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2.2 RESULTATS COMPLEMENTARIS. EFECTES DE L’EXPRESSIÓ DE LA ISOFORMA V3 
SOBRE EL FENOTIP DE LES CÈL·LULES DE MELANOMA HUMÀ I CANÍ 
 
ANTECEDENTS 

Els resultats d’aquesta secció responen a l’objectiu general de continuar estudiant les 
cèl·lules de melanoma caní, així com les de melanoma humà i caní que sobreexpressen la 
isoforma V3 de versicà. Així doncs, els resultats presentats en aquesta secció complementen els 
resultats presentats a l’article i responen tant a l’estudi de l’expressió diferencial d’altres 
molècules de MEC involucrades en la progressió del melanoma, com dels possibles mecanismes 
involucrats en els efectes funcionals observats en les cèl·lules de melanoma que sobreexpressen 
la isoforma V3 de versicà.  
 
RESULTATS 
 
1.- ESTUDI DE L’EXPRESSIÓ DE MOLÈCULES DE LA MATRIU EXTRACEL·LULAR 
RELACIONADES AMB LA PROGRESSIÓ DEL MELANOMA 
 
1.1 Cèl·lules de melanoma caní 
Estudi de l’expressió de metal·loproteases de matriu a les línies cel·lulars de melanoma 
caní 
 Un objectiu del present treball fou estudiar la presència de metal·loproteases de matriu 
en les línies cel·lulars de melanoma caní CML-1, CML-6M i CML-10c2, mitjançant zimografia en 
gelatina i northern blot, tal i com es descriu en l’annex de Materials i Mètodes. La zimografia 
directament estudia l’activitat de les MMPs: mitjançant gels SDS-PAGE impregnats de substrats 
com gelatina es separen les diferents MMPs. La tinció dels gels amb un colorant de proteïnes 
deixa bandes clares on les MMPs han degradat el substrat. Mitjançant northern blot analitzem els 
nivells de mRNA de MMPs individuals. Ja que les MMPs s’activen post-traduccionalment per un 
mecanisme proteolític, ambdós tipus d’estudis es complementen. 
 En primer lloc, es van realitzar zimogrames de medis condicionats, ja que es tracta 
d’enzims majoritàriament secretats al medi. Aquest assaig, realitzat a partir de cèl·lules al 80% 
de confluència va revelar la presència d’una banda clara d’activitat gelatinolítica amb un pes 
molecular aparent de 62 kDa, la qual va migrar de manera similar a la MMP-2 activa de les 
cèl·lules utilitzades com a control positiu, les MXT.C1.1 (metàstasi a pulmó d’un adenocarcinoma 
mamari de ratolí), com podem veure a la Figura 16. Altres bandes, molt més dèbils,  
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s’observaren en les mostres i probablement representen complexes proteics o productes de 
proteòlisi; aquestes bandes no s’avaluaren. 
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Figura 16. Activitat gelatinolítica de les línies cel·lulars de melanoma caní. Zimograma realitzat amb medis 
condicionats de les tres línies cel·lulars de melanoma caní CML-1, CML-6M i CML-10c2 (10 µg de proteïna) i de la 
línia d’adenocarcinoma de mama de ratolí MXT.C1.1 utilitzada com a control positiu (6 µg de proteïna) en un 80% 
de confluència. 
 
 Els zimogrames dels medis condicionats obtinguts de cèl·lules menys confluents (un 50 
% de confluència aproximadament) van revelar la presència de dues bandes d’activitat 
gelatinolítica amb pesos moleculars aparents de 88 i 62 kDa, respectivament. La banda més 
prominent fou a l’alçada dels 62 kDa, com veiem a la Figura 17, que correspon a la MMP-2. La 
banda de pes molecular més alt correspon probablement a activitat MMP-9. La línia cel·lular 
CML-1 és l’única que presenta activitat MMP-9. 
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Figura 17. Activitat gelatinolítica de les línies cel·lulars de melanoma caní. Zimograma realitzat amb medis 
condicionats de les tres línies cel·lulars de melanoma caní CML-1, CML-6M i CML-10c2 (3.5 µg de proteïna total) en 
un 50% de confluència. 
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 Es realitzaren també diversos zimogrames dels extractes cel·lulars obtinguts com es 
descriu en Materials i Mètodes. En aquest cas es volia evidenciar l’existència d’enzim, en concret 
de la MMP-2, associat a membrana cel·lular. Els resultats dels diferents zimogrames, però, no 
mostraren evidència d’activitat gelatinolítica en cap de les tres línies cel·lulars de melanoma caní. 
 Es va continuar investigant l’expressió de la metal·loproteasa MMP-2 en les nostres 
línies canines de melanoma mitjançant northern blot, com es descriu a la secció annexa de 
Materials i Mètodes. L’RNA total de cada mostra fou separat en un gel desnaturalitzant de l’1.1 % 
d’agarosa i, posteriorment, el gel es transferí a una membrana de nylon. Els blots obtinguts 

s’hibridaren amb una sonda de MMP-2 humana marcada amb [α32-P]dCTP. Els mateixos blots 

van ser deshibridats i, posteriorment, hibridats amb una sonda de GAPDH per a la normalització 
en quantitat de RNA. 
 Aquests assaigs van concloure que l’activitat gelatinolítica present a les zimografies 
corresponia a l’activitat de la MMP-2, ja que es va determinar un únic transcrit d’unes 3 kb tal 
com es veu a la Figura 18, corresponent a la MMP-2. 
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Figura 18. Nivells de mRNA de MMP-2 en les tres línies cel·lulars de melanoma caní. El RNA de les tres línies 
de melanoma caní CML-1, CML-6M i CML-10c2 es va sotmetre a northern blot per avaluar l’expressió de MMP-2. 
Posteriorment, la mateixa membrana es va hibridar amb la sonda GAPDH, com a control.  

  

L’activitat gelatinolítica i els nivells de mRNA de MMP-2 es van quantificar per 
densitometria i normalitzar respecte els nivells de GAPDH. En el zimograma de cèl·lules més 
confluents veiem una activitat gelatinolítica de MMP-2 similar entre les tres línies, mentre que en 
el zimograma de cèl·lules menys confluents veiem una major activitat MMP-2 de la línia CML-1, 3 
vegades superior que les línies CML-6M i CML-10c2. Aquests resultats concorden amb els 
obtinguts en el northern blot, on veiem que els nivells de mRNA de CML-1 és 2.6 vegades 
superior que la de CML-6M, la qual és similar als nivells de mRNA de CML-10c2.  
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Estudi de l’expressió de la subunitat αv de les integrines a les línies cel·lulars de 
melanoma caní 

Un altre objectiu va ser caracteritzar si les cèl·lules de melanoma caní estudiades 

expressaven la integrina αvβ3. Per dur a terme aquesta tasca vam estudiar mitjançant 

immunocitoquímica amb l’anticòs monoclonal 17E6, el qual marca la subunitat αv humana, a les 

tres línies cel·lulars de melanoma caní, tal com es descriu a ’apartat Materials i Mètodes.  
Només la línia cel·lular CML-1 va donar un marcatge positiu per aquest anticòs, mentre 

que les altres dues línies cel·lulars de melanoma caní CML-6M i CML-10c2 van donar un resultat 
negatiu per l’anticòs 17E6 (resultats no mostrats). El marcatge amb faloïdina ens permet 
visualitzar el citoesquelet. Com veiem a la Figura 19 hi ha un marcatge difús per la cèl·lula (es 
marca tota la membrana cel·lular), que és més intens en els contactes focals, tot i que menys 
evident del que s’esperava. 
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Figura 19. Expressió de la subunitat αv a la línia cel·lular de melanoma caní CML-1 mitjançant 
immunofluorescència amb l’anticòs monoclonal 17E6. 19A. Tinció positiva de les cèl·lules CML-1 amb l’anticòs 
17E6,  i marca de contactes focals (fletxes). X 1000. 19B. Tinció de les cèl·lules CML-1: a l’esquerra amb l’anticòs 
17E6 i  a la dreta amb faloïdina, marcant el citoesquelet. 
 
 
1.2 Cèl·lules de melanoma que sobreexpressen la isoforma V3 de versicà 

 
Expressió de la isoforma V3 de versicà a les cèl·lules de melanoma 
 A més de valorar l’expressió del mRNA de V3 mitjançant northern blot, també es va voler 
veure la presència de V3 a nivell proteic. L’anticòs produït al nostre laboratori, però, no va 
reconèixer V3 a nivell de western blot. Per això es van realitzar les immunocitoquímiques de V3 a 
les 4 línies cel·lulars de melanoma (Fig. 20). Es va observar una tinció positiva en totes les línies 
que sobreexpressaven V3, mentre que només es va observar marca a les SK-mel-1.36-1-5 i 

LX LX 
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CML-1 LXSN, que són les que expressen versicà endogen (isoformes V0/V1), mentre que les 
Mewo i CML-10c2 LXSN foren negatives. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
Figura 20. Expressió de la isoforma V3 de versicà a les línies cel·lulars de melanoma humà SK-mel-1.36-1-5 i 
Mewo i de melanoma caní CML-1 i CML-10c2 mitjançant immunofluorescència. S’observa marcatge positiu a 
les cèl·lules LXSN i LV3SN de SK-mel-1.36-1-5 i CML-1, mentre que només s’observa positivitat en les cèl·lules 
LV3SN de Mewo i CML-10c2. La viabilitat cel·lular es valora amb la tinció dels nuclis amb Hoetsch (quadre petit). 
LX= LXSN, V3= LV3SN. 
 
Estudi de l’expressió de metal·loproteases de matriu a les línies cel·lulars de melanoma 
que sobreexpressen V3 

Per continuar amb l’estudi de les cèl·lules de melanoma que sobreexpressaven la 
isoforma V3 de versicà, es va pensar que seria interessant analitzar-ne la possible expressió 
diferencial de les gelatinases MMP-2 i MMP-9 respecte les cèl·lules controls. Amb aquest 
objectiu es van fer zimografies de gelatina i northern blot. Els zimogrames de medis condicionats 
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es van realitzar a partir de cultius subconfluents i van revelar una banda d’activitat gelatinolítica 
amb un pes molecular aparent de 62 kDa a totes les línies cel·lulars testades, lleugerament més 
intensa en les cèl·lules que sobreexpressaven V3, com es pot apreciar a les Figures 21 i 22. 
Aquesta diferència sobretot s’apreciava a les cèl·lules canines CML-10c2 (Fig. 23), les quals 
també les vam fer créixer sobre substrat d’HA (5 mg/ml) per veure si s’afectava l’activitat de 
MMP-2. Com s’aprecia a la Figura 23 no es veuen diferències apreciables entre les cèl·lules 
crescudes sobre recobriment d’HA i les que no. 
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Figura 21. Activitat gelatinolítica de les línies cel·lulars de melanoma humà que sobreexpressen la isoforma 
V3 de versicà. Zimograma realitzat amb medis condicionats de cultius subconfluents (10 µg de proteïna) de les 
dues línies cel·lulars de melanoma humà SK-mel-1.36-5 (abreviat com Mel-6 a la figura) i Mewo que expressen el 
vector sol (LXSN) o amb la isoforma V3 de versicà (LV3SN). 

 

10
c2

 LX
SN

10
c2

 LV
3S

N

CM
L-

1 L
XS

N

CM
L-

1 L
V3

SN

MMP-2

Pro-MMP-9
MMP-9

 
Figura 22. Activitat gelatinolítica de les línies cel·lulars de melanoma caní que sobreexpressen la isoforma 
V3. Zimograma realitzat amb medis condicionats de cultius al 50% de confluència (10 µg de proteïna) de les dues 
línies cel·lulars de melanoma caní CML-1 i CML-10c2 que expressen el vector sol (LXSN) o amb la isoforma V3 de 
versicà (LV3SN). 
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Figura 23. Activitat gelatinolítica de la línia de melanoma caní CML-10c2 transfectada amb la isoforma V3. 
Zimograma realitzat amb medis condicionats (10 µg de proteïna) de les cèl·lules CML-10c2 transfectades amb el 
vector sol (LXSN) o amb la isoforma V3 de versicà (LV3SN) i crescudes en presència de recobriment d’HA (5 mg/ml) 
i sense.  

 
Per confirmar si aquesta diferència d’activitat MMP-2 es devia a una diferència en 

l’expressió de mRNA es va continuar l’anàlisi mitjançant northern blot. Es va hibridar amb una 

sonda de MMP-2 humana marcada amb [α32- P]dCTP i es va determinar un únic transcrit de 3 kb 

aproximadament, tal com es veu a la Figura 24. Com es pot apreciar, els nivells de mRNA de 
MMP-2 són més alts a les cèl·lules que sobreexpressen la isoforma V3 de versicà que a les 
respectives controls. 

Es van quantificar aquestes diferències mitjançant densitometria i normalitzar respecte a 
la banda 28S de rRNA. En el cas de la línia cel·lular SK-mel-1.36-1-5 i Mewo l’activitat 
gelatinolítica era 1.25-1.3 vegades superior en les cèl·lules que sobreexpressaven V3 respecte 
les control. Pel que fa a les cèl·lules canines, s’observà que en el cas de CML-1 semblava no 
haver-hi diferències significatives entre les cèl·lules control i les transfectades amb V3, mentre 
que sí s’observaven en el cas de la línia CML-10c2. S’observà una activitat gelatinolítica 1.6 
vegades superior en la línia cel·lular CML-10c2 LV3SN respecte les control i una expressió de 
mRNA fins a 2.7 vegades superior. 
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Figura 24. Nivells de mRNA de MMP-2 en les línies cel·lulars de melanoma humà i caní que sobreexpressen 
V3. El RNA de les dues línies de melanoma caní CML-1 i CML-10c2 i la línia de melanoma humà SK-mel-1.36-1-5 
que sobreexpressen la isoforma V3 (LV3SN) o tenen el vector sol (LXSN) es va sotmetre a northern blot per avaluar 
l’expressió de MMP-2.  

 
En els zimogrames de medis condicionats de cultius en un 50% de confluència es va 

revelar la presència de dues bandes d’activitat gelatinolítica amb pesos moleculars aparents de 
88 i 62 kDa, respectivament (Fig. 22). On s’aprecià la banda de pes molecular més alt, 
probablement corresponent a la MMP-9, fou a la línia cel·lular de melanoma caní CML-1, tot i 
que no s’apreciaren diferències significatives d’activitat entre les cèl·lules que sobreexpressaven 
V3 i les controls. 

 

Estudi de l’expressió de diferents subunitats α i β de les integrines a les línies cel·lulars 
de melanoma LXSN i LV3SN 

En veure les diferències obtingudes en la migració cel·lular de les cèl·lules que 
sobreexpressaven V3 respecte les controls, es pensà en possibles mecanismes causals, a part 
de la via de CD44. Per aquest motiu, es va analitzar l’expressió de diverses integrines mitjançant 
la citometria de flux. L’anàlisi es realitzà utilitzant diferents anticossos que reconeixen diferents 
subunitats i els resultats es recullen a les taules 4 i  5. 

La utilització de l’anticòs P4C10 (subunitat β1 de les integrines) ens permeté veure com 

les cèl·lules SK-mel-1.36-1-5 transfectades amb la isoforma V3 expressaven nivells més alts de 

la subunitat β1 que els corresponents controls (Taula 4). Per contra, la resta de línies cel·lulars 

analitzades no mostraren diferències significatives. Es va utilitzar la línia SK-mel-1.36-1-5, que 
era l’única que mostrava diferències en el marcatge de P4C10, per analitzar altres marcadors 

d’integrines, que foren el 17E6 (αV), el LM609 (αvβ3), el  P1F6 (αvβ5), l’ αvβ6, l’AP3 (β3) i 
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l’11D1 (β5), però no es van detectar diferències significatives entre la línia LXSN i la LV3SN 

(Taula 5). 
 

