en la hipdfisis anterior, por_ células 'conocidas como “lactotropos _que.

enla membrnna de 1:15 celulas blanco lo 'c al tra c

prmupaics mecanismos de acnvacu}n de estos receptores a la vm

transduction activators of transcrlpuon") La fosforﬂacxon de 1

el ADN lo cual provoca la acnvacxon de la tra.nscrlpcxon de dlferente

M. Cajero Jucirez INB-UNAM. 41
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fal=! _—___'.Cf‘ :

;ere-b rO/Meuwonc — ose
Pituitaric/lactotoro. -
Glandula lacrmalepitelic

tégrmas .
—ove :
\
. . - EEY
Timotimocito - - = -
MOQUICS INENICOSINOCHO ———— e - :
R A
Glarduia sudonpara/eaitelo . :
B L ] .
Glandula mamana/egitaiio S b : . Leche
L T : '
3azofinfocito i s ;.
: } P
14 § } susro
PISiIBIODIGSI0 { &
H 2 s
i orira

Miorretno/rmiocio

Decidua/calulc estorndnios

Meédula dsea/infocite

Fig: 13. Sitios de produccién de la PRL. Dibujo que ilustra los sitios reportados en el

cuerpo humano, de la produccion de la hormona PRL y los fluidos organicos en los que se ha
determinado su presencia.
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orgamza en 4 alfa hehces annparale]as que se eetabllxzzm medlante tres puentes dlsulfuro.

hazia los aminodcidos tirosina y fenilalanina Liblcadb ‘ 'las'}ﬁosicioxies 28 Y 50“
respectivamente, son indispensables para m‘mtenr.r los ‘efectos . m1to°emcos de " Ia PRL
sobre la linea de linfocitos NB2 de rata. Tamblen ha sxdo sugendo que'los residuos de .
histidina localizados en las posiciones 27 y 30,° foxjman-parte del’ sitio de unién:-de la E

hormona con sus receptores celulares [115,116].

C. Heterogeneidad molecular SR N e

La PRL esta sujeta a modificaciones postraduccionales que incluyen la agregacién,
la fosforilacioén, la glicosilacién y la proteolisis {113,114}, Variantes de la PRL 'co'n:una‘:

masa molecular mayor de 23 kDa han sido identificadas en ia circulacién de distintas

ECON |

.
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_de 23 kDa, a tra

; potencxa que la t‘orma monomerlca de ”3 IcDa [113 118].

Produccién de una linea celular endotelial bovina

“}:stas vanantes parecen ser aaregados de la forma predominante

especies de:mamifero

nlaces dx ulfuro [1 10 113 117 118] No obstante la demostracién de

tratamiento con_ agonxstas

Las varmntes monomencas de ' la PRL comprenden tanto a la forma de 23 kDa,
como sus - ‘isoformas gllcosxladas, fosfonladas, de_ammadas, [o] :sulfatadas
postraduccionalmente [110.117.118]. La PRL glicosilada con un peso molecular de 25 kDa.
constituye alrededor del 13-25% de la hormona en la hipdfisis y se le ha detectado en el
suero y en el liquido amnidtico {110,113,117,118]. Se ha mostrado que la glicosilacién
ocurre especificamente en el residuo asparagina localizado en la posicién 31 y que la PRL
glicosilada poseec efectos mitogénicos sobre las células epiteliales del buche de pichén

[117.118], ¥y que promueve la sintesis de caseina por. el epitelio mamarioc [113]. Todas estas

acciones, sin embrago, ocurren con una potencia menor que la de la PRL no glicosilada
[113.117]. : : B

& Ia' ’hbrmona parece ocurrir-en los
1 34 v 90 [113 118-120]). “Ha sido
demostrado que t‘osfon]acton esta conservada

filogenéticam

M. Cajero Judrez
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préstata y el’ cerebro - [84.110 15'

1"4] hacxa una; forma cortada cuya asa mayor esta

escindida entre'los'v'ahiiﬁo{:cxdos u-os na 45 y leucma 149 [10] Aunque las enzirnas que .

51do |dent1ficada en

blot [113 1"5] l:.studnos, recxentes han demostrado que esta

potentes factores anu—anoxooemcos co
citocinas promflamatorxas como ]a

tumoral =% ( [NF—C() [130,131].

M. Cajero Judrez

: mtet;lvc_ﬁvucihaJ BaL-1Py el

‘factor  de.. necrosis -
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D. Sitios de produccién

La PRL es produc1da pnm_xpalmcnte por' lé.s celulas amdoﬁlas : 7(1actcr>tropos °

somatotropos) de la hipdfisis anterior. Sm embargo u st se ha podxdo confirmar en

mudltiples sitios extrahipofisiarios (Flgura 13),'que incluyen- varxas reg:ones del sistema

nervioso, la decidua uterina, el epitelio ~de ,sudorlparas \Y
mamarias, diversas células del siétefn'a

[10,132,133]. En estos tejidos se ha evaluadd t on dé1~RNAm‘de la PRL como

s masa molecular mmunoreactxwdad y

que actuan tanto a 3 el de transcr1pc1on y u‘nduccx

de secrecidn. La mayor parte del conocxmlento acerca de:los mecamsmo% de reaulacxon

de - la produccnon ecrecxon ‘de esta hormona, e e‘tudxos ﬁs:olonlcos hY%

farmacoloc'lcc:b,, que han evalundo los efectos ‘de; distintos acentesk sobre la- func:mn

adenohxpoﬁsxarla ? vivo ‘o. bien sobre los h ot

ivo.: E:tos :.studlos jhan
penmudo 1dent1ficar factorcs ambxemales, factore hormonales hxpomlamu_os ovancos v

denvados de la al:mdula suprarrenal

general de alarma,

la esumulacxon cervxco-uterma durante el couo o el parto y 1a

la produccién y secrecidén adenohlpoﬁsxana de ia hormona a través de su accwn szrg:

M. Cajero Judre= INB-UNAM. 46
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- distintos mecamsmos neurales quevmodlﬁcgm la funcxon hlpotalarmca ¥y. la liberacién de

sus factores de: regulac 6n endocrma [13

crecion de la PRL De estos factores qu1zas el

vcofactores endog "v La dopamma parece inhibir la liberacién de la horrnona dctuando

tanto ‘asnivel:desla . ranscrxpcxon ‘como a nivel de la secrecidn a través’ de reducu' los

m\«eles mtracelulares de ANIPc calcxo v fosfato de inositol (6,110, 139] Otros factores

hxpotalamxcos talcs como el ‘dcido gama-aminc butirico, la somatostatina,:la: hormona

estnmulame de melanocxtos y el péptido asociado a la hormona lxberadora de

0onm:lotropmas han sido también implicados en la inhibicién de la secrecién -de la PRL.

'Por Qtro la_do, distintos factores hipotaldmicos estimulan la Lranscnpcxon vy la secrecién de
ésta.hbnndna en la adenohipdfisis. La hormona inhibidora de-la tirotropina (TRH) pof
ejemplé parece estimular la produccién y secrecién de la. PRL en. los lactotr‘opos‘
'mcrementando la transcripcion, estabilizando el RNAmM ¥ fomentando su hberacnon por

un mecanismo - que parece depc.nder de AMPc. Otros tdctores hxpotalamlcos que se ha

os’;: e rogencs‘ ovéricos.‘ la: norepmefrma suprarre

secrecmn [6.139]. En el caso de lo

estrooenos" sus; efectos sobre la transcripcidén del gen de la PRI parecen e 'nedmdos por

secuencms de ac 1on “cis™ responsnvas locﬂwadas en el promotor del cen [140 1413,

~n M. Cajero Judrez INB-UNAMN. 47
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‘ cpitéliales de la gl:’mdula’mamiiﬁa el epitehc; del buche del pichén

Produccidn de una linea celular endotelial bovina

E. Funciones? S S s :

noncenu—acxon de electrohtos sencos

mmunolocxcas y neurologxcas [118 14 143] Asi‘ademas de sus funmones relacxonaddq con

los m:umferos [o], 1a PRL ha sido

los linfocitos y
astrocitos {145,147-150].

Estas” caractensucas han sido utilizadas para disefar blocnsa)c-s

que evalian tanto los efecto mxtogemcos ‘de -la hormona como . de sus variantes

moleculares. Esta horrnona tamblen promueve la diferenciacién de las celulas en la

glandula supmrrenal el pancreas.v el pulmén durante la vxda embrionaria y la

maduracién, asi como- la fun' én‘de los Srganos reproductores en los rrnmlferos [145 151-
154]. !

Ortras l‘unciOnés eri 1 que la PRL parece:tener. un papel 1eculatono lmporlante

son en la produccnon le hormonns esteroxdeas en- la glandula supr'u-rcnal los' ovarxo>, el

sudor y las lagnmas_ {5.6]. La PRL modula ‘1a acc:on‘lregulatona deotros medladores

quimicos tales como la dopamina, los opimdes las gonadotropl asj insu ma "y los

factores insulina tipo I y II [145,155,158]. Sobre el 51stema nervxoso central la PRL regula

la conducta reproductiva, el estrés, la- conducta mqterna y.la conducta de reconocimiento

madre-cria en mamiferos, asi como 1as conductas de migracién y ‘construccién de nidos

en peces y aves [145,159-162]. Finalmente se ha sugerido que esta hormona pudiera
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participar en la regulac1ou d(.l sueno Yy en la modulacién de los niveles de ansiedad en
algunas especies de ma.mxferos [16” 64]. : N

F. Seifializacion intracelular i

Los receptores celulares:: par hormona. PRL. pertenecen-a la familia ~de

recaptores de citosinas clase eptorcs hematopoyetxcos la IL—

El receptor para las PRLs es. una lu.oprotema

codificada por un gen que cont ne al menos 11 exones Y ‘esta localizado ‘en el cromosoma

2 y la GH entre otros [11 110‘165 68]

5 en el humano [110]. A la fecha tres subtxpos de receptores para la PRL hzm sxdo

caracterizados en distintas especxes de mamiferos. Estos receptores estin constm.udos por.
tres dominjos eetructurales referidos como dominios intracelulare, transmembranal ‘y .
extracelular. La secuencia de aminoicidos de los dominios extracelular Y transm'embrana] '
son homdologas en los distintos receptores, mientras que la secuencia de aminodcidos y 15

extensién del dominio intracelular difiere enire los distintos receptores como resultado del’
procesarniento }Sosvtranscripcionnl [110,166-168]). De tal manera que los receptores pafaf la
PRL deﬁnen"tresk su’btipos dependiendo de la extensién de su dominio intracelulérw.y El
receptor corto (4’7 l\Da) esta constituido por 284-291 aminodcidos, 26 df: lo's"‘cu‘al»ves'

conforman el dommlo intracelular; el receptor medio (65 kDa) posee- 392 ammoacxdos"

con-un’ dommlo intracelular de 57 aminoacidos; v el receptor largo (80 kDa).constitu dO» )

por 591—398 aminodcidos con 262 residuos en el domxmo. mtracelular [16.

: nocuoqulmxca, hxbndacnon in sztu RT PCR v por

radxorreccptc en oS te_udos 6 cn membranas -aisladas [u 169-173]. Estoq estuchos ‘han'r

de’ la hormond pero tambxen en otros tipos celulares donde a un no se conoce los pombles
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efectos de la PRL Ld amp a distrib:uciéh' de. los',rebccpytorke’s' para la PRL, por 1o tanto no -

‘descarb f'xll sa, protema cinasa C fosfolxp’isa A fosfohpasa ,C"w protemas G y tlrosma <

cxnasa—JAI\ [175 183]." De estos los mads estudlados en ‘1o

L IJAK-2 a’su vez ‘responsable de activar. la fosfonlamon de factores de’ transcnpcnon del.‘ B

grupo STAT ‘Se ha mostrado que-la PRL puede activar a las proremas JAK' 1,

subsecuentemente alas molecula> de STAT 1, 365 (trdnsductores de senal ¥y acuvadore
de la transcripcidn); siendo las prmcxpales JAK 2

secuencias GAS en la xegxon del promotor de diferentes genes lo que resulta en laf

transcnpmon de los genes asocmdos a procesos de prollferacxon y dxferencnacxo celular

{ej. gen de la cas ema)

APE\'D[CE lI‘ E‘(PRES[OV Y REGULACION DEL GE\I PRL

regulacxon de la expresién del gen PRL se ha estudxddo prmc1pa]mente en. h‘

hxpoﬁ..ls am.erxor donde se ubican las principales células endocrmas productoras de esta
hormona o 1actotropos. Si bien son muchos los factores capaces de reoular al pron' otor dt.ﬁ'
este sen en la hipéfisis, se considera que su prmcxpal control lo ejerce el hxpota]amo ak
través de un equilibrio entre la accién inhibitoria de la dopamina y el efecto esumulatorlo’_

de la hormona tiroliberina (TRH) v del péptido intestinal vasoactivo (VIP) [6.15,.184]. kEste

A Cajero Judre= INB-UNANM. 350
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control: es modlficado por factores extemos (succwn de ‘las crias durante la lactancia,

b rrnona [6 110] Existe

ia hlpofisxs [185 1SS] A este respecto se: sabc que la TRH mhlbe\

strééenos. prmcnpales

En huma.nos la expresxon de Ia PRL no esta lxmxtada ala 0landula pituitaria, por
que Como ya se ha mencxonado existen sitios extra-pituitaria que expresan también la PRL
[8]. La reoulac:lon de la e'cprr-:sum de la PRL en tejidos extra-pituitaria ha sido poco

estudiada. y la mayoria de este andlisis se ha realizado en la decidua uterina humana.
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Los resultados blqulmlCOS, mmunocxtoquumcos y de hlbndamon m sitw en el estroma

'resa durante 14 fase prohferauva del ciclo

progesterona “n sanore :

mdxstmguxble de ia prore a q

fase . proliferativa tratadas con 0. el ester de forbol

(TPA) y el AMPc, se ha demostrado ‘que una regionide 'proxnotor’de‘PRL distinta a la de

la pituitaria puede dirigir la transcrlpcnon del gen: reportero’en: una forma especifica [194].

Se sabe ademds que las prxmeras 3_70 pb del-prom P mmal de la PRL de tipo no

pituitaria son suficientes para conferxr la nctwacxon del gen PRL bajo los inductores de la

decidualizacién (como andlogos del compuesro ANIPc) fE efecto de estos analogos puede

(<3 exprese. Recxentcmente sin

ia secrecidén de la ‘hormona’ L194]., Encontrandose también que la dexametasona causa una

reduccién del ARNm y en la secrecién de la PRL [194].
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Introduction

Endothelial cells play critical roles in a large number or
physiological and patho-physiological processes such as leuko-
te tratficking. inflammation. wound healing, tumaor metasta-
sis. and angiogenesis. The role of endothelial cells in these
events varies between macrovascular and microsascular en-
dothelium and is influenced by the tissue to which the sascular
bed is associated (Augustin et al., 1994: Lelkes et al., 19t

Much of the knowledge of the properties and functions ot the
vascular endothelium has been obtained from primary cuttuies
of endothelial cells. Many of the studies on macrocirculaton
have relied on cells derived from human umbilical scins as
umbilical cords are widely available, and the endothcibisd Cclis
are refatively casy 1o isolate and culture. Umidnbical vom
endothetial cells. however, have reached the ond o1 b
normal in vivo life span and present various culture disadsy an-
tages. They trequently require special culture substrata. stoawth
factors, cofactors and high eerum concentrations (Lare o0 ol
1973: Maciag et al. 1983: Watson et al.. 19951 In addition.
cultures of human umbilical vein endothelium have o Tow
proliferative potential and exhibit long population douishng
times (Jaffe et al., 1973 Takahashi etal.. 199, Thoese chare
acteristics limit the quantity of cells available for ~study and
often require pooling cells isolated from several donors which
in turn leads to heterogencous populations ot celis.

The above limitations have prompted the genciatien of
umbilical vein endothelial cell lines that could serve as maodels
for the study of vascular endothelium (Gimbrone and Farced.
1976: Edgell et al.. 1983: Faller et al.. 1988 Takahashe ¢t .l
1990: Lassalle et al.. 19921 Punchard et al.. 1993y Herem. swe
report the transfection and immortalization of bovine uminihical
vein endothelial cells (BUVEC) by human papillomasiarus
type 16 E6E7 oncoproteins and describe a tine that retaims
morphologic, phenotypic and functional characteristics ot
endothelial cells for many passages.