Línia cel·lular LXSN LV3SN 
SK-mel-1.36-1-5 194 (± 39.6) 255 (± 23.3) 
Mewo 140 (± 38.9) 123 (± 22.6) 
CML-1 102 (± 25.5) 124 (± 20.6) 
CML-10c2 119 (± 21.4) 104 (± 16.6) 

 
Taula 4. Nivells d’integrina β1 en cèl·lules de melanoma que sobreexpressen V3. Anàlisi amb citometria de 
flux. L’anticòs utilitzat va ser el P4C10 (10 µg/ml). Resultat de la mitjana de 3 experiments analitzats ± SD. 
 

Integrina (marcador) SK-mel-1.36-1-5 LXSN SK-mel-1.36-1-5 LV3SN 
αV (17E6) 46.7 (± 8.4) 54.25 (± 8.7) 
αvβ3 (LM609) 35 (± 6) 40.85 (±6.1) 
αvβ5 (P1F6) 3.7 (±0.7) 5.4 (± 0.9) 
αvβ6 1.5 (± 0.27) 1.34 (± 0.24) 
β3 (AP3) 29.3 (± 5.3) 31 (± 5) 
β5 (11D1) 1.47 (± 0.26) 1.34 (± 0.2) 

 
Taula 5. Nivells de diferents subunitats d’integrines en la línia cel·lular SK-mel-1.36-1-5. Ànalisi amb 
citometria de flux. Resultat de la mitjana de 3 experiments analitzats ± SD. Els diferents anticossos s’utilitzaren a la 
concentració de 10 µg/ml. 
 
 
2.- ESTUDIS FUNCIONALS DE LES CÈL·LULES DE MELANOMA QUE SOBREEXPRESSEN 
LA ISOFORMA V3 DE VERSICÀ 
 
2.1 Migració sobre col·lagen en les cèl·lules de melanoma humà LV3SN 

 En obtenir una expressió incrementada de la subunitat β1 de la integrina a les cèl·lules 

SK-mel-1.36-1-5 que sobreexpressaven V3 respecte les control, es va pensar en analitzar la 
migració d’aquestes cèl·lules sobre un altre substrat com el col·lagen tipus I reconegut per 
aquesta família d’integrines. La sobreexpressió de V3 va causar una disminució en la migració 
sobre el col·lagen de 2.4 vegades respecte les control (Fig. 25A). Les cèl·lules que havien 
migrat, marcades amb calceïna, es van poder visualitzar amb el microscopi de fluorescència (Fig. 
25B).  
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Figura 25. Migració de les cèl·lules SK-mel-1.36-1-5 sobre col·lagen. Les cèl·lules es van plaquejar en pous 
tipus transwells sobre col·lagen tipus I (15 µg/ml) a una concentració de 5x104 cèl·lules/pou i es van incubar 
overnight amb 50 ng/ml de rhHGF en el compartiment inferior com a factor migratori. Posteriorment es marcaren 
amb calceïna (0.1mM) i es féu la lectura al CytoFluor 2350 (Millipore) a una longitud d’ona d’excitació de 485 nm i 
una lectura d’emissió de 530 nm. 25A. Resultats de 4 experiments i la seva desviació estàndard. 25B. Posteriorment 
es van visualitzar al microscopi de fluorescència Nikon Eclipse E800. 
 
2.2 Possibles causes del retard en la proliferació de les cèl·lules que sobreexpressen V3 

Els resultats presentats a l’article mostraven que la disminució de la proliferació es 
correlacionava amb un increment dels nivells de p21, un inhibidor de cicle cel·lular. Malgrat això, 
les diferències en p21 observades no semblaven explicar les diferències en les corbes de 
creixement i, a més, en el cas de les Mewo, p21 estava mutada i possiblement no funcional. Per 
tant, es va pensar que el retard observat en les corbes de creixement no fos causat per una 
menor proliferació, sinó per una major apoptosi de les cèl·lules que sobreexpressaven V3.  
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Per aquest motiu es realitzaren noves corbes de creixement tenint en compte les 
cèl·lules que morien i, per tant, es trobaven en el medi de cultiu, no adherides. Vam agafar com a 
model d’estudi la línia cel·lular Mewo, ja que era la que mostrava una major diferència en les 
corbes de creixement. Com veiem a la Figura 26 sí que s’aprecia un major percentatge de 
cèl·lules mortes a les cèl·lules que sobreexpressaven V3, però no és suficient per explicar les 
grans diferències que observem en les corbes de creixement, ja que les mitjanes de cèl·lules 
mortes respecte les vives són de 0.5% a les cèl·lules LXSN versus 1.2% a les LV3SN .  
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Figura 26. Estudi de l’apoptosi en cèl·lules Mewo que sobreexpressen V3. Recompte de les cèl·lules mortes 
(recollides en el medi de cultiu) respecte les vives (%) en una corba de creixement de la línia cel·lular Mewo. Mitjana 
de tres experiments ± SD. 
 

El següent pas fou pensar que es produïa un retard en el cicle cel·lular. Per aquest motiu 
s’estudià el cicle cel·lular amb citometria de flux. Les cèl·lules es van sincronitzar, deixant-les en 
un percentatge elevat en fase de G0/G1, per poder comparar la progressió del cicle. 
S’analitzaren totes les línies cel·lulars sense que s’apreciessin diferències significatives, excepte 
en el cas de la línia cel·lular Mewo, en la qual es va observar un lleuger retard en el cicle de les 
cèl·lules V3 respecte les controls (Fig. 27). El retard s’aprecià a l’entrada del segon cicle i ens féu 
pensar que era un retard petit, però acumulatiu. A partir de les 48 hores, però, ja no es pot 
continuar analitzant degudament el cicle cel·lular mitjançant citometria perquè les cèl·lules ja no 
estan sincronitzades i, per tant, no es poden comparar.  

Amb l’anàlisi per citometria de flux també es pot apreciar si les cèl·lules entren en 
apoptosi o no. En el nostre cas no s’aprecià cap pic subdiploid que ens ho indiqués, amb la qual 
cosa descartàvem definitivament que les cèl·lules que sobreexpressaven V3 patissin una 
apoptosi incrementada, almenys de manera significativa. 
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Figura 27. Anàlisi del cicle cel·lular amb citometria de flux en cèl·lules que sobreexpressen V3. A.1, A.2. 
Evolució del cicle cel·lular a les línies cel·lulars Mewo LXSN i LV3SN, respectivament. B. Esquema de l’estat del 
DNA a les 36 hores d’inici del cicle cel·lular a la línia cel·lular Mewo. G0/G1: pic vermell; S: zona ratllada; G2/M: 
zona verda. 
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2.3 Estudis de tumorigènesi en ratolins. Anàlisi dels tumors primaris 
Com s’ha descrit en el segon article, un dels efectes més notables de l’expressió de V3 

és incrementar significativament el període de latència d’aparició dels tumors després de la 
injecció intradèrmica (ID) de les cèl·lules que sobreexpressen V3 en ratolins. A part d’analitzar 
histopatològicament els tumors primaris (Fig. 28) produïts per la injecció ID de les cèl·lules que 
sobreexpressaven V3 i les controls i confirmar que es tractaven de melanomes, es va començar 
a fer l’estudi immunohistoquímic amb alguns marcadors del nostre interès. 

 

  
Figura 28. Ratolí mascle BALB/c nu/nu amb 2 tumors primaris intradèrmics. Tumors originats de la inoculació 
ID amb la línia cel·lular CML-1 LXSN. 

 
En aquest sentit, el primer que vam analitzar fou l’expressió de versicà en els tumors 

primaris. Per aquest motiu vam fer la immunodetecció utilitzant l’anticòs anti-versicà obtingut al 
nostre laboratori (Touab et al., 2002). En el cas de les línies cel·lulars de melanoma humà 
observàrem un marcatge pericel·lular molt marcat en el cas de les SK-mel-1.36-5, tant a les 
controls com a les que sobreexpressaven V3 (Fig. 29), mentre que en el cas de les Mewo no es 
detectà cap marca a les controls i una marca molt lleugera pericel·lular a les que 
sobreexpressaven V3. Aquests resultats demostren que els tumors són originats per les línies de 
melanoma i, a més, expressen el versicà transfectat. L’anticòs no va reconèixer el versicà produït 
per les cèl·lules canines (CML-1 i CML-10c2) i, per tant, no vam poder estudiar els tumors 
originats per aquestes línies. 
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Figura 29. Immunohistoquímica de versicà dels tumors primaris originats per les línies cel·lulars SK-mel-
1.36-1-5 i Mewo. Immunohistoquímiques realitzades en talls de criostat de 4 µm. a i b: LXSN; c i d: LV3SN. Fotos a, 
b i c: 100X; d: 200X.  
 

El següent a estudiar mitjançant la immunohistoquímica fou la presència d’HA, com es 
descriu a Materials i Mètodes. En aquest cas, vam veure que totes les línies cel·lulars estudiades 
expressaven HA a l’espai extracel·lular amb possibles diferències entre les control i les que 
sobreexpressaven V3, sobretot en el cas de les línies cel·lulars SK-mel-1.36-1-5 i CML-10c2 
(Fig. 30).  

 SK-mel-1.36-1-5 CML-10c2

a

dc

b

 
Figura 30. Immunohistoquímica d’HA dels tumors primaris originats per les línies cel·lulars SK-mel-1.36-1-5 i 
CML-10c2. Immunohistoquímiques realitzades en talls de criostat de 4 µm. a i b: LXSN,  c i d: LV3SN. Fotos: 100X. 

 

En el cas de SK-mel-1.36-1-5 LXSN es veia marca per sota l’epiteli, en disposició 
fibril·lar i al tumor hi havia marca, dèbil, per zones concretes, que envoltava nius de cèl·lules. En 
canvi, en el cas de LV3SN era similar a l’anterior, però semblava que hi havia més marca, també 
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disposada com en forma de fibres que envoltaven nius de cèl·lules. Pel que fa a la línia canina 
CML-10c2 es veia també una marca més intensa a LV3SN que a les controls. En general, a tots 
els tumors semblava que hi havia més marca d’HA per la perifèria del tumor (semblant al que 
passava amb CD44). 

Per últim, s’estudià l’expressió de CD44 amb l’anticòs caní (Serra et al., 2004) als tumors 
originats per les línies cel·lulars de melanoma caní, CML-1 i CML-10c2. Es veié un patró de tinció 
similar a l’observat en l’estudi de biòpsies de melanomes canins (Fig. 31), és a dir amb la tinció 
més intensa a la part més externa del tumor. En canvi, no es van apreciar diferències 
significatives entre les cèl·lules control i les que sobreexpressaven V3. Els teixits de l’hoste són 
negatius a aquest anticòs. 

 

CML-10c2CML-1

a b

c d

 
Figura 31. Immunohistoquímica de CD44 dels tumors primaris originats per les línies cel·lulars canines 
CML-1 i CML-10c2. Immunohistoquímiques realitzades en talls de criostat de 4 µm. a i b: LXSN,  c i d: LV3SN. 
Fotos: 100X. 

 
En aquests ratolins, quan es detectava l’aparició d’un tumor intradèrmic de 0.5 cm de 

volum s’extirpava el tumor mitjançant cirurgia. Llavors els animals es mantenien fins que 
s’observava l’aparició de metàstasis espontànies. En l’anàlisi d’aquestes metàstasis espontànies 
s’observà que hi havia molts tumors d’origen limfoproliferatiu. El fet d’haver utilitzat un vector 
retroviral per la transfecció de les cèl·lules és probablement la causa d’aquest tipus de 
neoplàsies. El que sí s’aprecià, i de forma significativa, fou que les cèl·lules que 
sobreexpressaven la isoforma V3 de versicà de les línies cel·lulars Mewo (melanoma humà) i 
CML-10c2 (melanoma caní) produïen metàstasis importants al pulmó (principal lloc de metàstasi 
dels melanomes) (Fig. 32), mentre que no es veien en els controls respectius (Taula 6). Calen, 
però, més estudis per valorar el significat d’aquests resultats. 
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Línia cel·lular Metàstasis a pulmó 

SK-mel-1.36-1-5 LXSN 0/6 

SK-mel-1.36-1-5 LV3SN 0/6 

Mewo LXSN 0/4 

Mewo LV3SN 2/4 

CML-1 LXSN 0/6 

CML-1 LV3SN 0/6 

CML-10c2 LXSN 0/6 

CML-10c2 LV3SN 2/6 

                                    
 

Taula 6. Nombre d’animals afectats de metàstasis a pulmó. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 32. Metàstasi espontània en un pulmó d’un ratolí injectat ID amb les cèl·lules CML-10c2 LV3SN. 
Aquesta metàstasi sorgí després d’haver extirpat el tumor primari. 
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3.- EXPRESSIÓ DE CD44 EN TUMORS MELANOCÍTICS CANINS. 
 
ANTECEDENTS 
 

CD44 és el principal receptor de superfície cel·lular de l’HA i sovint s’ha vist 
sorbreexpressat en les cèl·lules tumorals. La transducció de senyals s’activa per la interacció 
HA-CD44. El versicà s’uneix a l’àcid hialurònic formant matrius pericel·lulars tridimensionals que 
envolten les cèl·lules. Recentment el nostre grup de recerca ha descrit que les cèl·lules de 
melanoma caní expressen versicà de forma diferencial (Serra et al., 2002). En el cas del 
melanoma humà in vivo, hi ha conflicte en les dades bibliogràfiques. 

Els resultats descrits en aquesta secció responen a l’objectiu d’analitzar conjuntament 
l’expressió de CD44, versicà i hialurònic en 2 línies de melanoma caní. Així mateix, es vol 
estudiar l’expressió diferencial de CD44 en biòpsies canines de melanoma, benignes i malignes. 
 
 
 
 
Article: “Differential expression of CD44 in Canine Melanocytic Tumours” 
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Summary

CD44, the main cell surface receptor for hyaluronan (HA), is often overexpressed in tumour cells, and its
presence has been related to cell proliferation and migration. Many of the functions of CD44 are
mediated through its interaction with hyaluronan. This study investigated the expression of CD44 in
CML-1 and CML-10c2 canine melanoma cell lines and melanoma biopsies, and the production of
hyaluronan and versican by the canine melanoma cell lines. Versican is an extracellular proteoglycan that
binds hyaluronan, forming a tridimensional pericellular coat surrounding the cells. Both canine
melanoma cell lines expressed CD44 and produced HA, but only CML-1 produced versican. Cells
expressing all three components (CD44, HA and versican) formed abundant extracellular matrices as
demonstrated by a particle exclusion assay. CD44 was present within benign and malignant melanomas,
but its expression was more intense in malignant melanomas ðP , 0:01Þ: In high CD44-expressing
tumours, CD44 tended to be present in the periphery of malignant melanomas, whereas its expression was
homogeneous in benign melanomas.

q 2004 Elsevier Ltd. All rights reserved.
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Introduction

Melanoma is relatively common in dogs, accounting
for 3% of all neoplasms and up to 7% of all malignant
tumours. The most frequently affected sites are the
oral cavity (56%), lip (23%), skin (11%) and digit
(8%) (Smith et al., 2002). Canine oral melanomas are
virtually always considered malignant, whereas more
than 95% of cutaneous melanocytic lesions are
benign (Smith et al., 2002). Molecular changes linked
with malignant transformation of melanocytes
include altered expression of cell adhesion mol-
ecules, such as CD44.

CD44 is the main cell surface receptor for
hyaluronan (HA). It is a glycoprotein with a protein
core composed of an extracellular, a transmem-
brane and an intracellular domain (Goodison et al.,
1999; Bajorath, 2000; Turley et al., 2002).

The extracellular domain binds hyaluronan, a
ubiquitous component of the extracellular matrix,
whereas the cytoplasmic domain selectively inter-
acts with cytoskeletal proteins such as ankyrin and
the ERM (ezrin/radixin/moesin) family, and regu-
lates specific signalling through several pathways
leading to the concomitant onset of multiple
functions such as changes in cell proliferation,
adhesion and migration (Turley et al., 2002). Many
functions of CD44 are mediated through its
interaction with its ligand hyaluronan. In the
extracellular space, hyaluronan interacts with pro-
teoglycans from the hyalectan family such as
versican (Zimmermann, 2000). It is believed that
hyaluronan and versican, together with other
glycoproteins such as tenascin, form tridimensional
complexes that constitute an organized lattice in
the intercellular space (Yamaguchi, 2000). Changes
in the pattern of expression of these molecules are
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likely to (1) disrupt normal cell interactions and
thus contribute to structural and functional dis-
organization, and (2) promote cell proliferation
and migration. These features are all characteristics
of cancer cells.