U171-9335/02/81:01-1S15.00 0
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Materials and methods

Reagents
L -Dsctadecy 1-1L.3.3.3 3 cretramethy lindo
acety kted towdensity lipoprot
Molecular Probes, Enc.

srhocyanine  perchlorate
» purchased from
ymethylrhod, i

3sh and Ulex curopactus TCUEA-D) lectin were parchased from Sigma
Chemicals (St Louis. MO, USAL Monaoclonal antibodies ag
lll'\ 16 E7 and human son Willchrand proteins were obtained from
iboratones ( South San Francisco, CALUSA) and Accurate
W& Scientific Corporation ( Westbur 3
Gienente n San Francisco. CAL USA) provided vascular
endotheli ctor (VEGF) The N-terminal 16-kDa fragment of
prolactin o penerated by the enzymatic proteolyvsis of rat 23.kDa
prolactin with a particulate fraction from rat mammary glands and
isolated by gol tiliration and carbamidomethylation, as reported tClapp
1OR7). Normal goat serum and secondary antibodies against mouse or
rabbit [2G coupled to TRIETC were purchascd trom Jackson lmmuno-
rescuarch Laboratories (West Baltimore, PALUSA). Bovine PRLCDNA
wits generousty supplicd by Linda AL Schuler (University of Wisconsin,
Madison, WL USA)

Bovine umbilical vein endothelial cells (BUVEC)
BUVEC were isolated trom fresh bovine umbilical cords followinge the
method previously described (Ofsen. 1994). Brietly, the umbilical vein
was cannulated, washed  with Hanks™ <alt solution (Gibeo BRI,
ithersbure, MD. USAo and fitled with 0,059 1rypsin-EDTA - lunks’
salt solution. After incubation tor 153 min at 37 C, the cell suspension
was centritugced, and the cell pellet was resuspended in culture medium
(FI2K muodium (Gibeo BRL) ~uppl..ms.m-.d with 0% fetal bovine
serum (FBS) and 30 U/mil penicillinsstreptomyein (Gibeo BRL)). Cull\
were cultured on 1eO-mm plastic dishes (Corning Costar Corp.. Cam-
bridge. NMAL USA) and media were ..h.nm_\,d every other d until
confluency at which time cells swere split 1:3.

Transfection of BUVEC with pCMV-EGE7

BUVEC were transfected svith an L\[‘ru\\Inn vegtor for the human
papitlomavirus type 16 CoE7 (HPV-16 E6E7) proteins. The expression
vector was constructed as tollows: The EGET Hind I fragment from
ZOE7 (Randa ot il T988) was cloned into the Hind HI site of
PEDNASZ tovickd pOMNLEAET for expression of the oncoproteins from
the cytomegalovirus promoter. Passage-4 BUVEC were clectroporated
with pONt 27 with a4 Gene Pulser device (Bio-Rad Laboratories,
Richmuond., € SAY (2 - 1N cciis 10 pe plasmid DNA, 320V, and
U6 puF ina dommeus ette) Adter electroporation. cells were cultured for
48 hin FIZK culture medium and then selected in the same medium
containing 300 pgrmil goeneticin (G-3418) for 4 weeks. The selected cells
were maintained in subcontiucnt cultures with 300 pe/mil ot the drug.
These sclected eolls will be herein referred 1o as transtected BUVEC,

Polymerase chain reaction (PCR)

Integration of the pOMMV-Eoll7 vector into genomic DNA was
contirmed by PCR. Genomiie DNA was purificd using the glass milk
method (CAtal e al, 1995 and subjected to conventional PCR using two
ditferent pairs of primers, The first set. which viclds a H0O-bp product
wasiprimer 1 TAATACGACTCACTATAGGG-3) and primer 2 (57«
ATTTAGGTGACACTATAG-2), The second set which generates a
+$10-bp product was: primer 3 (S-AACATGAACATCAAAGGATC-
3y and primer 3 (S -GCTTAGCAGTTGTIGTTGTG-3). For bovine
prolactin MRNA detection three sets of primers were used as previously
reported (Clapp et ald.. 1998 The first setowhich yvields 4 473-bp product
was: primer LS -ACCTCTCCTCGGAAAT CAA-ZYyandprimer2
(F-TGTAGATGATTCTGCAATTCAG-3 ). The second set generating
a 428-bp product was: primer 3 (S-AGGGCAAAGGGTTCATTAC-
CAT-3) and primer 2. The third set vields a4 395-bp product and v
primer 3 and primer 4 (5-AAGTGTCAATCTTGCTTGAATC-3).
PCR products were analyzed by rose gel electrophoresis,

Proliferation rate of BUVEC transfected with
PCMV-EGE7

Normad and transtected BUVEC were seeded (2 « HE cells per o)-mm
Jdishy and harvested every 24 hours, At cach time point cell numbers
were determined with o hLl“l‘L_\ tometer to estimate proliferation rate
and the leauth of the replication cycle. Cell numbers doubled in
approximately 24 hindicating the length of the replication cycle. To
investigate serum requirements for cell proliferation. normal (pas-
sage 6) and transfected BUVEC (passage 32) were plated (10° cells per
oO-mm Jdish) and culturced in the presence of different coneentrations of
FBS tor 3 days, at which time cell number was recorded.

Cloning

BUVEC transfected with the plasmid pONMV-EAE7 were subcloned by
limiting dilution and plating onto a monolayer of untransfected feeder
celis folloned by G-418 sclection. Four clones were isolated and their
proliferation rate determined using the method described above,

Iimmunocytochemistry, lectin-binding and Dil-
Ac-LDL uptake

ch ot the four clones swas grown on fibronectin-coated glass coverships,
tixed in 2% formaldehyvde-PRS. and immunostained with a monoclonal
antibody against von Willehrand factor (1 pprml) and secondary
anti-mouse antibodies coupled to rhodamine (Corbacho et
For tectin-binding experiments, cells were incubated for 20 min wath
cither BST2S pprml) or UEA-L (100 pg/mib) in PBS supplemented with
L1 mgrml C and MeCl. as deseribed (Holthoter et al, TON2 NMuapce
et al. 1993), For LDL uptake.live cedls oncoverslips were incubuated Tor
4 hwith Dil-Ac-LDL (10 pp/mb) in 102 FBS-F12K asindicated (Vosta
1984, fixed as above, and examined under an epifluorescence
microscope. Cloned cells were characterized at passages 35 and 30 .and
compared to untransfected BUVEC (passages 6 — 9).

Effect of VEGF and 16K prolactin on cel
proliferation

The proliferative effects of vascular endothelial growth factor (VEGE
and of the N-terminal 16-kDa fragment of prolactin (16K prolacting
were determined onclone BVE-E6E7-1 (passage 37) and untransfectod
BUVEC (passage 71 and measured by reduction of MTT (345
dimethyithiazol-2-31]-2.5 diphenyltetrazohum bromide: Sigmay as pro
viously described (Carley et al., 1992). Brietly. cells were incubated with
NMTT (500 me/mb) at 37 C for 34 b, the formazan precipitate
solubilized with 0.4 N HCI-10%% SDS tor 30 min at room twemporaturc
and quantitated by measuring absorbance at 390 nm. This colorunctti
assay which has been validated as an index of cell proliferation (Carios
et al., 1992), allomed the use of both growth factors in limited aaneunts

W

Genomic instab .
Tentrosome abaormali have been linked to chromosome misscure
x..umn and genetic instability (Pihan et al., 1998). Centrosomes ot BV
EoE7 -1 were visualized by staining tor p-tubulin as described «Duon
sing et ol 20M)), using a pul)glun.ﬂ mulhod_\ against y-tububin (Santa
Crus Biotechnology. Santa Cruz. CAL USA)ata 1:50ditlution. toitow o
by o rhadamine red-labeled donkey anti-rabbit InG antibody (Zvmod
San Francisco. CALUSA)at a 1 : 2000 dilution. Nuclei were visuahizod by
using DAPL DNA dJdyve (Bochringer Mannheim. Germany ) Also
numcric chromaosomal alterations were evaluated by metaphase analy
~is Briefly, confluent BVE-E6E7-1 were trypsinized and scoeded ita
T3 tlasks (~ 10" cells) in 5 ml of culture medium. The medium was
changed after 23 h, and colchicine (Sigma) and S-bromuo-2 -deoss s
idine (Brdl: Sigma) were added at a final concentration of 100 and
0.6 pg ml respectively, Cells were harvested and dropped on clean wot
slides as deseribed (Rooney and Crzepulkowski 1992). and the ~ludes
were aged at o0 C overnight and banded using thie trypsin-Coavnisa
muethod (Scabright. 1971). Chromosome number was determined by
light microscope analysis. Comparisons were made betweenclone BV L -
E6ET-1 (passage 34) and untransfected BUVEC (passage 9).




[ 31 N

Immertclization of bovine umbilical vein endotheliai cells 3

Statistical analysis
“The data were analyzed for statistical significance by Student’s tetest. All
yesults are the average of at least three experiments.

Results

Transfection of BUVEC with pCMV-ESE7

plasmi

BUVEC were transfected with pCMV-EGE7 plasmid and
selected with G-318. Trunsfected cells (BUVEC-EG6E7) showed
resistance to G-418 treatment while the untranstected cells died
within 3 weeks (Fig. 1). BUVEC-EGE7 proliferated rapidiy and
were passaged every 48 h.

Genomicintegration of HPV16 EEE7 sequences was veriticd
by PCR amplification using two sets of primers designed to
amplify the complete EGET sequence (1000 bp) and u partial
one (410 bp) (Fig. 2A). Both products were amplitied from
genomic DNA from BUVEC-LE6E7 (Fig. 2B. lunces 3-8) but
not from BUVEC (Fig. 2B. lanes 1 - 4). Morcover. expression
of the E7 oncoprotein was demonstrated in BUVEC-E6E7
cells by immunostaining with i1 mAb against HPV E7 (Fig. 2C).

Growth properties of BUVEC-ESE7

BUVEC-E6E7 have been maintained in continuous subcon-
fluent culture for more than 4 months (60 passages) (Fig. 3).
Since the replication time is 24 he this represents more than
120 replications, Senescence of primary cultures is characrer-
ized by tack of cell division, increased cell volume, and cell
death (Jha et al.. 1998). No sign of senescence has been
observed in BUVEC-E6E7, as the proliteration rate has
remained constant throughout this rime (Fig. 3), and the cells
have continued to displav i morphology and size similar to
those of BUVEC at carlier passages (Fig. 4 and Q). In
contrast. untransfected BUVEC showed increased cell volume
and drastically reduced their proliferation after passage 20
{Figs. 3 and 4).