In the case of melanoma, CD44 has been
implicated in cell migration (Faassen et al., 1992;
Thomas et al., 1992, 1993; Knutson et al., 1996; Peck
and Isacke, 1996) and proliferation in vitro (Ahrens
et al., 2001). Tumour cell lines with raised concen-
trations of CD44 are capable of forming particularly
aggressive tumours in animals (Birch et al., 1991),
largely due to the ability of CD44 to mediate cell
attachment to HA (Bartolazzi et al., 1994). The
importance of CD44–HA interaction in tumour
development has been shown by the suppression of
tumour formation in the presence of soluble CD44
(Ahrens et al., 2001) or anti-CD44 antibody (Guo
et al., 1994).

The use of CD44 as a diagnostic marker in
human oncology was first suggested when it was
shown that CD44 expression was greatly altered in
several human tumours. Initial studies showed that
tumour tissues contained a high number of CD44
molecules as compared with those present in
corresponding normal tissues (Goodison et al.,
1999). However, the situation in respect of mela-
noma is confusing, since some workers have found
that all human melanocytic lesions show strong
uniform expression of CD44 (Schaider et al., 1998),
whereas others have found a decreased expression
of CD44 with increasing invasiveness (Harwood
et al., 1996) or metastasis (Seelentag et al., 1997), or
associated with a poor prognosis (Karjalainen et al.,
2000). In contrast, high CD44 expression by human
melanomas was associated with an increased meta-
static risk, according to Dietrich et al. (1997).

Recently, the characterization of a canine CD44
specific monoclonal antibody was reported by
Alldinger et al. (1999). The aims of the present
study were to investigate (1) the presence of CD44,
hyaluronan and versican in canine melanoma cell
lines with this specific monoclonal antibody, and
(2) the presence of CD44 in canine melanocytic
lesions, to assess its significance as a marker of
malignancy in such lesions.

Materials and Methods

Cell Lines and Cell Culture

Canine melanoma cell lines CML-1 and CML-10c2
were originally derived from an oral and a
cutaneous canine melanoma respectively (Wolfe
et al., 1987). Cells were grown in a humidified

atmosphere at 378C with 5% CO2 in RPMI 1640
medium supplemented with fetal calf serum 10%,
penicillin 100 U/ml, and streptomycin 100 mg/ml
(Gibco BRL/Life Technologies, Rockville, MD,
USA). The medium conditioned by the cells was
then collected, and a cocktail of protease inhibitors
(10 mM ethylene diamine tetraacetic acid [EDTA],
5 mM benzamidine, 5 mM N-ethylmaleimide, and
1 mM phenyl-methyl-sulphonyl-fluoride [PMSF]
[Sigma, St Louis, MO, USA]) was added to avoid
proteolytic degradation.

Immunocytochemistry

Cells were grown on coverslips, rinsed with phos-
phate-buffered-saline (PBS) containing 8 mM
Na2HPO4, 1.5 mM KH2PO4, 137 mM NaCl, and
2.7 mM KCl, pH 7.4, and fixed with a solution of
paraformaldehyde 3% containing saccharose 2%
for 20 min at room temperature. After rinsing with
PBS, cells were made permeable by treatment with
Triton X-100 0.1% in PBS for 10 min at room
temperature and nonspecific binding sites were
blocked by treatment for 20 min with a mixture of
bovine serum albumin (BSA) 1% and goat serum
20% for versican or BSA 1% and rabbit serum 20%
for CD44 detection. Cells were then incubated
overnight at 48C with rat monoclonal anti-CD44
antibody (1 in 200 in PBS; kindly provided by Dr
S. Alldinger, Justus-Liebig-Universitat, Giessen,
Germany) or polyclonal anti-versican antibody
raised in our laboratory (1 in 100 in PBS) (Touab
et al., 2002). Subsequently, cells were washed four
times with PBS and incubated with an anti-rat IgG
antibody conjugated with fluorescein isothiocya-
nate (FITC) (1 in 320 in PBS; Amersham Pharmacia
Biotech, Uppsala, Sweden) or anti-rabbit-FITC
antibody (1 in 30 in PBS; Roche, Indianapolis, IN,
USA), respectively, as secondary antibody. Nuclei
were “visualized” by incubating the coverslips with
the selective DNA-binding dye Hoetsch 33342 (bis
benzamidine; 0.1 mg/ml) for 3 min. This dye also
serves as a marker for cell viability since it binds DNA
only from live cells. Cultures were studied with a
Nikon Eclipse E800 epifluorescence microscope
and photographed with an integrated camera
system.

Western Blot Analysis

Cell extracts for CD44 determination were pre-
pared by lysing CML-1 or CML-10c2 subconfluent
cell cultures in Tris–HCl buffered saline (10 mM
Tris, 150 mM NaCl, pH 7.4) (TBS) supplemented
with Nonidet P40 (NP40) 1%, 10 mM EDTA, 5 mM
benzamidine, 1 mM PMSF. After shaking for 15 min
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on ice the sample was centrifuged and the super-
nate analysed by sodium dodecyl sulphate (SDS)-
polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE). In
the case of versican, aliquots of media conditioned
by the growth of CML-1 or CML-10c2 subconfluent
cell cultures were digested with chondroitinase ABC
(Seikagaku Corp., Tokyo, Japan) (50 mU/ml in a
solution containing 33 mM sodium acetate and
33 mM Tris–HCl, pH 8.0). The incubations were
terminated by boiling the samples for 5 min.
Samples were run in a 10% polyacrylamide-SDS
gel in the case of CD44 or in a 3–10% gradient gel in
the case of versican, under reducing conditions.
After electrophoresis, proteins were transferred to
polyvinylidene difluoride membranes (Immobilon-
P; Millipore Corp, Bedford, MA, USA). Membranes
were placed in a blocking solution consisting of
skimmed milk 5% in TBS and Tween-20 0.05% and
incubated for 1 h at room temperature. After
blocking, membranes were incubated with the
anti-CD44 antibody (1 in 100) or the anti-versican
antibody (1 in 1000) in skimmed milk 5% in TBS for
16 h at 48C, washed, incubated with a secondary
peroxidase-labelled antibody and developed by
means of chemiluminescence (ECL System; Amer-
sham Pharmacia Biotech).

Competitive Elisa Assay for Hyaluronan Determination

The method of Underhill et al. (1993) with some
modifications was used. Microtitre plates (96-well)
(Nunc, Roskilde, Denmark) were coated with HA
conjugated to BSA 20 mg/ml, in PBS. After incu-
bation for 2 h at 48C, the plates were washed with
PBS and blocked with calf serum 10% in PBS.
Standard hyaluronan (50–1000 ng/ml; Sigma) and
conditioned media were mixed with biotinylated
hyaluronic acid binding protein (b-HABP) 0.65 mg
in 10% calf serum-PBS and incubated for 3–6 h at
48C. The blocking solution was removed from the
plates and 80 ml of the mixture HA/b-HABP was
added to triplicate wells. Incubation was carried out
overnight at 48C. Plates were washed four times with
PBS and 0.16 mg of horseradish streptavidin-
labelled peroxidase (Vector Laboratories, Burlin-
game, CA, USA) in PBS containing calf serum 10%
was added to the wells before incubation at 48C for
90 min and washing with PBS. The substrate
solution was prepared just before use by dissolving
15 mg of 2,20azinobis 3-ethylbenzothiozaline sul-
phonic acid (AEBT; Sigma) in 30 ml of 0.1 M citrate
buffer (pH 4.2) and adding 30 ml of 30% H2O2. The
plates were incubated with the substrate at room
temperature until colour developed (c. 20–30 min).

The absorbances were read at 405 nm, and a semi-
log standard curve was used to calculate hyaluronan
concentrations.

Demonstration of Pericellular Matrix

This was accomplished by means of a particle-
exclusion assay as described by Evanko et al. (2001).
Canine red blood cells were fixed in 10% formalin,
washed, suspended in PBS (108 cells/ml), intro-
duced into sparse (50% confluence) cultures of
CML-1 or CML-10c2 cells and allowed to settle for
15 min before photographing. In the case of cells
producing a pericellular matrix, the red blood cells
were sterically excluded from the HA/versican
cell coat, which delineated a clear zone between
the melanoma cells and the erythrocytes adjacent
to cell margins. In the case of cells lacking a
pericellular coat, red blood cells appeared immedi-
ately adjacent to the melanoma cells.

Immunohistochemistry

A total of 28 melanocytic tumours was studied,
including 11 benign melanocytic lesions and 17
malignant melanomas. Sixteen of the 17 malignant
melanomas were within the oral cavity, and the
other was cutaneous. Nine of the 11 benign
melanomas were of cutaneous origin, one being
situated in the vulva and the other in the
sclerocornea. Slides and paraffin wax blocks were
selected from the archives of the Pathology
Department at the Facultat de Veterinària (UAB).

Sections (4 mm) were cut from the paraffin wax
blocks. After blocking the nonspecific sites with
goat serum 20% in TBS for 30 min, the sections
were incubated with the CD44 antibody (1 in 100 in
TBS) at 48C overnight (Alldinger et al., 1999). After
washing several times, they were then incubated
with a secondary antibody, (biotin-labelled goat
anti-rat IgG; Amersham Pharmacia Biotech), at a 1
in 400 dilution in TBS for 1 h at room temperature.
Avidin-biotin and 3-amino-9-ethylcarbazole (AEC)
were used as the detection system. In negative
controls, preimmune rat serum was used instead of
the CD44 monoclonal antibody. The slides were
counterstained with Mayer’s haematoxylin.

The sections were examined “double-blindly” by
two observers (RR, MS) and the intensity of
labelling of CD44-positive neoplastic cells was
evaluated as follows: 2 , none; þ , very mild; þþ ,
mild; þþþ , moderate; þþþþ , intense.

Statistical analyses were performed by the
Wilcoxon Rank Sum test and the SASw statistical
package (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA).
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Results

Presence of CD44 in Canine Melanoma Cell Lines

Cell extracts from subconfluent cultures of CML-1
and CML-10c2 canine melanoma cell lines were
prepared and analysed by the Western blot tech-
nique with monoclonal antibody against canine
CD44. The results (Fig. 1A) show that both cell
lines produced CD44. The pattern consisted of a
single band of c. 80 kDa. The cellular location of
CD44 was analysed immunocytochemically with

the same antibody. As seen in Fig. 1B, CD44
appeared to be confined mainly to the cell surface.
The expression of CD44 was similar in both cell
lines.

Production of Hyaluronan and Versican by Canine
Melanoma Cell Lines

Since CD44 is the main receptor for hyaluronan,
and versican is another ligand for this large
polysaccharide, the next step was to determine

Fig. 1. Identification of CD44 in canine melanoma cell lines. (A) Western blot with monoclonal anti-CD44 antibody; cell extracts
from subconfluent CML-1 and CML-10c2 canine melanoma cells show a c: 80-kDa band reacting positively with the antibody.
Molecular weight markers are shown diagrammatically on the left. (B) CD44 immunocytochemistry in subconfluent CML-1
(A,B) and CML-10c2 (C,D) melanoma cells. CD44 is found mainly at specific regions at the cell surface (A,C). Cell viability
was assessed by staining the nuclei with Hoetsch stain (B,D). £ 400.

M. Serra et al.174



whether the cell lines used in this study produced
any of these molecules. HA expression was detected
by competition ELISA with biotinylated hyaluronic
acid binding protein (b-HABP). Fig. 2 shows the
results obtained in these experiments. Both cell
lines produced hyaluronan, but approximately five
times more HA was detected in medium con-
ditioned by CML-1 than in that conditioned by
CML-10c2.

The presence of versican in conditioned med-
ium was determined by Western blotting with an
antibody raised in our laboratory. The results (Fig.
3A) showed that CML-1 but not CML-10c2 cells
expressed the V0 and V1 isoforms of versican. An
unidentified third band recognized by the antibody

Fig. 2. Hyaluronan concentration in the conditioned growth
medium of CML-1 canine melanoma cells is five times
higher than in that of CML-10c2 cells. HA determi-
nation was performed by ELISA.

Fig. 3. Identification of versican in canine melanoma cell lines. (A) Western blot with the polyclonal anti-versican antibody;
conditioned growth medium from subconfluent CML-1 canine melanoma cells, treated with chondroitinase ABC, shows a
pattern of two bands corresponding to the V0 and V1 isoforms of versican. CML-10c2 cells lack versican. (B) Versican
immunocytochemistry. Versican has a diffuse cytoplasmic pattern of expression in CML-1 melanoma cells (A), whereas it is
absent from CML-10c2 cells (C). Cell viability was assessed by staining the nuclei with Hoetsch stain (B,D). £ 400.
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was also observed, but its molecular weight did not
correspond to any versican isoform. These results
accorded with our previous results (Serra et al.,
2002). Results similar to those obtained by Western
blotting were obtained immunocytochemically; the
precursor or metabolized versican molecules were
demonstrated inside the cell (Fig. 3B), since the
antibody recognizes only the protein part of the
molecule, rather than the entire proteoglycan
form.

Pericellular Matrix Produced by Canine Melanoma
Cell Lines

The HA-based pericellular matrix produced by
CML-1 and CML-10c2 cell lines was demonstrated
by means of a particle exclusion assay. As seen in
Fig. 4, CML-1 cells excluded red blood cells from
the immediate vicinity of their upper surfaces and
margins, indicating the existence of a coat sur-
rounding the cells. CML-10c2 cells did not show
this feature; this was consistent with a reduced cell
coat, which allowed red blood cells to settle
immediately adjacent to the cell margins.

Presence of CD44 in Benign and Malignant Canine
Melanomas

Immunohistochemical examination of melanocytic
lesions revealed a significant difference ðP , 0:01Þ
between benign and malignant melanomas in
terms of CD44 expression. As seen in Table 1,
36% of benign melanomas did not express CD44,
while in the remainder, CD44 expression ranged
from very mild to moderate (Fig. 5A, B). All but one
malignant melanoma expressed CD44 (Fig. 5C–F).
CD44 was confined to the cell membranes (Fig. 5C,
D) and was clearly expressed in neoplastic cells
arranged in nests (Fig. 5E, F).

Table 1
CD44 expression in canine melanocytic tumours

Number (and %) of tumours in which CD44
expression was graded

Tumours 2 þ þþ þþþ þþþþ

Benign ðn ¼ 11Þ 4 (36) 2 (18) 1 (9) 4 (36) 0 (0)
Malignant ðn ¼ 17Þ 1 (6) 3 (17) 1 (6) 4 (24) 8 (47)

2 , None; þ , very weak; þþ , weak; þþþ , moderate; þþþþ , intense.

Fig. 4. Pericellular matrix formation by CML-1 and CML-10c2 canine melanoma cell lines. (A) CML-1 cells exclude erythrocytes
from the upper surface and from the margins, indicating the presence of a pericellular coat. (B) CML-10c2 cells allow the
red blood cells to settle adjacent to the membrane, indicating the absence of a cell coat. £ 400. The diagram below, which
indicates the components in each figure, is shown for clarity.
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Intratumoral CD44 expression also differed
between benign and malignant melanomas,
benign and malignant lesions scored as moderate
or intense showing different patterns
of CD44 expression (Fig. 6A). Thus, benign
CD44-expressing melanomas showed a uniform
homogeneous pattern inside the lesion; in

malignant melanomas, however, the expression
of CD44 tended to be more intense at the
periphery of the tumour. The rest of the
tumours showed a random distribution of the
antigen. Examples of the homogeneous and
peripheral patterns of CD44 expression are
shown in Fig. 6B.