To determine the serum requirements tor growth, BUVEC-
E6E7 and untransfected BUVEC were cultured in mediam
supplemented with various concentrations of serum (Fig. 5).
Both types of BUVEC tuiled to proliferate in low (0.19 ) serum
and responded to it in a dose-dependent fashion. Transfected
BUVEC-E6E7 showed a significantly higher proliferative
response than untransfecied cells. The later reached maximal
growth with 10% scrum. while BUVEC-E6E7 continued to
grow at higher serum concentrations,

A

1000pb

— [ :>—{ T2 —

3" -4

LN, o —

4109!1

s and ccllular expres-
AL pONVLEGET (6.4 kh) which contains
the ONMYV pramater, EollT ancogene seyuence ‘3 promoter, and
Neo resistance ch expression unit huas a polyvadenyiation
seyuenee {not \hi)\\n) PCR asing primers 1 and 2 «wupper arronsy
amplity o 1000-bp product, while primers 3 and 3 (Jower arrows) vield a
<410-bp fragment. B. PCR analy ».nnl nomic DNA from untransfected
Uunes 1 -4 and 1t —-&1 BUVEC amplifi alter:
Iy with pruners nddorland Amphificd products are indicated
arronvhcads. pCNMV-Eoli? positive control (lunes {0 and 11,
tive controbs withoat DNA (farres 12 and 13Y, molecular wereht
e @} are also shown. Co Detection of the E7 oncoprotcin
17 mAb and fluorescence microscopy. Scate bar 38 pm.

£ HEPVIe oncoprot

Choaracterization of clones

Atpassage 21, BUVEC-EGE7 were cloned by limiting dilution
Four clon howing the expression of E7 oncoprotein by
immunocytochemistry (Fig. 6A). were found to proliferate at a
constant rate for more than 40 passages (not shown). The four
clones were evaluated to determine whether they retained
endothelial cell morphological and phenotvpical characteris-
tics. Results with clone BVE-E6E7-1 (passage 35) (Fig. 6) are
representative of all clones, and show that they all assumed a
cobblestone morphology (Fig. 6B), stained positively for von
Willebrand protein (Fig. 6C). displayed the uptake of Dil-Ac-
LDL (Fig. 6D). and bound the fluorescent endothelial cell-
specific lectins, BSI and UEA-1 (Fig. 6E and F. respectively).

Fig. 1.  Sclection tor stable intepra-
tion of pCMV-EGE7 plasmid. n-
transfecied (A, B) and transfected
(€Y BUVEC were plated and cul-
tured for 3 weeks in complete me-
dium with (B.C) or without {A)
00 pg/mi of G-418. Scale bur: 67 um.,
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Fig. 3. Life span of normal (BUVEC) and transfected (BUVEC- @
E6E7) cells. Cells were sceded at a density of 5 x 10° per 100-mm dish. o -
and cell number per dish was recorded at every passage (performed E
every 48 h). [o]
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All of these characteristics continued to be apparent at later o,
stages (passage 50). Consistent with maintaining the endothe- Serum (%)
lium phenotype. clone BVE-E6E7-1 proliferated in response to Fi Dose-dependent stimulation of the proliferation of BUVEC

increasing concentrations of the specific endothelial cell
mitogen VEGF (Fig. 7). The clone showed a higher prolifera-
tive response than wild-type cells. as it reached m mal growth
at a lower VEGF concentration (3 ng/ml) and maintained this
growth at the highest VEGF concentration {( 100 ng/mi).

The poteatial use of BUVEC cell lines to study the action of
tactors that regulate ungiogenesis was investigated by assessing
their response to the anti-angiogenic, 16-kDa fragment of
prolactin. 16K Prolactin inhibited in a dose-dependent fashion
the proliteration induced by VEGF of clone BVE-E6E7-1 and
of untransfected BUVEC (Fig. 8A). In both cell types. the
VEGF-induced proliferation was significantly reduced by two
concentrations of 16K prolactin. Moreover, both the BVE-
EGE7 -1 clone and wild-type cells express prolactin mRNA
(Fig. 8B). RT-PCR amplifrication with three primer sets having
annealing sites within exons 2 to 3 of the bovine PRL gene.
yielded products in BVE-6E7-1 (lunes 4 -6) that were undis-
tinguishable in size from those amplified from BUVEC cDNA
(lanes 1 =3) and the cloned bovine prolactin eDNA (lanes 7 —
9). No signal was detected in the absence of reverse transcrip-
tase (lane 11) nor in the negative control without RNA
(lane 10).

Finally, more than one hundred celis of each the immeortal-
ized and the wild-type cells were investigated for genomic
instability by quantitying abnormal centrosome numbers. Cells
with n > 2 centrosomes were 8.8% and 35.8% in BVE-E6E7-1
and BUVEC. respectively. Thus, there was only a small
variation (3%) two

in centrosome numbers between the

(pussage ) and BUVEC-E6E7 (passage 32) with increasing concen-
trations of serum. Values are cell number per well and represent the
mean = SEM of triplicate determinations. * p < 0.05 versus untrans-
fected BUVEC.

cellular populations. Likewise, metaphase spread analysis
showed a small difference in the chromosome number between
the wild-type and the immortalized cultures. Thus, compared to
the reported 60 chromosomes of Bos raterus (Riggs et. al., 1997),
an average of 39.8 chromosomes were found in wild-type cells
at passage 9, and 59.6 chromosomes in the BVE-E6E7 clone at
passage 34.

Discussion

The vasculature is one of the first systems to function during
vertebrate development. and the establishment of a network of
blood vessels is absolutely essential for embryvonic survival and
growth. Likewise. angiogenesis. or formation of new blood
vessels from pre-existing ones, occurs during uterine cycling,
placental growth, wound healing. inflammatory responses, and
tumor neovascularization. Moreover. vascular endothelium
plays a key role in vascular homeostasis as it has the ability to
produce various vasoactive mediators that regulate platelet,
leukocyte and smooth muscle cell functions.