Fig. 5. Immunodetection of CD44 in benign (A, B) and malignant melanomas (C–F). CD44 immunoreactivity is lower in
melanocytomas (A, score þþ ; B, score þþþ) than in malignant melanomas (C–F [oral], score þþþþ). Expression of
CD44 at the cell membrane (C, D) and in nests of neoplastic cells (E, F) is shown. ABC method, Mayer’s haematoxylin
counterstain. A, C, D, E, F: £ 400. B: £ 200.
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Discussion

CD44 and its ligand hyaluronan are implicated in
human and murine melanoma cell proliferation
and migration (Faassen et al., 1992; Thomas et al.,
1992, 1993; Knutson et al., 1996; Peck and Isacke,
1996; Ahrens et al., 2001). CD44 was expressed in
the two canine melanoma cell lines used in this
study as a cell membrane-bound protein of around
80 kDa. In many species, CD44 is found in several
isoforms formed by alternative splicing of 10
variant exons (Goodison et al., 1999; Bajorath,
2000). Although nothing is known about canine
isoforms, extrapolation from human data suggests
that the isoform found in canine melanoma cell
lines corresponds to the standard form of CD44,
i.e., the isoform that does not carry any of

the variant exons. This is similar to what is found
in human melanoma cell lines (East et al., 1993;
Manten-Horst et al., 1995; Goebeler et al., 1996).

Hyaluronan is a large polysaccharide that forms
a tridimensional lattice in the extracellular med-
ium. This extracellular coat is formed by hyalur-
onan, versican and other glycoproteins such as
tenascin (Yamaguchi, 2000), and constitutes the
scaffold that surrounds the cells and maintains the
equilibrium between adhesion and migration
ability. Membrane-bound CD44 receives the infor-
mation provided by this lattice and signals to the
cell machinery (Turley et al., 2002), triggering
proliferation and migration (Thomas et al., 1992;
Ahrens et al., 2001). Our results showed that CML-1
cells express CD44, produce high amounts of HA
and express versican, whereas CML-10c2 cells

Fig. 6. (A) The distribution of CD44 expression from benign lesions scored as moderate (score þþþ) was mainly homogeneous
(H) in the tumours (75%), whereas in malignant melanomas scored as moderate or intense (score þþþ or þþþþ)
expression was mainly concentrated at the periphery (P) of the tumours (75%). In the rest of positive tumours (score þþþ

or þþþþ), CD44 was distributed with a random (R) pattern. (B) Left: Melanocytoma with moderate expression of CD44
(score þþþ) localized uniformly in the tumour. Right: Malignant melanoma with intense expression of CD44 (score
þþþþ) localized mainly in the periphery of the tumour. ABC method, Mayer’s haematoxylin counterstain. £ 200.
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display a similar surface expression of CD44,
produce HA in lower amounts, and do not express
versican. Moreover, a particle exclusion assay
demonstrated a pericellular coat in CML-1 but
not CML-10c2 cells. These results support the
hypothesis that all three components (CD44, HA
and versican) are needed to sustain a pericellular
matrix. This may have functional consequences
since our previous work with human melanoma cell
lines demonstrated that versican was capable of
increasing cell proliferation and decreasing cell
adhesion in vitro (Touab et al., 2002), and thus may
contribute to the aggressive behaviour of mela-
noma cells.

Dietrich et al. (1997) found an association
between high CD44 surface expression on human
primary cutaneous melanomas and increased
metastatic risk, whereas Karjalainen et al. (2000)
found that CD44 was decreased in metastatic
melanomas. The present study showed that CD44
expression was higher in canine malignant mela-
nomas than in melanocytomas. This difference
between canine and human patients may be due to
the fact that canine malignant melanomas are
usually localized in the oral mucosa (16 out of 17 in
the present study), whereas malignant melanomas
in man are mainly of cutaneous origin, the
incidence of human oral melanoma being only
1–2% (Smith et al., 2002). In our panel of tissues,
only one of the malignant lesions was localized in
the skin, and in this tumour CD44 expression was
scored as þþþ . The environment of the oral
mucosa is different from that of the skin, especially
with regard to the hyaluronan content (Tammi
et al., 1990), and this may explain some of the
differences between human and canine CD44
expression.

A noteworthy finding was the different CD44
distribution within benign and malignant lesions.
Amongst tumours with a comparatively high CD44
expression, the benign ones showed homogeneous
expression in all regions of the tumour (three of
four cases), whereas nine of 12 malignant tumours
showed CD44 expression that was strikingly intense
in the periphery of the lesion. The results suggest
that this distribution is related to external areas of
proliferation in the tumour and that CD44
expression may be one factor supporting tumour
cell proliferation.
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Un dels objectius inicials del projecte va ser caracteritzar el model caní a nivell cel·lular i 
molecular per tal d’avaluar les seves similituds amb el melanoma humà i, per tant, la utilitat del 
gos com a model experimental.  

En aquest sentit es va començar per la caracterització de tres línies cel·lulars de 
melanoma caní, centrant-nos en l’estudi de PGs i efectes de factors de creixement, molècules 
totes elles implicades en els fenòmens d’invasió i metàstasi. Per això es van utilitzar tres línies de 
melanoma caní: CML-1, CML-6M i CML-10c2. D’aquest primer objectiu en sorgí el primer article. 

En veure l’expressió diferencial de versicà, tant en les cèl·lules de melanoma caní 
estudiades com en cèl·lules de melanoma humà prèviament, i tenint en compte els resultats 
previs del laboratori que demostraven el paper del versicà com a inductor de la proliferació i 
inhibidor de l’adhesió en melanoma (Touab et al., 2002), el següent objectiu va ser la 
sobreexpressió a cèl·lules humanes i canines de melanoma de la isoforma curta de versicà V3, a 
la qual li manquen les cadenes GAG, i estudiar la possible reversió del fenotip maligne de les 
cèl·lules de melanoma estudiades. D’aquest objectiu en sortí el segon article (enviat). 

Per últim, per continuar l’estudi del gos com a model del melanoma humà i veient els 
resultats obtinguts en relació amb versicà, CD44 i HA, es va decidir estudiar aquest complex tant 
en les cèl·lules canines in vitro com en biòpsies de melanoma caní in vivo. D’aquest darrer 
objectiu en sorgí el tercer article.  
 Seguint aquestes premisses, la discussió dels nostres resultats s’estructura en tres 
apartats: 

1. Expressió de proteoglicans in vitro en tres línies cel·lulars de melanoma caní: CML-1, 

CML-6M i CML-10c2. Efecte dels factors de creixement: TGF-β, IGF-1 i HGF sobre la 

producció de proteoglicans. Estudi de l’efecte del factor TGF-β sobre la proliferació 

cel·lular. 
2. Efectes de la sobreexpressió de la isoforma V3 de versicà en melanoma humà i caní: 
estudis funcionals i potencial tumorigènic.  Estudi de l’expressió de MMPs i integrines. 
3. Expressió de CD44 en melanomes canins. 
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1. Expressió de proteoglicans in vitro en tres línies cel·lulars de melanoma caní: CML-1, 

CML-6M i CML-10c2. Efecte dels factors de creixement: TGF-β, IGF-1 i HGF sobre la 

producció de proteoglicans. Estudi de l’efecte del factor TGF-β sobre la proliferació 
cel·lular 
 
Expressió de proteoglicans in vitro en tres línies cel·lulars de melanoma caní: CML-1, 
CML-6M i CML-10c2 
 Els tumors espontanis en els animals de companyia ofereixen una oportunitat única com 
a models per a l’estudi de la biologia tumoral humana, així com la seva possible terapèutica. El 
melanoma es troba dins dels tipus tumorals més interessants en aquestes espècies gràcies a la 
seva relativa elevada incidència, a un comportament biològic similar, respostes als agents 
citotòxics comparables i una curta vida, així com una mida corporal relativament gran. El model 
de l’animal de companyia i en el cas del melanoma, concretament del gos, pot proporcionar 
poblacions útils per provar l’eficàcia i toxicitat de noves teràpies (Vail i MacEwen, 2000). 
 La disponibilitat de línies cel·lulars de melanoma caní pot proporcionar un útil sistema in 

vitro, una font important d’investigació dels mecanismes de melanogènesi i d’estudi de 
característiques patològiques i immunològiques d’aquest tumor, tal com han proporcionat les 
línies cel·lulars de melanoma humanes i murines establertes. A més, no hi ha bons models de 
melanoma en els animals de laboratori més comuns com la rata i el ratolí. En aquest sentit, 
Wolfe et al. (1987) van establir i caracteritzar parcialment vuit línies cel·lulars canines de 
melanoma derivades de melanomes espontanis.  El nostre treball ha tingut com a primer objectiu 
ampliar la caracterització de tres d’aquestes línies cel·lulars.  
 La línia CML-1 va ser establerta a partir d’un melanoma oral primari, per tant d’un 
melanoma maligne. Aquesta línia es caracteritza per tenir una forma fusiforme, una baixa relació 
nucli/citoplasma i un nucli ovalat-allargat, i uns límits citoplasmàtics ben definits. La línia cel·lular 
CML-6M deriva d’una lesió metastàtica a limfonode amb un origen primari cutani a tòrax, per tant 
també prové d’un melanoma maligne. Es caracteritza per una forma epitelioide (poligonal) amb 
una relació nucli/citoplasma elevat, el nucli es rodó-ovalat i conté un o dos nuclèols prominents, i 
els límits citoplasmàtics no estan ben definits. En el seu origen és pigmentada, però només es 
detecta en els cultius primaris i primers passatges, mentre que a partir del 5è passatge ja es 
troben totes les cèl·lules amelanòtiques. Aquesta línia cel·lular és altament metastàtica, ja que 
produí metàstasis experimentals en el 50% dels ratolins inoculats (Wolfe et al., 1987). La línia 
cel·lular CML-10c2 es va establir com a un clon en agar tou derivat de la CML-6M (Oliver i Wolfe, 
1992). És, doncs, una línia cel·lular derivada d’un melanoma maligne, de forma epitelioide, no 
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pigmentada i amb una elevada relació nucli/citoplasma. En l’establiment d’aquestes línies es 
definiren les característiques morfològiques i els patrons de creixement estables des del 
passatge 40 fins el 120, marge entre el qual ens hem mantingut en tots els estudis realitzats en 
les tres línies cel·lulars estudiades (normalment entre el passatge 40 i el 80).  
 Diferents proteoglicans tipus condroïtin sulfat (CSPG) influeixen en el comportament de 
la cèl·lula de melanoma i s’han proposat com a reguladors essencials de l’adhesió, proliferació i 
migració. S’ha descrit un augment dels CSPGs durant la transició dels melanòcits normals a 
nevus (Meier et al., 1998). L’expressió de proteoglicans s’ha relacionat freqüentment al 
desenvolupament de tumors malignes (revisat per Iozzo, 1988). El versicà s’ha identificat en 
línies cel·lulars de melanoma humà indiferenciades i en melanomes malignes, i és responsable 
de disminuir l’adhesió cel·lular i incrementar la proliferació cel·lular en les línies de melanoma 
humà (Touab et al., 2002). També es troba incrementat en altres tipus tumorals com càncer de 
mama (Nara et al., 1997), histiocitoma (Isogai et al., 1996) i càncer de próstata (Ricciardelli et al., 
1997; Ricciardelli et al., 1998).  

El marcatge mitjançant [35S]-sulfat proporciona una mesura directa de la massa de GAGs 
sintetitzada durant el període de marcatge, ja que el [35S] s’incorpora a les cadenes sulfatades 
(revisat per Calabro et al., 2000). A les línies cel·lulars CML-1 i CML-6M es va identificar una 
banda tipus CSPGs (només obtinguérem digestió mitjançant la condroïtinasa ABC) amb un 
elevat pes molecular, situada a la interfase entre el gel separador i el gel concentrador. Quan les 
mostres marcades amb [35S]-metionina es van tractar amb condroïtinasa ABC s’identificava una 
proteïna nucli formada per dues bandes de diferent pes molecular, superiors a 400 kDa. Al 
laboratori, ja s’havia detectat un PG de característiques molt similars expressat per la línia 
d’astrocitoma humà U-251 i diverses línies de melanoma humà en estat de diferenciació 
primerenca. Aquest PG d’alt pes molecular es va identificar com a versicà (Touab et al., 2002). 
Per confirmar la identitat d’aquest proteoglicà d’alt pes molecular en les nostres línies cel·lulars 
canines s’usà l’anticòs policlonal preparat en el nostre laboratori (ja prèviament comparat amb 
anticossos contra versicà proporcionats pel Dr. D. R. Zimmermann, Universitat de Zurich, 
Suïssa). Aquest anticòs va reconèixer aquestes dues bandes en les línies cel·lulars CML-1 i 
CML-6M, demostrant la presència de versicà en aquestes cèl·lules. També s’havia vist 
prèviament al laboratori la presència de versicà en cultius de cèl·lules de melanoma humà 
mitjançant immunocitoquímica usant el mateix anticòs. Els pesos moleculars aproximats 
calculats per a les dues bandes del cor proteic en l’electroforesi mitjançant SDS-PAGE, després 
de la digestió amb condroïtinasa ABC, són de 550 i 500 kDa, que corresponen a les  isoformes 
V0 i V1, respectivament (revisat per Zimmermann, 2000). La isoforma més abundant tant en 
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CML-1 com CML-6M és V1, de manera similar a diverses línies de melanoma humà 
indiferenciades. En canvi, la línia cel·lular CML-10c2 no expressà cap isoforma de versicà. 
L’absència d’expressió de versicà de CML-10c2 s’assimila a l’absència d’expressió que trobem 
en les cèl·lules diferenciades de melanoma humà.  

Per tant, els nostres resultats in vitro mostren que les dues línies cel·lulars canines de 
melanoma maligne CML-1 i CML-6M expressen les isoformes V0 i V1 de versicà i, per tant, 
possiblement tindrien caràcter de cèl·lules indiferenciades. Recentment el nostre grup ha descrit 
que la regulació de l’expressió de versicà es correlaciona amb el grau de diferenciació de les 
cèl·lules de melanoma humà, estant absent en les cèl·lules diferenciades, mentre que és 
abundant en les cèl·lules indiferenciades (Domenzain et al., 2003). L’absència de versicà en la 
línia cel·lular CML-10c2 suggereix que aquestes cèl·lules tenen un grau de diferenciació més 
avançat, possiblement  adquirit en el seu procés d’establiment (recordem que deriven de la línia 
cel·lular CML-6M). De totes maneres, no tenim suficients dades d’aquestes línies canines per 
confirmar aquesta hipòtesi i caldria fer una caracterització molecular més àmplia. Les isoformes 
produïdes per CML-1 i CML-6M són V0 i V1, de manera similar a les isoformes produïdes en 
diferents tipus de tumors cerebrals humans (Paulus et al., 1996; Touab et al., 2002). 

El versicà pertany a la família dels hialectans, la qual també inclou l’agrecà, neurocà i 
brevicà. Són proteoglicans tipus condroïtin sulfat presents a la matriu extracel·lular, i que es 
caracteritzen per formar complexes amb l’àcid hialurònic. El versicà és probablement el membre 
més versàtil de la família d’acord amb la seva estructura i distribució tissular. Fins avui es 
coneixen les seqüències del versicà humà (Dours-Zimmermann i Zimmermann, 1994), de ratolí 
(Ito et al., 1995), boví (Schmalfeldt et al., 1998) i de pollastre, conegut com PG-M (Shinomura et 
al., 1993). Tal com es detalla en la introducció, s’han identificat vàries isoformes de versicà 
provinents de processos de splicing alternatiu que generen quatre variants al versicà humà, boví 
i de ratolí (Zako et al., 1995; Zako et al., 1997). Les diferències entre les variants per splicing es 
troben en la porció central del cor proteic. En la isoforma V0 del versicà trobem dos segments 

portadors de condroïtin sulfats, anomenats GAG-α i GAG-β, mentre que a les isoformes més 

petites V1 i V2 falta el domini GAG-α o GAG-β, respectivament. Cap dels mòduls portadors de 

glicosaminoglicans es troben en la isoforma V3 del versicà (Fig. 33).  
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            Figura 33. Les diferents isoformes del versicà.  