The study ot the cellular and molecular mechanisms whereby
endocrine and autocrine/paracrine factors affect endothelial

Fig. 4. Morphology of untransfect-
ed (A, B) and transfected E6E7 (C)
BUVEC after passage 6 (A) or pas-
sage 21 (B. C). Scale bar: 67 um.
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Fig. 6. Characterization of BVE-EoE7 -1 (passage 35) by phase-
contrast and fluorescence microscopy. Cloac BVE-EoE7-1 cells show
immunostaining for E7 oncoprotein (A) and the cndothelial marker,
von Willebrand protein (C). They torm manolayers (13), incorporate

cell functions has been hampered by the luck of endothelial cell
lines that retain a ditferentiated phenotype. Normal primary
endothelial cells are not ideal for long-lerm studics because
they undergo some de-differentintion in culture (e.g.. loss of
growth factor/cytokine responsiveness) and have an inherently
short replicative life span before senescence {(Mischeck et al.,
1989: Meyeret al.. 1990). Moreover. not all vascular endothelial
cells are alike. Endothelial cells residing in various anatomical
locations are endowed with a unique repertoire of gene
products and cellular mechanisms which enable them to

o 25 &= BUVEC
.o W BVE-EGE7-1
> 3
= 20 ;|
[ g
)
o 15+
©
L
a
O 10 L
0 1 5 10

VEGF (ng/mi)

Fig. 7. VEGF-induced prohiferation of untransteeted cells (BUVEC,
passage 7) and clone BVE-EGE7-1 (passage 37) Data are mean = SEM
of triplicate determinations,
VEGF. | ama———

fluorescent. acetylated low density lipoprotein (I?) and react with
fluorescent endothelial cell-specific BST (E) and UEA-T (F) lectins.
Scale bar: 38 um for ALE and F: and 67 pm for 8. C and D, Sumilar
results were obtained with the other three BV E-E6E7 clones.

perform their basic “task™ in a selective. tissue-specific manner
{Augustin et al., 1994; Lelkes et al., 1996). For example. basic
fibroblast growth factor enhances tissuc-type plasminogen
activator production in aortic endothelial cells while suppres-
sing it in venous endothelium (Yamamoto et al.. 1993). Also.
there are differences in the types and amounts of celi adhesion
molecules expressed by microvascular and large-vessel endo-
thelial cells (Sewerlick et al.. 1992: Sewerlick and Lawley,
1993). This functional heterogeneity also extends to differences
between the adult and the developing feral vasculature
(Davison et al.. 1983: Ausprunk et al.. 1991: Augustin ctal.,
1994: Carmeliet. 2000) and between species (Fajardo. 1989). For
these reasons, a model endothelial cell line could provide a
useful reference point and facilirate the standardization of
observations made from studies of endothelial cells from
different species or different vascular beds. Likewise. a model
endothelial cell line may also overcome some of the difficultics
encountered with primary endothelial cell cultures and provide
a consistent model system 10 study endothelial cell function.
The large mzjority of the studies pertormed in vitro on vein
endothelium have used cells derived from human umbilical
veins (HUVECQC). These cells are limited in their usefulness
because of their long doubling times, their requirements for
significant concentrations of serum for growth. and their lot-to-
lot variability in functional assays (Jaffe etal.. 1973: Maciag
et al.. 1984: Takahashi et al.. 1990: Watson et al.. 1995). Several
cell lines of HUVEC ongin have been reported. ranging from
an almost normal phenotype (Faller et al.. 1988). 1o the luck of
endothelial-specific functions such us von Willebrand protein
expression (Takahashi et al., 1990; Lassalle et al.. 1992; Punch-
ard et al., 1994), to those displayving an entirely transformed
phenotype (Takahashi et al.. 1990). HUVEC cell lines include
one that was spontaneously transformed (Edgell et al., 1933)
and others produced by artificial means. The latter were
obtained by transfection with cellular (Punchard et ai., 1993) or
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Fig. 8. AL Inhibition of VEGF-stimulated proliferation by increasing

concentrations of 16K PRL. BUVEC and BVE-E6E7-1 were treated
with 10 ng/ml of VEG Falone or together with different concentrations
of 16K PRL. Values are expressed as the percentage of increase in
profiferation in the presence of VEGF relative 1o untreated cells (basal
proliferation). Data are muean = SEM of wriplicate determinations.
* p < 0.05 versus respective value without 16K PRL. B. Expression of
PRL mRNA in BUVEC and BVE-E6E7-1 cells. Southern blot
analysis of RT-PCR products amplified with three combinations of
PRL primers. Similar PCR products were amplified from- wild-type
BUVEC (lanes | -3 . BVE-E6E7-1 cells (Janes 4-6) and from PRL
c¢DNA (lanes 7—-9). Negative controls were omission of BUVEC RNA
Uane 10)  and BVE-E6E7-1 RNA without reverse transcriptase
(ane 11). BUVEC and BVE-E6E7-1 were used at passages 7 and 37.
respectively.

viral oncogenes (SV40 large T-antigen (Lassalle et al., 1992), v-
ras and v-mos (Faller etal.. 1988). or HPV16 oncoproteins
(Punchard et al., 1994)) or by fusion with the human lung
carcinoma cell line A549 (Edgell et al.. 1983). To our knowl-
edge. immortalized umbilical vein endothelial cell lines have
not been described for non-human species. Here we report the
generation of an immortalized bovine umbilical vein endothe-
lial cell line that retains characteristics of differentiated
vascular endothelium.