 
No és estrany trobar versicà (isoformes V0 i V1) a les cèl·lules de melanoma ja que hem 

de recordar que les cèl·lules pigmentades procedeixen de la cresta neural i, per tant, tenen un 
origen neuroectodèrmic (Crelin, 1974). Proposem, doncs, que en el cas de les cèl·lules de 
melanoma l’expressió de versicà és indicatiu d’un procés de desdiferenciació dels melanòcits en 
la seva progressió a melanoma. Resultats obtinguts recentment en el nostre grup han descrit 
com les cèl·lules de melanoma humà expressen versicà (V0 i V1), mentre que deixen 
d’expressar-ne quan es diferencien in vitro (Domenzain et al., 2003). De fet, les isoformes V0 i 
V1 són expressades transitòriament per un elevat nombre de teixits en estat proliferatiu durant el 
desenvolupament embrionari (Kimata et al., 1986) i la isoforma V0 és la més abundant durant el 
moviment de les cèl·lules de la cresta neural (Perissinotto et al., 2000). De tota manera, això no 
vol dir que no es trobi versicà en els teixits adults, ja que sobretot es troba versicà (V1 és la 
isoforma prevalent en teixits adults humans i murins) en teixits connectius d’òrgans interns i en 
teixits de múscul llis, sobretot als vasos sanguinis (Cattaruzza et al., 2002). A la pell es troba 
versicà a la dermis i capa basal de l’epidermis.  

Les funcions suggerides dels proteoglicans agregadors van des de suport estructural de 
matrius riques en hialurònic a rols moduladors en l’adhesió cel·lular, migració i proliferació. 
També s’ha descrit que el versicà indueix un augment de proliferació i migració cel·lular, mentre 
que produeix una disminució de l’adhesió cel·lular  (Touab et al., 2002). Aquests resultats 
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obtinguts al nostre laboratori suggereixen que el versicà podria estar implicat en el procés de 
desdiferenciació de les cèl·lules de melanoma en relació amb el melanòcit, cosa que podria 
facilitar la no adhesió de les cèl·lules tumorals i promoure’n el seu creixement, contribuint a una 
malignitat superior dels melanomes indiferenciats.  

De fet, resultats similars s’han descrit en altres tipus cel·lulars, ja que Yamagata et al. 
(1989) van demostrar que les isoformes V0 i V1 interfereixen amb l’adhesió de vàries cèl·lules al 
col·lagen I, fibronectina i laminina, inhibició mediada aparentment per les cadenes de 
glicosaminoglicans. Les isoformes del versicà també poden participar en el control de la 
proliferació cel·lular com es suggereix per l’expressió incrementada durant la proliferació de 
fibroblasts dèrmics i queratinòcits (Zimmermann et al., 1994). L’increment de versicà a la matriu 
tumoral sembla tenir dues possibles raons: un mecanisme de l’hoste formant barreres de dipòsits 
de versicà a les cèl·lules tumorals invasores, o aquestes matrius riques en versicà proporcionen 
un ambient favorable pel creixement tumoral i la locomoció (revisat per Zimmermann, 2000). En 
el cas de càncer de pròstata es suggereix que el rol del versicà pot ser desestibilitzar els 
contactes focals de les cèl·lules (Ricciardelli et al., 1997; Ricciardelli et al., 1998).  

En el cas del melanoma, la detecció de versicà es correlaciona amb la producció d’HA 
(Turley i Tretiak, 1985; Knudson et al., 1996). El versicà interacciona amb l’HA a través del seu 
domini N-terminal i, per tant, el complex versicà-HA pot formar matrius riques en HA que 
produirien un ambient dilatat i hidrofílic que deformaria la MEC compacta i facilitaria el moviment 
cel·lular. Aquests canvis moleculars a la MEC podrien contribuir a l’elevada mobilitat de les 
cèl·lules indiferenciades de melanoma i incrementar la capacitat de migrar i desenvolupar lesions 
metastàtiques.  

Al nostre laboratori s’ha descrit, mitjançant la  immunohistoquímica, que el versicà podria 
servir de marcador pel melanoma, ja que s’han detectat diferències d’expressió entre diferents 
lesions melanocítiques humanes i el versicà podria servir d’ajuda pel diagnòstic correcte d’aquest 
tipus de lesions, sobretot participant en el reconeixement i gradació dels nevus melanocítics 
displàsics (Touab et al., 2002). En el cas del melanoma caní es va observar que, tot i haver-hi 
reacció amb les mostres canines en el cas del western blot, es donava una manca de reactivitat 
de l’anticòs amb les mostres canines de melanoma en la immunohistoquímica. Per tant, no s’ha 
pogut detectar el versicà en els melanomes canins in vivo fins el moment. També s’ha descrit al 
nostre laboratori que l’expressió de versicà es correlaciona amb el grau d’atípia dels nevus 
displàsics (Touab et al., 2003). Aquests resultats estan d’acord amb la hipòtesi que el versicà pot 
contribuir a les propietats anòmales de les cèl·lules melanòtiques transformades. Els efectes del 
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versicà sobre adhesió i proliferació poden contribuir a la capacitat de les cèl·lules dels nevus 
displàsics a proliferar més ràpidament. 

 
L’altre PG extracel·lular identificat en el melanoma humà és mel-CSPG (melanoma-

specific PG). Aquest CSPG de membrana consisteix en un cor glicoproteic de 250 kDa (Ross et 
al., 1984) amb vàries cadenes GAG que fan un PG complet d’un pes molecular que varia de 400 
a 1000 kDa (Fig. 34). És alliberat al medi com a resultat d’un trencament proteolític de la forma 
de membrana (Heredia et al., 1996).  
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Figura 34. Estructura del Mel-CSPG. A la figura s’indica el lloc de proteòlisi que s’alliberarà al medi.  
 

El mel-CSPG ha estat involucrat en la regulació de l’adhesió, proliferació i migració de 
les cèl·lules de melanoma (Iida et al., 1995; Iida et al., 1998; Burg et al., 1998; Eisenmann et al., 
1999;). Amb el marcatge mitjançant [35S]-sulfat es va veure com el patró de proteoglicans 
extracel·lulars fou similar entre les línies cel·lulars CML-1 i CML-6M, mentre que es veié un 
marcatge metabòlic molt dèbil en el cas de CML-10c2. En el cas de CML-1 i CML-6M es va 
detectar el versicà i, a més, un altre PG d’elevat pes molecular, d’aproximadament 400 kDa. 
Aquesta banda s’identificà provisionalment com l’homòleg caní de mel-CSPG, tot i que no es 
pogué identificar mitjançant western blot probablement perquè l’anticòs B5 utilitzat és monoclonal 
i no té reactivitat creuada amb la molècula d’origen caní, mentre que sí s’havia demostrat al 
laboratori que reconeixia mel-CSPG humà (Heredia et al., 1996a; 1996b). Aparentment, la línia 
cel·lular CML-10c2 tampoc expressa mel-CSPG, de manera similar a les línies de melanoma 
humà diferenciades, mentre que CML-1 i CML-6M sí que probablement l’expressen, com les 
línies humanes indiferenciades.  
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Tot i que CML-1 i CML-6M produïen un patró similar de PGs extracel·lulars, es va 
observar una diferència general en el pes molecular d’aquestes molècules, ja que tenien un pes 
molecular més elevat en CML-1 que en CML-6M. Probablement aquest fet s’atribueix a la 
diferència en la llargada o nombre de cadenes GAG, almenys en el cas del versicà, ja que el cor 
proteic és el mateix per ambdues línies cel·lulars. També sembla que CML-1 i CML-6M difereixin 
en la quantitat relativa de PGs, i aquestes diferències podrien tenir un paper en el comportament 
cel·lular de cadascuna d’elles.  

 

Efecte dels factors de creixement TGF-β, IGF-1 i HGF sobre la producció de proteoglicans. 

Estudi de l’efecte del factor TGF-β sobre la proliferació cel·lular 

Les cèl·lules de melanoma produeixen un elevat nombre de factors de creixement i 
citoquines i dels seus receptors que els permeten créixer de forma autònoma i metastatitzar 
(Lázar-Molnár et al., 2000). Per altra banda, l’estructura i composició de PGs i altres components 
de la MEC estan sota el control dels factors de creixement i factors de diferenciació. El factor de 

transformació beta (TGF-β) és un dels factors més importants en la regulació del creixement 

cel·lular i del metabolisme de macromolècules de la matriu extracel·lular (MEC). El TGF-β 

indueix l’apoptosi en melanòcits normals però, en canvi, no ho produeix en cèl·lules de nevus i 
de melanoma, (Alanko i Saksela, 2000).  

El TGF-β1 no va provocar cap efecte significatiu sobre la proliferació cel·lular en cap de 

les tres línies cel·lulars de melanoma caní, mentre que el factor disminuïa de manera molt 
significativa la proliferació de la línia cel·lular Mv1Lu, utilitzada com a control positiu. Tot i que 
generalment el factor actua com a inhibidor de la proliferació cel·lular, en alguns casos s’ha 

descrit la inducció d’aquesta per part del TGF-β. Prèviament al nostre laboratori s’havia descrit 

que vàries línies de melanoma humà diferien en la seva resposta a TGF-β, ja que algunes eren 

inhibides i altres no responien al factor. També s’ha descrit que tant TGF-β1 com TGF-β2 no 

afectaven a la proliferació de les cèl·lules de melanoma SK-mel24. Per altra banda, s’ha vist com 

la proliferació de cèl·lules de melanoma primari podia inhibir-se pel TGF-β, mentre que en 

estadis més agressius es perdia aquesta resposta (Heredia et al., 1996; Teti et al., 1997; 

Shellman et al., 2000). En tot cas, la manca d’efecte del TGF-β1 observada en el nostre cas no 

és deguda a mutacions en els receptors, ja que les cèl·lules són capaces de respondre al factor 
quant a la síntesi de PGs. En el cas de la línia cel·lular de melanoma humà SK-mel-23, la 

proliferació tampoc s’inhibia amb el tractament amb TGF-β i el problema tampoc era degut a 

l’absència de receptors (Heredia et al., 1996). La manca de resposta al TGF-β pot ser causada 
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per diferents mecanismes. Una mutació en algun component de la via de transducció de senyal o 

de transcripció podria ser la causa d’aquest efecte diferencial de TGF-β1. En aquest sentit, la 

manca de p15 o la sobreexpressió de c-Myc provoca que les cèl·lules siguin resistents a la 

inhibició de creixement del TGF-β (Derynck et al., 2001). En aquest sentit caldrien estudis 

addicionals per clarificar què és el que succeeix en les cèl·lules de melanoma caní.  

A més dels efectes sobre la proliferació cel·lular, TGF-β és un potent inductor de PGs i 

altres molècules de la MEC, com la fibronectina, col·làgens i integrines (Massagué, 1998). Amb 

la finalitat d’aprofundir en els efectes del TGF-β hem estudiat la influència del factor sobre la 

síntesi de proteoglicans en les tres línies de melanoma caní. El TGF-β indueix la producció de 

proteoglicans en les línies cel·lulars CML-1 i CML-6M, mentre que no s’ha vist efecte en la línia 
CML-10c2, la qual té una expressió de proteoglicans molt dèbil. Aquest efecte és similar al 
descrit prèviament al nostre laboratori en cèl·lules de melanoma humà (Heredia et al., 1996a; 
1996b), així com en línies cel·lulars humanes d’astrocitoma i neuroblastoma. En aquests estudis 

es veia un increment màxim a la dosi de 100 pM TGF-β de la síntesi de mel-CSPG i l’efecte del 

factor depenia del grau de diferenciació cel·lular en les línies cel·lulars de melanoma humà. En el 
nostre cas, veiem un increment significatiu en les dues línies cel·lulars de melanoma caní 
malignes CML-1 i CML-6M, mentre que no es veu efecte en la línia cel·lular CML-10c2 
(anteriorment ja proposada com a més diferenciada), tot i que no es pot avaluar bé degut al poc 
marcatge de proteoglicans obtingut. En el cas de les SK-mel-23 (cèl·lules de melanoma humà 
diferenciades) només hi havia PGs de pes molecular baix i no de pes molecular alt, cosa que 
també s’intueix en el cas de CML-10c2. 

En els nostres resultats veiem que l’increment de producció de proteoglicans en les línies 
CML-1 i CML-6M es veu tant al proteoglicà d’elevat pes molecular (versicà) com a la resta de 
proteoglicans marcats i es deu a l’augment del nombre i/o longitud de les cadenes de GAGs, ja 
que no es veu cap canvi en el nucli proteic dels proteoglicans després del marcatge amb [35S]-
metionina. El factor no activa la transcripció de versicà, sinó que l’increment en la incorporació 

del precursor radioactiu [35S]-sulfat és degut a un efecte del TGF-β1 a nivell post-traduccional 

que modifica el processament de les cadenes de GAGs, on s’incorporen aquests precursors, 
com ja s’ha descrit per altres proteoglicans de tipus condroïtin sulfat (Romarís et al., 1991, 1995; 

Heredia et al., 1996). El versicà també és induït per TGF-β1 en cèl·lules humanes (Kähäri, et al., 

1991; Heredia et al., 1996a). 

S’ha descrit que el TGF-β pot actuar a nivell post-traduccional sobre la longitud de les 

cadenes de GAGs (Bassols i Massagué, 1988; Faassen et al., 1993), el nombre de cadenes de 
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GAG (Romarís et al., 1995) i/o el patró de sulfatació d’aquestes cadenes (Schönherr et al., 
1993). L’increment en la incorporació de [35S]-sulfat també podria ser degut a un increment en el 
nombre de cèl·lules o a la disminució de la velocitat de degradació del proteoglicà, o una 
combinació de vàries d’aquestes possibilitats. Podem descartar l’increment del nombre de 

cèl·lules, ja que el TGF-β1 no produeix cap efecte significatiu en les nostres línies cel·lulars. És 

difícil definir el significat fisiològic d’un augment de les cadenes de GAGs, ja sigui degut a un 
major nombre de cadenes o a la seva elongació. Les interaccions entre proteoglicans i altres 
molècules es produeixen en molts casos a nivell precisament dels GAGs. Per tant, és lògic 
suposar que canvis en les cadenes de GAGs, com els observats en el nostre cas, poden 
modificar aquestes interaccions. I cal recordar que canvis en la matriu extracel·lular poden influir 
en la resposta cel·lular. 

La resistència als efectes inhibidors de proliferació del TGF-β és característic del 

melanoma humà i la seva producció està incrementada amb la progressió del melanoma. El 

TGF-β incrementa en la transició de la fase radial (RGP) a la fase vertical (VFP) del melanoma 

humà (revisat per Meier et al., 1998). El TGF-β1 produït per les cèl·lules de melanoma activa als 

fibroblasts a produir matriu entre el tumor i pel seu voltant. Per tant, una funció important del 

TGF-β1 en el melanoma és la de remodelar l’estroma del tumor, el qual proporciona la bastida i 

una estimulació positiva feedback cap al tumor (Berking et al., 2001). Una situació similar s’ha 
descrit en el càncer de pròstata (Sakko et al., 2001). Els nostres resultats demostren que també 
hi haurà un efecte autocrí sobre la producció de MEC per part de les pròpies cèl·lules de 

melanoma. Així, doncs, veiem que el TGF-β en el cas del melanoma caní produiria un efecte 

positiu en el desenvolupament tumoral, ja que produiria un increment en la síntesi de PGs per 
part de les cèl·lules tumorals, la qual cosa remodelaria la MEC, la qual també es veuria 

remodelada per l’estimulació de l’estroma tumoral per part de l’increment del TGF-β produït per 

les cèl·lules de melanoma caní. Caldria mesurar la quantitat de TGF-β que produeixen les 

cèl·lules de melanoma caní. Així mateix, les cèl·lules del melanoma no respondrien a l’efecte 

inhibitori de creixement del TGF-β. No cal oblidar les complexes interaccions entre el TGF-β en 

l’entorn tumoral. Recentment s’ha descrit una disminució autocrina de l’E-cadherina i una 

sobreexpressió d’integrines i MMP-9 mediades pel TGF-β, que facilita la migració de les cèl·lules 

de melanoma i incrementa l’adhesió a l’endoteli. La supressió immune i els efectes angiogènics 

del TGF-β poden també contribuir a les metàstasis del melanoma ja que permetrien escapar a 

les cèl·lules del sistema immune i, a més, donaria suport a les necessitats nutricionals pel 
creixement cel·lular (revisat per Hsu et al., 2002). 
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En el nostre treball també vam incloure l’efecte de dos factors més sobre la producció de 
proteoglicans: l’IGF-1 (insulin-like growth factor-1) i l’HGF (hepatocyte growth factor). En el cas 
de l’IGF-1 vam veure un increment significatiu en la producció de proteoglicans de les línies 
cel·lulars de melanoma caní, tot i que l’augment era molt poc apreciable. El factor IGF-1 ha estat 
descrit com a estimulador de la síntesi de PGs en diferents tipus cel·lulars. Per exemple, s’ha vist 
que la incorporació de [35S]-sulfat en l’agrecà és estimulada per IGF-1 en cultius de condròcits 
(van der Kraan et al., 1993). També s’ha descrit un augment de la síntesi de proteoglicans, degut 
a un increment del procés de glicosilació, així com un increment en la síntesi d’àcid hialurònic 
induït pel IGF-1 en cèl·lules peritubulars de testicles immadurs de rata (Thiébot et al., 1997). Cal 
destacar el rol del factor IGF-1 i els seu receptor en la regulació del creixement del melanoma. 
Totes les cèl·lules melanocítiques expressen el receptor per IGF-1 i la seva abundància 
incrementa amb la progressió tumoral, però les cèl·lules de melanoma no produeixen IGF-1 
(revisat a Slominski et al., 1998). L’IGF-1 incrementa la supervivència, migració i creixement de 
cèl·lules de lesions primerenques, però no de tumors primaris en fases avançades o 
metastàtiques (Satyamoorthy et al., 2001), malgrat és una senyal general de supervivència anti-
apoptòtica (revisat per Hanahan i Weinberg, 2000). 

Els melanòcits expressen el receptor d’HGF: el protoncogen c-met.  L’HGF és un 
mitogen de melanòcits humans i, recentment, s’ha vist implicat com un factor important pel 
desenvolupament i disseminació de melanomes. L’activació autocrina de c-met indueix el 
desenvolupament del melanoma maligne i l’adquisició del fenotip metastàtic (Otsuka et al., 1998; 
Rusciano et al., 1998; Hamoen, et al., 2001). Quan s’indueix l’activació autocrina d’HGF, 
disminueix l’E-cadherina en els melanòcits i línies cel·lulars de melanoma. Per tant, l’HGF autocrí 
desacobla els melanomes dels queratinòcits i, per tant, allibera les cèl·lules de melanoma del 
control dels queratinòcits i permet la disseminació del tumor (Li et al., 2001). En canvi, el 
tractament amb HGF no va provocar cap efecte sobre la producció de PGs a les cèl·lules de 
melanoma caní, tot i que està descrit el seu receptor en melanòcits i cèl·lules de melanoma 
(Rusciano et al., 1998). 
 Per tant, els PGs extracel·lulars produïts per les cèl·lules de melanoma caní CML-1 i 
CML-6M són el versicà i un altre CSPG similar al mel-CSPG, de forma similar a les cèl·lules de 

melanoma humà indiferenciades. El TGF-β1 incrementa la producció de PG extracel·lulars al 

medi i el pes molecular d’aquestes macromolècules, de manera semblant al que succeeix en les 
cèl·lules de melanoma humà indiferenciades. En canvi, la línia cel·lular CML-10c2 produeix una 

baixa quantitat de PGs d’elevat pes molecular i no respon al TGF-β1, de forma semblant al que 

succeeix en les línies cel·lulars de melanoma humà diferenciades. Per tant, les línies cel·lulars 
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canines podrien ser un bon sistema cel·lular per estudiar les característiques moleculars dels 
melanomes i el paper dels PGs en el procés tumorigènic. 
 
2.- Efectes de la sobreexpressió de la isoforma V3 de versicà en melanoma humà i caní: 
estudis funcionals i potencial tumorigènic. Estudi de l’expressió de MMPs i integrines 
 
Efectes de la sobreexpressió de la isoforma V3 de versicà sobre la proliferació, cicle 
cel·lular i apoptosi 
 Per sobreexpressar la isoforma V3 de versicà a dues línies de melanoma humà i dues de 
melanoma caní es va utilitzar un sistema retroviral, que ja havia estat descrit anteriorment per la 
sobreexpressió de versicà i altres proteoglicans. El vector retroviral utilitzat es va desenvolupar 
en el laboratori d’A.D. Miller (Fred Hutchinson Cancer Research Center, Seattle, WA, USA) (Fig. 
35). Els proteoglicans són molècules grans i es va veure com els vectors retrovirals era el 
sistema més adequat per la seva sobreexpressió (Fischer et al., 2001). Les avantatges d’utilitzar 
el sistema retroviral són l’elevada eficiència d’infecció i que el gen transduït s’incorpora 
ràpidament dins del genoma de les cèl·lules hoste que s’estan dividint, per tant assegurant 
l’expressió estable del gen. A més, en un recent estudi ja havien utilitzat aquest mateix sistema 
per veure els efectes que produïa la sobreexpressió de V3 en cèl·lules arterials de múscul llis 
(Lemire et al., 2002). 
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Figura 35. Descripció esquemàtica dels vectors retrovirals LXSN i LV3SN. 
 

Les cèl·lules de melanoma humà i caní tenen una expressió diferencial de les isoformes 
V0 i V1 de versicà, la qual està relacionada amb el grau de diferenciació cel·lular (Domenzain et 
al., 2003). L’expressió de versicà està associada amb un fenotip cel·lular proliferatiu i sovint es 
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troba en teixits que mostren una elevada proliferació, tant en el desenvolupament embrionari 
com en una varietat de tumors: mama, cervell, pròstata i melanoma (revisat per Wight, 2002). Els 
efectes de versicà s’han correlacionat amb el cor proteic o a les cadenes GAG i la concentració 
de versicà associada a la superfície cel·lular és un factor crític, ja que la seva pèrdua s’associa 
amb la disminució de la proliferació cel·lular. Per tant, es va sobreexpressar la isoforma V3 de 
versicà en línies humanes i canines de melanoma que diferissin en l’expressió endògena de V0 i 
V1. La hipòtesi inicial era que la sobreexpressió de la isoforma petita V3 podria competir amb les 
isoformes grans V0, V1 i revertir el fenotip maligne de les cèl·lules de melanoma. Aquest canvi 
fenotípic dependria de l’expressió endògena de les isoformes grans de versicà. Per aquest motiu, 
es va sobreexpressar la isoforma V3 de versicà a les línies indiferenciades SK-mel-1.36-1-5, 
humana, i CML-1, canina, perquè ambdues expressaven de forma endògena les isoformes V0 i 
V1 de versicà. També es va sobreexpressar la isoforma V3 de versicà a la línia cel·lular 
diferenciada de melanoma humà Mewo i a la línia cel·lular de melanoma caní CML-10c2, les 
quals no expressaven cap isoforma de versicà de forma endògena.  

El resultat més sorprenent de les quatre línies cel·lulars de melanoma, tant canines com 
humanes, que sobreexpressen la isoforma V3 és la seva major lentitud en el creixement en 
cultiu. Aquest efecte també s’havia descrit en les cèl·lules de múscul llis arterials, on s’observava 
que la sobreexpressió de V3 alterava dramàticament el fenotip d’aquestes cèl·lules ja que també 
n’incrementava l’adhesió, en disminuïa la migració i incrementava  l’expressió de tropoelastina 
(Lemire et al., 2002; Merrilees et al., 2002). Aquest resultat estava d’acord amb la nostra hipòtesi 
ja que es revertia aquesta característica del fenotip maligne, però s’observava en totes les línies, 
tant les que expressaven V0/V1 com les que no. Això implicava que l’efecte antiproliferatiu no 
podia ser degut únicament a una competència amb les isoformes V0/V1 pro-proliferatives. Per 
tant, suggeriríem que la interacció de versicà a través dels dominis EGF-like del domini G3 de V3 
amb el receptor de l’EGF podria estar alterada en les cèl·lules que sobreexpressen la isoforma 
V3 de versicà i, per tant, es veuria una inhibició de la via de senyal de transducció mitogènica 
(Fig. 36). A més, aquesta hipòtesi explicaria la diferència d’inhibició de la proliferació entre les 
cèl·lules que expressen les isoformes de versicà V0 i V1 de forma endògena i les que no. Tant 
les Mewo com les CML-10c2 (que no expressen versicà endogen) mostren una inhibició de la 
proliferació més marcada que les SK-mel-1.36-1-5 i les CML-1, respectivament, que sí expressen 
les isoformes V0 i V1 de versicà, les quals podrien competir amb la isoforma V3 per la interacció 
amb el receptor d’EGF. 
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Figura 36. Model de la disminució en la proliferació cel·lular en la línia cel·lular Mewo LV3SN. Possible 
interacció de versicà (a través dels dominis EGF-like del domini G3) amb el receptor de l’EGF en les cèl·lules Mewo 
que sobreexpressen la isoforma V3 de versicà i, per tant, es veuria una inhibició de la via de senyal de transducció 
mitogènica. 
 

Els nostres resultats semblen estar en contradicció amb els descrits en fibroblasts, on el 
versicà estimula la proliferació a través dels dominis G1 i G3. Es proposava que quan es 
sobreexpressava el minigen G1-G3, el domini G1 estimulava la proliferació disminuint l’adhesió 
(per poder proliferar cal que l’adhesió cel·lular al substrat disminueixi), mentre que l’expressió del 
domini G3 sol també incrementava la proliferació, però la delecció dels seus dos motius EGF-like 
reduïa la funció del versicà en l’estimulació de la proliferació cel·lular (Zhang et al., 1998; Zhang 
et al., 1999). S’han descrit resultats similars on el constructe G3 de versicà promovia el 
creixement d’una línia cel·lular d’astrocitoma, mentre que el constructe on s’havien delecionat els 

motius EGF-like (G3∆EGF) tenia un efecte dominant negatiu en la proliferació cel·lular de les 

cèl·lules de glioma, cosa que demostrava que la proliferació es promovia a través del domini G3. 

A més, l’expressió de G3∆EGF inhibia la secreció del versicà endogen (Wu et al., 2001). En el 

nostre cas, però, la sobreexpressió de V3 no altera la secreció del versicà endogen. Molt 

recentment s’ha descrit que les cèl·lules d’astrocitoma que expressen aquest G3∆EGF han 

perdut la característica de transformació cel·lular i tumorigènesi in vitro i in vivo (Wu et al., 
2004a).  

En el nostre cas, les cèl·lules de melanoma LV3SN es comporten de manera contrària, 
ja que la proliferació es veu fortament inhibida. Una possible explicació per aquesta diferència 
seria que els minigens dissenyats per Zhang et al. (1998; 1999) contenien una quantitat limitada 
de cadenes CS, les quals no es troben en el nostre sistema, ja que V3 està formada únicament 
pel domini G1 i G3. La presència o absència de cadenes CS podria modular la interacció de 
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versicà amb el receptor d’EGF. Pel que fa al cas de les cèl·lules arterials de múscul llis, on la 
sobreexpressió de V3 causava una disminució de la proliferació, es suggeria que V3, a través del 
domini G1 (d’unió a HA), podia competir i desplaçar les isoformes més grans de versicà, que 
contenen CS,  i, així, incrementar l’adhesió i disminuir la proliferació i la migració, com s’havia 
descrit (Lemire et al., 2002; Merrilees et al., 2002). Recentment, però, s’ha descrit que la 
proliferació de fibroblasts que sobreexpressen V3 s’afecta per la deposició d’elastina insoluble. 
La formació de la fibra elàstica i la proliferació cel·lular estan inversament correlacionades (Hinek 
et al., 2004). Per tant, en aquest cas l’efecte antiproliferatiu de V3 pot ser indirecte a través de 
l’elastina. 

Aquestes diferències observades sobre la proliferació entre els diferents sistemes 
cel·lulars que sobreexpressen V3 o G3 poden ser degudes a altres causes com, per exemple, 
diferents quantitats d’isoformes de versicà o altres molècules de la MEC en cada sistema 
cel·lular. La producció de versicà endogen de les cèl·lules de melanoma no es veu modificada 
per la sobreexpressió de la isoforma V3 ni en les línies cel·lulars que expressen V0 i V1, SK-mel-
1.36-1-5 i CML-1, ni en les línies cel·lulars que no n’expressen, Mewo i CML-10c2. Aquests 
resultats estan d’acord amb estudis en cèl·lules de leiomiosarcoma transfectades de manera 
estable amb el domini G1 o G3, on es veu que la sobreproducció dels dominis G1 o G3 no 
sembla influenciar la secreció del versicà endogen. Aquestes cèl·lules, però, mostren una 
elevada taxa de proliferació respecte les respectives controls (Cattaruzza et al., 2004).  

El versicà, doncs, podria regular la proliferació per diversos mecanismes: interacció 
directa amb un receptor de factor de creixement i per interferència amb l’adhesió cel·lular. En el 
cas de les cèl·lules de múscul llis arterials, el mecanisme que predominaria seria l’increment en 
l’adhesió cel·lular de les cèl·lules que sobreexpressen V3, possiblement per competència amb 
les isoformes antiadhesives V0 i V1 en les matrius pericel·lulars (Lemire et al., 2002). En canvi, 
en el nostre sistema de melanoma l’increment en l’adhesió cel·lular és moderat i no sembla ser el 
causant de la disminució en la proliferació de les cèl·lules de melanoma que sobreexpressen V3. 
A més, tampoc es veuen canvis substancials en la matriu pericel·lular a nivell morfològic.  

 
 És interessant que les cèl·lules de melanoma que sobreexpressen V3 mostrin un 
increment en els nivells endògens de p21, un inhibidor de les quinases ciclina-dependents 
(CDKs), que podria portar a un retard en el cicle cel·lular. Molt recentment, s’ha descrit una 
elevada proporció de cèl·lules a la fase G0/G1 en les anàlisis de cicle de cèl·lules nervioses 
transfectades amb les isoformes V1 i V2 de versicà, en les quals la proteïna ciclina A es troba 
disminuïda mentre que l’inhibidor de quinases tipus ciclina p27 està sobreexpressat (Wu et al.,  
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2004a). Els inhibidors de CDKs semblen tenir una importància rellevant en l’origen i progressió 
del melanoma, almenys en estudis genètics (veure Introducció).  

S’han descrit perfils d’expressió que distingeixen els diferents estadis de progressió del 
melanoma. La majoria d’alteracions detectades estan lligades al control de cicle cel·lular en la 
transició G1/S. Les cèl·lules de melanoma progressen, com fan altres tumors agressius, a través 
de la desregulació dels mecanismes que controlen la proliferació i escapant de la mort cel·lular 
programada. En un estudi molt recent la majoria de les proteïnes reguladores de cicle que s’han 
trobat desregulades estan involucrades en el control de la transició G1/S, incloent la ciclina D1, 
D3, E, CDK2, p16, p27 i p21. Un dels canvis més forts es dóna en la proteïna ciclina D1, que no 
s’expressa en els nevus i és expressada en el 48% dels melanomes en fase radial (Alonso et al., 
2004). En el nostre sistema, es descartaria la ciclina D1 com a possible causa de les diferències 
de proliferació observades, ja que els nivells d’expressió de la ciclina D1 entre les línies 
transfectades amb la isoforma V3 de versicà i les controls són similars.  
 Es pensà en una alteració del cicle cel·lular com a possible causa del retard en el 
creixement cel·lular. En les anàlisis de cicle cel·lular no es trobaren diferències significatives en 
les diferents línies cel·lulars transfectades, excepte en el cas de Mewo, on les transfectades amb 
V3 semblaven mostrar un lleuger retard en el cicle. El retard s’aprecià a l’entrada del segon cicle 
i ens va suggerir que era un retard petit, però acumulatiu. A partir de les 48 hores, però, ja no es 
pot continuar analitzant degudament el cicle cel·lular mitjançant citometria de flux perquè les 
cèl·lules es desincronitzen i no es poden comparar. La sobreexpressió de p21 explicaria el retard 
en cicle cel·lular, però precisament en el cas de la línia cel·lular Mewo, trobem la p21 mutada, 
amb la qual cosa l’anticòs no la reconeix i, per tant, no podem conèixer els nivells d’expressió de 
les LV3SN respecte les controls. 
 Per últim, per veure si el retard observat en les corbes de creixement era degut a un 
augment de l’apoptosi, en comptes d’una disminució de la proliferació, es van comptar els 
percentatges de cèl·lules mortes respecte les vives, en els assajos de proliferació. Es van veure 
diferències significatives entre les cèl·lules que sobreexpressaven V3 (tenien un percentatge de 
cèl·lules mortes superior) respecte les controls. Però aquests percentatges de cèl·lules mortes, 
tot i ser superiors, eren de valors molt baixos (de l’ordre de l’1.5%) per poder explicar l’important 
retard en el creixement que s’observava a les cèl·lules que sobreexpressaven V3. Tampoc vam 
trobar pics subdiploids en l’anàlisi de cicle cel·lular amb citometria de flux de les cèl·lules 
transfectades. Molt recentment s’ha mostrat que la sobreexpressió del domini G1, però no del 
domini G3, confereix resistència a l’apoptosi induïda per citotòxics en cèl·lules de 
leiomiosarcoma (Cattaruzza et al.,  2004). Els autors suggereixen que l’efecte promotor de la 
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proliferació i anti-apoptòtic mediat per la unió CD44-HA podria ser modulat per la mobilització de 
l’HA a la proximitat de la membrana cel·lular via el domini G1. En canvi, s’ha descrit recentment 
que l’expressió de la isoforma V2 indueix apoptosi en cèl·lules neuronals (Wu et al., 2004b) i que 

cèl·lules d’astrocitoma que expressen el constructe mutat G3∆EGF també mostren un important 

increment en l’apoptosi (Wu et al., 2004a). 
  