Multiple studies have shown that expression of the E6E7
early region from HPV 16 efficiently immortalizes various cell
types including fibroblasts (Shiga et al., 1997), epithelial cells
(Coursen et al., 1997). keratinocytes (Munger et al., 1989),
smooth muscle cells (Lochmuller et al.. 1999). and porcine
brain endothelial cells (Teifel and Friedel. 1996). Consistent

with these findings, bovine umbilical vein endothelial cells
(BUVECQC) transfected with the HPV16 E6E7 expression vector

- were successfully immortalized since they have been main-

tained well beyond the normal life span of the primary culture
and display a high proliferation rate with no signs of senes-
cence. )

The principal mechanisms by which expression of E6E7
oncoproteins are thought to elicit immortalization have been
proposed for some time. It has been shown that the E6 protein
binds p33 protein and hastens its destruction, while the E7
protein binds to the retinoblastoma gene product (Rb) and
inactivates it (Dyson etal,, 1989: Jones etal., 1999). The
blocking of p53 and Rb. which act as tumor suppressors by
controlling cell proliferation, results in cell immortalization.
Although these tindings are consistent with a critical role of
E6E7 proteins in carcinogenesis. HPV-E6E7 immortalized cell
lines are not completely transformed. They are incapable of
anchorage-independent growth. are not tumorigenic in nude
mice, and may retain the stable phenotypes of their cell type
origin (Tsao et al.. 1993: Teifel and Friedel, 1996: Fichorova
et al.. 1997). Thus. transfection with HPV-16 E6E7 is a usctul
method to generate cell lines that retain characteristics of their
ditferentiated primary cell counterparts.

Consistent with the above,. BUVEC-E6E7 showed serum-
dependent growth equivalentto normal BUVEC. Likewise. the
four isolated BVE-E6E7 clones conserved the endothelial cell
phenotype as defined by commonly accepted criteria (Gerrit-
sen et al., 1988). They express the von Willebrand factor. take
up acetyvlated LDL. and stain positive with the endothelial cell-
specific lectins UEA-I and BSI. Furthermore, clone BVE-
E6E7-1 responds to the specific endothelial cell mitogen,
VEGF. Therefore. BUVEC E6E7 clones remain phenotypi-
cally similar to early-passage untransfected cells. Nevertheless,
cells immortalized by E6 and E7 oncogenes may present a loss
of genomic integrity (Duensing etal.. 2000). Alterations in
centrosome and chromosome numbers were detected between
BVE-E6E7-1 and untransfected BUVEC. However, these
alterations are small when considering the advantages con-
ferred by the increase in the life span of the immortalized cells
versus wild-tyvpe cultures.

The ability of BUVEC cell lines to retain a differentiated
phenotype is in contrast to tindings using HUVEC immortal-
ized by transfection with HPV16 DNA (Punchard et al., 1994).
The latter have a HUVEC-like morphology and are positive for
von Willebrand Factor and UEA-I lectin binding at early
passages. As passages continue. however. HPV16-transfected
HUVEC cultures showed an increased number of giant cells. a
change from the cobblestone appearance and a gradual loss of
von Willebrand protein (Punchard et al.. 1994). Aithough these
changes may involve clonal differences within the mass culture
of transfected HUVEC. they may also retlect a loss of
endothelial cell characteristics. In this regard. the ability of
BUVEC to retain endothelial characteristics upon transfection
with HPV16 oncoproteins may reflect species-related ditfer-
ences. Our results show that BUVEC have less fastidious
exogenous growth requirements than HUVEC. In contrast to
HUVEC (Jaffe ¢t al.. 1973: Maciag et al., 1984; Watson et al..
1995). BUVEC cultures showed no additional need of growth
factors, cofactors (heparin, ascorbic acid) or a special culture
substrate (fibronectin and gelatin). Moreover, BUVEC dis-

‘played a population doubling time of 24 h in contrast with the

92 h reported for HUVEC (Jaffe et al.. 1973: Takahashi et al.,
1990). Parallel transfection of HUVEC and BUVEC with the
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same vectors in future experiments should help strengthen
1these conclusions. : - :

The uunlity of BUVECcell lines as a tool tostudy the action of
factors that regulate angiogenesis js substantiated by their
ability to express and respond to prolactin molecules. Prolactin
is a pleiotropic hormone and cytokine with functions that range
from reproduction snd osmoregulation to immunomodulation
and angiogenesis (Bole-Feysot et al.. 1998; Corbacho et al..
2001). Prolactin can be proteotvucally cleaved to 16K prolactin.
a fragment with anti-angiogenic properties, 16K Prolactin acts
as an inhibitor of angiogenesis in vivo (Ducias et al., 1999) and
in vitro (Clapp et al.. 1993) inhibiting endothelial cell prolit-
erution (Clapp 2t al.. 1993). and stimulating type 1 plasminogen
activator inkibitor expression (Lee et al, 1998) and apoptosis
(Martini et al., 2000, Moreover. endothelial cells from ditfer-
ent svessels and  species  express the prolacting gene and
synthesize prelactin and 16K prolactin (Clapp et al., 1998;
Corbacha et al., 2000: Ochoa et ab.. 2001). We found that the
BVE-E6ET -1 cells, like their wild-type counterparts, express
prolactin mRNA and respond to anti-angiogenic 16K prolactin.,
Thus these cells avay help establish the role of prolactin proteins
in the regulation of angiogenesis,

In summary. we have generated BUVEC cetl lines that retain
features of vascular endothelium. and their use may provide
novel insights into the mechanisms governing endothelial cell
heterogencity and function.
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