Una altra possible explicació per les diferències de proliferació observades podria ser per 
l’expressió diferencial de cadherines entre les línies control i les transfectades amb V3. La N-
cadherina media l’agregació homotípica entre les cèl·lules de melanoma així com l’adhesió 
heterotípica de les cèl·lules de melanoma als fibroblasts dèrmics i les cèl·lules endotelials 
vasculars. La interacció intercel·lular mitjançant N-cadherina promou la supervivència cel·lular 
independent de l’ancoratge, ja que activa Akt/PKB, la qual inactiva la proteïna proapoptòtica Bad 

i estabilitza moderadament la proteïna antiapoptòtica β-catenina. A més a més, promou la 

migració de les cèl·lules de melanoma sobre fibroblasts dèrmics per un mecanisme diferent del 
que regula la proliferació. Per tant, el canvi d’E- a N-cadherina durant el desenvolupament del 
melanoma no només allibera els melanòcits del control dels queratinòcits sinó que proporciona 
creixement i possibles avantatges metastàtiques a les cèl·lules de melanoma (Li et al., 2001b). Al 
laboratori s’ha començat a mirar la possible expressió diferencial d’E-cadherina, sense obtenir 
resultats satisfactoris. De totes maneres, estudis referents a la possible expressió diferencial de 
N-cadherina s’haurien de dur a terme en aquestes cèl·lules que sobreexpressen la isoforma V3 
de versicà per aclarir si les cadherines poden tenir algun efecte sobre la proliferació diferencial 
d’aquestes cèl·lules. 

L’associació incrementada d’HA a la matriu pericel·lular de les cèl·lules que 
sobreexpressen V3 podria ser una altra possible explicació del retard en el seu creixement, ja 
que s’ha descrit un potencial efecte autocrí en cèl·lules de sarcoma que sobreexpressen el 
domini G1 de versicà, el qual proporcionaria un equilibri entre la immobilització d’HA a la MEC en 
proximitat a les cèl·lules i la unió d’HA al seu receptor de superfície cel·lular CD44, provocant, 
així, un augment en la proliferació cel·lular (Cattaruzza at al., 2004). En el nostre cas, però, no 
hem observat diferències en l’expressió d’HA de les cèl·lules LV3SN respecte les controls. A més 
a més, estudis de la matriu pericel·lular, mitjançant l’assaig d’exclusió de partícules, tampoc van 
mostrar diferències entre les cèl·lules control i les que sobreexpressaven V3, tot i que la nostra 
hipòtesi inicial era que si hi havia sobreexpressió de versicà es podria alterar la matriu 
pericel·lular via la interacció amb HA (Fig. 37).  
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Figura 37. Model de formació de la matriu pericel·lular en les línies cel·lulars de melanoma. Esquema de la 
interacció entre el complex de MEC format pel versicà endogen-HA-tenascina i el CD44 de superfície cel·lular. Fotos 
de la matriu pericel·lular de CML-1 (visible) i de les CML-10c2 (no visible). 
 
 
Efectes de la sobreexpressió de V3 sobre la tumorigènesi 

Les cèl·lules que sobreexpressen V3 també van mostrar un retard en el potencial de 
creixement in vivo, ja que les latències dels seus tumors primaris foren més llargues que les 
seves respectives controls, transfectades amb el vector LXSN sol. La línia cel·lular SK-mel-1.36-
1-5 va ser, però, l’excepció, ja que no es van veure diferències significatives en el creixement 
dels tumors primaris entre els ratolins injectats amb les cèl·lules LV3SN i les LXSN. El fet de tenir 
un fenotip indiferenciat (Houghton et al., 1987) podria ser una possible explicació d’aquest 
resultat, ja que les permetria créixer d’una forma autocrina. La línia cel·lular Mewo és més 
diferenciada i, possiblement, més dependent de les senyals del microambient cel·lular. Primer es 
van analitzar els tumors primaris amb l’anticòs policlonal anti-versicà obtingut al nostre laboratori 
(Touab et al., 2002). En el cas de les línies cel·lulars de melanoma humà observàrem un 
marcatge pericel·lular molt marcat en els melanòcits de la dermis en el cas de les SK-mel-1.36-5, 
tant a les controls com a les que sobreexpressaven V3. En canvi, en el cas de les Mewo no es 
detectà cap marca a les controls, mentre que una marca pericel·lular molt lleugera als melanòcits 
de la dermis que sobreexpressaven V3. Aquests resultats demostren que els tumors són 
originats per les línies de melanoma i, a més, expressen el versicà transfectat. Com a control 
positiu intern teníem el marcatge de l’epiteli de l’epidermis del ratolí, ja que en la pell adulta 
normal, el versicà només es troba a l’epidermis i al voltant dels fol·licles pilosos, glàndules 
salivals i el teixit perivascular dels vasos sanguinis més grans (Zimmermann et al., 1994). 
L’anticòs utilitzat no reaccionà amb el versicà d’origen caní (CML-1 i CML-10c2) i, per tant, no 
vam poder comparar els tumors originats per aquestes línies cel·lulars.  
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En el nostre cas, els tumors primaris originats de les cèl·lules que sobreexpressaven V3 
arribaven a mides similars que els tumors originats de les cèl·lules control, tot i que en major 
temps. Aquests resultats es contradiuen amb els d’un estudi molt recent, on es descrivia que les 
lesions tumorals formades per les cèl·lules de leiomiosarcoma que sobreexpressaven el domini 
G1 de versicà creixien més ràpid i eren de mides majors que els tumors produïts per les cèl·lules 
controls i aquest efecte seria mediat per la localització d’HA a la proximitat de la membrana 
cel·lular mediada per G1 (Cattaruzza et al., 2004). En un altre estudi recent observaren que 
l’expressió d’un constructe de G3 de versicà en cèl·lules humanes d’astrocitoma promovia el 
creixement tumoral en ratolins i aquest efecte seria secundari a un increment en l’angiogènesi, ja 
que aquests tumors contenien més vasos sanguinis i més grans, implicant que G3 jugava un rol 
en la formació de vasos sanguinis. A més, van descriure la interacció entre versicà, fibronectina i 
VEGF, formant un complex que afavoria l’adhesió endotelial, la proliferació i la migració amb un 
efecte additiu d’aquests tres components (Zheng et al., 2004). Aquests resultats no estan d’acord 
amb els observats en les cèl·lules de melanoma que sobreexpressen V3, tot i que, com s’ha 
comentat anteriorment, podria ser que V3 tingués una interacció amb el receptor d’EGF diferent 
que el constructe del domini G3. En aquest sentit, cal destacar un altre estudi molt recent on 

mostren que l’expressió del G3∆EGF (li falten els dos motius EGF-like) de versicà produeix la 

pèrdua de transformació cel·lular i tumorigènesi in vitro i in vivo (Wu, et al., 2004a). Així doncs, 
sembla que la sobreexpressió de G1 o G3 independentment augmenta la tumorigènesi, mentre 
que la de V3 la disminueix. Hem de tenir en compte que en els dos estudis comentats, on 
analitzen només l’efecte d’un sol domini de versicà (G1 o G3), injecten subcutàniament les 
cèl·lules tumorals d’origen no cutani (leiomiosarcoma i astrocitoma, respectivament) als ratolins. 
En canvi, el nostre és un model òrgan-específic, ja que injectem les cèl·lules tumorals de 
melanoma intradèrmicament, de manera que provoquem el tumor primari a la dermis, el mateix 
lloc on es produiria de forma espontània. D’aquesta manera, el tumor creix en una estructura 
similar a la real, la dermis, mantenint les relacions paracrines corresponents amb els fibroblasts i 
queratinòcits de l’hoste, de la manera més semblant al que succeiria en el tumor espontani.  

 
Amb la finalitat de veure què passava in vivo amb el complex versicà-HA-CD44, a part 

de l’anàlisi de versicà, es van analitzar també l’HA i el CD44. Pel que fa als marcatge amb HA 
s’observà un major marcatge en els tumors originats de les cèl·lules que sobreexpressaven V3 
respecte les control, sobretot en el cas de les línies cel·lulars SK-mel-1.36-1-5 i CML-10c2. 
Aquest resultat suggereix que V3 afavoreix la retenció d’HA. En canvi, en el cas de CD44 no es 
van observar diferències significatives entre els tumors originats de les cèl·lules control i els de 
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les transfectades amb V3. Pels dos marcatges s’observà una tinció més intensa a la perifèria del 
tumor, encara que no sobreposats, ja que CD44 sembla tenir una distribució més homogènia 
mentre que HA marca els nius o feixos de cèl·lules. S’ha descrit que la capacitat de les cèl·lules 
de melanoma per créixer in vitro es veu afavorida pel CD44 i l’HA. Per tant, l’increment en HA en 
les cèl·lules que sobreexpressen V3 suggeriria que aquests tumors haurien de créixer més ràpid 
que els controls respectius, la qual cosa no és el que s’observa en els ratolins. S’ha descrit, però, 
que in vivo no passa el mateix, ja que una expressió reduïda a la superfície cel·lular de CD44 i 
nivells reduïts d’HA s’associen amb un mal pronòstic en el melanoma cutani humà (Karjalainen et 
al., 2000). Per tant, aquests resultats concordarien, en el cas de la línia CML-10c2, amb què els 
tumors que sobreexpressen V3, i expressen menys HA, creixin més lents.   

Per tant, les diferències observades en els diferents estudis de tumorigènesi poden ser 
degudes a les múltiples variables que es donen en una molècula gran i formada per dominis amb 
funcions diferents, com és el versicà. A més, com hem comentat anteriorment, el sistema 
d’inoculació pot influir en el desenvolupament del tumor, així com el tipus tumoral que s’inocula, 
ja que cada línia cel·lular tumoral té diferències en el comportament en funció del seu origen. 

 
Efectes de la sobreexpressió de V3 sobre l’adhesió i migració cel·lulars 

L’estructura dels dominis del versicà dóna lloc a múltiples tipus d’interaccions ja siguin 
tipus proteïna-proteïna o proteïna-carbohidrat. La més coneguda és la interacció específica entre 
el domini amino-terminal del versicà (G1) i l’HA, la qual està estabilitzada per la link protein. 
També interacciona amb altres molècules de la MEC com la tenascina a través del domini d’unió 
de lectines (G3), el qual també interacciona amb la fibulina-1 i –2, la fibrilina i l’elastina  
(proteïnes associades amb les fibres elàstiques). El versicà també s’uneix a CD44 a través de les 
cadenes de condroïtin sulfat i aquesta interacció podria estabilitzar els agregats HA-versicà 
associats amb la superfície cel·lular (Wight, 2002).  

A més de l’efecte negatiu sobre la proliferació cel·lular, es va observar un increment en 
l’adhesió cel·lular sobre l’HA com a substrat, encara que es tractava d’un increment moderat 
(aproximadament un 20%). Aquest efecte pro-adhesiu pot ser degut, en el cas de les línies que 
expressaven versicà endogen (SK-mel-1.36-1-5 i CML-1), per l’efecte competitiu de la isoforma 
V3 sobreexpressada amb l’efecte antiadhesiu de les isoformes V0 i V1, que sí tenen GAGs, tal 
com proposen Lemire et al. per les cèl·lules arterials de múscul llis. En el cas de les línies 
cel·lulars Mewo i CML-10c2, que no expressen versicà endogen, aquest augment en l’adhesió 
podria ser conseqüència d’una interacció alterada entre l’HA i el seu receptor de superfície 
cel·lular CD44 per la presència de la isoforma V3 de versicà, que no té cadenes de GAGs.  La 
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unió i adhesió de les cèl·lules de melanoma a l’HA és principalment dependent de CD44 (Ahrens 
et al., 2001b). Per tant, en les cèl·lules que sobreexpressen V3 l’estabilització dels agregats HA-
versicà a la matriu pericel·lular donada per la interacció de les cadenes GAG del versicà amb 
CD44 no es dóna. Per altra banda, la funció antiadhesiva de les isoformes de versicà que 
contenen CS també s’ha atribuït a l’elevada càrrega negativa i les propietats higroscòpiques de 
les cadenes GAGs. Les propietats anti-adhesives del versicà estan mediades, doncs, a través de 
funcions complementàries del cor proteic i les cadenes CS (Sakko et al., 2001). En el nostre 
sistema, veiem que la sobreexpressió de versicà produeix un lleuger augment d’adhesió, que 
s’explicaria perquè és la isoforma V3, que no té cadenes CS i, per tant, no té les propietats anti-
adhesives. En el cas de la sobreexpressió de V3 (dominis G1 i G3, sense cadenes GAG) en les 
cèl·lules SK-mel-1.36-1-5 de melanoma no vam observar diferències en l’adhesió sobre col·lagen 

tipus I, tot i que l’expressió incrementada de la subunitat β1 observada en aquestes cèl·lules 

suggeria un possible augment d’aquest tipus d’adhesió. Per tant, en aquest cas el domini G1 
podria contrarestar l’efecte del G3. De fet, sí observem una adhesió incrementada sobre HA, via 
la unió del domini G1 de versicà. 

Els resultats descrits a la bibliografia sobre l’adhesió discrepen segons el tipus cel·lular, 
constructe i substrat estudiats. Així veiem que les cèl·lules arterials de muscul llis que 
sobreexpressen V3 mostren una incrementada adhesió sobre plàstic, probablement a través de 
l’elastina i/o per competició amb les isoformes endògenes V0/V1 (Lemire et al., 2002; Merrilees 
et al., 2002). En el cas de les cèl·lules de leiomiosarcoma es descriu que l’expressió independent 
de G1 o G3 no afecta l’adhesió sobre fibronectina, col·lagen VI o laminina-1 (Cattaruzza et al., 
2004). En canvi, s’observa una adhesió incrementada d’astròcits i fibroblasts en plaques 

recobertes amb miniversicà o amb G3 per interacció amb la integrina β1 (Wu et al., 2002). La 

diversitat dels sistemes utilitzats, doncs, dificulta la comparació de resultats. 
 
Els resultats obtinguts en aquest treball demostren que, a més de regular adhesió, la 

sobreexpressió de V3 produeix un increment en la migració cel·lular en cambres tipus transwell 

sobre substrat d’HA. Aquesta migració és abolida un 50% aproximadament quan les cèl·lules són 
tractades amb un anticòs bloquejant anti-CD44 o preincubades amb HA soluble, la qual cosa 
indica que, almenys parcialment, la senyal es transmet via aquest receptor (Fig. 38).  
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Figura 38. Efectes de la sobreexpressió de V3 sobre la migració cel·lular sobre HA. Bloqueig de l’efecte de la 
sobreexpressió de V3 per addició d’un anticòs bloquejant anti-CD44 i per addició d’HA soluble. 
 

 En el cas de l’HA soluble es produiria una competició amb l’HA de la MEC de les 
cèl·lules de melanoma per la unió amb el CD44 de superfície cel·lular. Diferents estudis mostren 
resultats similars, com el cas d’una línia cel·lular de melanoma humà transfectada amb el cDNA 
de la hialuronat sintasa, la qual cosa produeix la formació d’una matriu pericel·lular rica en HA i 
un increment en la migració, que es bloqueja amb un anticòs monoclonal anti-CD44 (Ichikawa et 
al, 1999). També s’ha descrit que la invasió i migració induïda per l’addició d’HA exogen de les 
cèl·lules de glioma in vitro es pot inhibir amb un anticòs monoclonal anti-CD44 i també amb 
oligonucleòtids anti-sense de CD44. Les HABPs solubles competeixen per la unió de l’HA 
endogen als receptors de superfície cel·lular i, per tant, en preveuen la senyal downstream. La 
sobreexpressió de CD44 soluble inhibeix el creixement tumoral, la invasió i metàstasi in vivo 
(Koochekpour et al.,1995; Ward et al., 2003). Es suggereix que les cèl·lules tumorals podrien 
migrar a través d’un ambient extracel·lular ric en HA quan envaeixen teixits hostes propers i que 
la producció d’HA per part de les cèl·lules tumorals podria incrementar aquesta migració, encara 
que en el nostre cas no es modifica la producció d’HA per part de les cèl·lules que 
sobreexpressen V3 in vitro. 

Recentment, però, s’ha descrit en el sistema de les cèl·lules endotelials que l’anticòs 
bloquejant anti-CD44 (però no l’anti-RHAMM) inhibeix l’adhesió de la cèl·lula endotelial a l’HA i la 
proliferació cel·lular, mentre que l’anti-RHAMM (i no l’anti-CD44) bloqueja la migració a través de 
Matrigel d’aquestes cèl·lules (Savani et al., 2001). Per tant, aquests resultats no estarien d’acord 
amb els observats en el cas de les cèl·lules de melanoma que sobreexpressen V3, on es veu 
una inhibició de la migració amb l’anticòs anti-CD44. Pot ser que l’explicació d’aquesta 
discordància sigui el diferent substrat on s’estudia la migració, ja que la unió a HA és via CD44. 
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L’adhesió mitjançant CD44 és relativament dèbil en comparació amb altres mecanismes 
d’adhesió cel·lular com les integrines. Per tant, es suggereix que CD44 no tingui un rol primari en 
promoure les unions que fortament ancoren les cèl·lules a la matriu, sinó que pot facilitar les 
associacions transitòries que permeten l’activació de cascades intracel·lulars involucrades en 
processos cel·lulars com proliferació o migració. En melanoma s’ha descrit que CD44, però no 
RHAMM, mitjancia l’adhesió depenent d’HA i la proliferació (Ahrens et al., 2001). Recentment 
s’ha proposat que la senyal de CD44 activa la senyal de Rac1, una via coneguda per regular 
l’ensamblatge d’actina que s’associa amb la mobilitat i transformació cel·lulars (revisat per Turley 
et al., 2002). CD44 pot augmentar les vies de senyal de Rho i Ras, interaccionar amb la tirosina 
quinasa c-Src i reclutar les proteïnes del citoesquelet ankirina i l’ezrina/radixina/moesina. 
(McDonald i Hascall, 2001). Així doncs, la via mediada per CD44 és una important reguladora en 
l’increment en la capacitat de migrar de les cèl·lules de melanoma que sobreexpressen la 
isoforma V3, com ja s’ha descrit en altres cèl·lules de melanoma humà i de ratolí (Faassen et al., 
1992; Knutson et al., 1996).  

També cal pensar en la possible alteració d’altres molècules de la MEC de les cèl·lules 
que sobreexpressen la isoforma V3 de versicà. La migració cel·lular depèn d’un delicat equilibri 
entre l’adhesió cel·lular i la desadhesió (revisat per Li i Herlyn, 2000). S’ha demostrat recentment 
que l’E-cadherina regula negativament la interacció CD44-HA i la funció de CD44 de manera 
específica. Un desequilibri per una sobreexpressió de la funció de CD44 i/o disminució de la 
funció d’E-cadherina segurament contribuirà a la progressió tumoral (Xu i Yu, 2003). Les cèl·lules 
de carcinoma escamós N-cadherina positives in situ són més invasives (Islam et al., 1996) i es 
proposa que la invasió és potenciada per les interaccions via N-cadherina entre les cèl·lules del 
tumor i les de l’estroma. En el nostre sistema, caldria valorar si la funció de les cadherines està 
alterada i podria ser, almenys en part, motiu de les diferències observades en el fenotip cel·lular 
de les cèl·lules que sobreexpressen V3.  
 Encara que no es modifica la quantitat d’HA, un altre mecanisme que podria actuar en 
les cèl·lules de melanoma que sobreexpressen V3 és l’efecte diferencial de l’HA en funció de la 
seva mida. S’ha descrit que l’HA d’elevat pes molecular per sobre de certes concentracions 
causa aturada del cicle cel·lular, un procés mediat per CD44 i la seva proteïna intracel·lular 
Merlin (Morrison et al., 2001). Per tant, la digestió de l’HA d’elevat pes molecular podria permetre 
a les cèl·lules tumorals escapar de l’aturada de cicle cel·lular induït per l’HA i, alhora, els 
productes de degradació de l’HA podrien proporcionar noves propietats en el tumor o les 
cèl·lules de l’estroma, incloent la producció de MMPs (Fieber et al., 2004). En els nostres 
experiments, tant el recobriment dels pous dels transwells com el tractament amb HA soluble es 
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feien amb l’HA d’elevada mida. Es necessiten més estudis per veure si els efectes diferencials 
observats en l’adhesió, migració i proliferació de les cèl·lules de melanoma LV3SN poden estar 
relacionats amb la fragmentació de l’HA. 

Hem de tenir en compte que les diferències que observem en la migració de les cèl·lules 
que sobreexpressen V3 estan d’acord amb altres estudis on descriuen que les diferents 
isoformes de versicà influeixen de manera diferencial a la migració cel·lular. Perissinotto et al. 
(2000) van descriure que les diferents isoformes de versicà i agrecà tenien funcions guies 
divergents durant la dispersió cel·lular de la cresta neural, les quals estaven mediades tant pel 
cor proteic com per les cadenes de GAGs. En un estudi molt recent (Cattaruzza at al., 2004) 
descriuen que la sobreexpressió del domini G1 de versicà, però no de G3, va incrementar 
significativament la capacitat invasiva de cèl·lules de melanoma, suggerint que aquest fenomen 
podria estar associat amb una modificació de la MEC produïda pel domini G1 secretat, 
possiblement formant una major retenció d’HA al voltant de les cèl·lules, tot i que les cèl·lules 
també van incorporar HA intracel·lularment. Aquest efecte no va ser degut a nivells incrementats 
de CD44. En el nostre cas, però, en els assaigs d’exclusió de partícules no hem observat una 
major retenció d’HA pericel·lular. Pel que fa a l’HA intracel·lular, seria interessant mesurar-ho, tot 
i que no està clara la seva funció.  

Cattaruzza et al. (2002) descrivien en les  cèl·lules endotelials humanes estimulades a 
migrar que s’alterava l’expressió de versicà i es transcrivia la isoforma V3 de novo. Així doncs, en 
aquest estudi descriuen una relació de l’expressió de V3 amb un augment de migració, com el 
que observem nosaltres, i, a més, no es pot descartar l’efecte de V3 a través de processos 
intracel·lulars. En el nostre cas, hem pogut detectar V3 dins del citoplasma cel·lular en les 
immunocitoquímiques de versicà de les cèl·lules de melanoma que sobreexpressaven V3. A 
més, en el nostre sistema els efectes induïts per la sobreexpressió de V3 no estan causats per 
un canvi en l’expressió de CD44 ni per la quantitat d’HA produït per les cèl·lules, indicant que V3 
per sí mateix és el que provocaria un canvi en la interacció de CD44 i HA. En qualsevol cas, està 
clar que les cèl·lules tumorals poden modular el seu microambient in vitro, la qual cosa s’ha de 
considerar en els estudis relacionats amb migració i invasió (Bouterfa et al.,1999). Els nostres 
resultats anteriors in vitro ja suggerien una acció directa del versicà sobre les vies de transducció 
de senyal, com per exemple l’efecte directe positiu sobre la proliferació cel·lular i negatiu sobre 
l’adhesió cel·lular en el cas del melanoma (Touab et al., 2002). 
 Molt recentment s’ha descrit com les isoformes de versicà juguen diferents papers en la 
diferenciació neuronal i l’extensió de les neurites. La transfecció de V1 incrementa l’expressió del 

receptor de l’EGF i de les integrines β1, α3 i α5, responsables de la diferenciació induïda per 
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V1. El domini G3 sol és insuficient per una diferenciació neuronal completa i sembla ser que el 

domini CS β és important en aquesta acció (Wu et al., 2004b). Per tant, com hem suggerit en el 

nostre sistema, en aquest cas també veiem un efecte complex de la sobreexpressió de versicà 
mediat pel receptor d’EGF i les integrines, així com de la presència de CS. 

 
Per últim, doncs, cal comentar que el versicà podria ser una molècula diana important en 

la immunoteràpia dels tumors, com s’ha vist en el cas del cervell (Paulus et al., 1996). Molt 
recentment s’ha descrit que, tot i que els components de la MEC versicà, tenascina i HA semblen 
estar colocalitzats en un possible complex amb propietats anti-adhesives en els tumors de 
mama, la relació entre el contingut de versicà i els altres components de matriu varia entre els 
individus. Dins d’aquest complex, versicà és l’únic predictor de risc i, per tant, es suggereix que el 
versicà té un paper important en l’extensió del càncer de mama (Suwiwat et al., 2004). Per altra 
banda, els nostres resultats mostren que la coexistència de vàries isoformes de versicà pot 
modular la seva activitat i que es pot alterar el comportament de les cèl·lules de melanoma 
modificant la composició i estructura de la MEC i, per tant, apareixen noves possibilitats de 
control del creixement de la cèl·lula tumoral. 

 
Estudi de l’expressió de MMPs 

La MEC és un reservori de proteïnes d’unió cel·lular i de factors de creixement que 
afecten al comportament de la cèl·lula tumoral. També és modificada substancialment per les 
proteases produïdes per les cèl·lules del tumor o de l’estroma. Com a resultat de l’activitat 
d’aquestes proteases, les interaccions cèl·lula-cèl·lula i cèl·lula-matriu s’alteren i es generen 
noves molècules biològicament actives a la MEC, i també es modifica la bioaccessibilitat i 
activitat de molts factors de creixement, receptors de factors de creixement i citoquines. Les 
proteases que degraden la MEC també juguen un paper crític en l’angiogènesi, on poden fer de 
reguladors positius i negatius de la proliferació de les cèl·lules endotelials i la morfogènesi 
vascular. L’activitat proteolítica de les proteases que degraden la MEC genera fragments de 
proteïnes biològicament actives que poden afectar a la proliferació, supervivència i plasticitat de 
les cèl·lules tumorals (revisat per DeClerck et al., 2004) 

Mentre algunes macromolècules del teixit connectiu, particularment els col·làgens, són 
relativament resistents a l’atac proteolític i requereixen l’acció de proteases especialitzades, la 
majoria de proteoglicans semblen ser susceptibles a la degradació per vàries proteases. La 
degradació dels proteoglicans normalment s’inicia a l’ambient extracel·lular on les proteases 
degraden el cor proteic. Sota condicions normals varis passos són necessaris per tal que s’activi 
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l’acció proteolítica. A més, la síntesi tant de proteases com dels seus inhibidors està sota el 
control de varis factors de creixement i citoquines, cosa que manté normalment un equilibri 
(revisat per Roughley i Mort, 2000). 
 Un dels nostres objectius inicials consistia en completar la caracterització de les tres 
línies de melanoma caní CML-1, CML-6M i CML-10c2. Per aquest motiu, es va valorar la 
producció i activitat de metal·loproteases de matriu. Per dur a terme aquest objectiu es van 
realitzar zimogrames i northern blot. Molts anticossos que identifiquen proteases no distingeixen 
entre les formes actives i les inactives. Per tant, la sobreexpressió d’aquestes proteases, 
documentada en tumors per immunohistoquímica, no necessàriament implica un increment en 
l’activitat proteolítica. Per tant, és necessari conèixer l’activitat d’aquestes proteases in vivo o ex 

vivo. Així doncs, la zimografia és una eina molt important en determinar l’involucrament 
d’aquesta família d’enzims en els processos patofisiològics, ja que permet una avaluació directa 
del nivell d’activitat de les MMPs en un teixit o un tumor (revisat per Forget et al., 1999). Com es 
veu en els zimogrames obtinguts (tant en el de medis obtinguts de cultius confluents com en el 
de medis de cultius subconfluents) en les línies de melanoma caní hi ha presència d’una banda 
de 62-64 kDa, la qual correspon a la banda de MMP-2 (72 kDa) que quan s’activa es converteix 
a aquestes formes més petites. La banda gelatinolítica és present a les tres línies cel·lulars 
canines. En el cas del zimograma amb medis obtinguts de cultius subconfluents veiem com 
l’activitat gelatinolítica és superior en la línia cel·lular CML-1, la qual, a més, presenta una banda 
gelatinolítica de pes molecular superior corresponent a uns 84 kDa. Aquesta banda es troba al 
pes molecular corresponent a la forma activa de MMP-9, la qual evidencia la seva activitat en 
cultius cel·lulars subconfluents. L’expressió incrementada de MMP-9 (gelatinasa B o 
col·lagenasa tipus IV de 92 kDa) es correlaciona amb la invasió primerenca de melanoma humà 
(van den Oord et al., 1997), però també s’ha descrit la seva expressió en set línies cel·lulars de 
melanoma derivades d’avançats estadis de progressió (MacDougall et al., 1995). En les línies de 
melanoma humà estudiades SK-mel-1.36-1-5 i Mewo també hem vist activitat i expressió de 
MMP-2, mentre que, en canvi, no hem observat activitat de MMP-9. 

Els nostres resultats estan d’acord amb altres descrits a la bibliografia: l’increment 
d’expressió de MMP-1, MMP-2 i MMP-9 en cèl·lules de melanoma s’ha correlacionat amb fenotip 
invasiu i migració (revisat per Hoffmann et al., 2000c). L’increment d’expressió de MMP-2 i la 
presència de la MMP-2 activa funcionalment s’ha associat amb la progressió de melanoma, de 
manera que la MMP-2 activa només es va observar en línies cel·lulars altament invasives, 
mentre que estava absent en línies cel·lulars pobrament o no invasives (Hofmann et al., 1999). 
Segons aquestes dades podem afirmar, mitjançant un altra característica molecular, que les 
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nostres línies cel·lulars de melanoma caní són altament invasives. Veiem que en els cultius 
confluents obtenim una activitat similar en les tres línies cel·lulars, mentre que en el cas dels 
cultius subconfluents veiem que la línia cel·lular CML-1 presenta una activitat gelatinolítica 
superior, a part de presentar també activitat gelatinolítica corresponent a l’activitat de la MMP-9. 
Aquests resultats d’activitat de la MMP-2 es corresponen amb el seu grau d’expressió de mRNA 
obtingut mitjançant el northern blot, on veiem que la línia cel·lular CML-1 és la que presenta més 
expressió d’aquest mRNA (resultats ja normalitzats per la quantitat total de RNA). Aquestes 
dades in vitro podrien fer pensar que la línia cel·lular CML-1 potser és la d’un comportament més 
invasiu. En canvi, en els resultats in vivo mostrats en els assaigs de tumorigènesi no s’han 
observat diferències significatives entre el potencial tumorigènic en els tumors induïts per CML-1 
i els de CML-10c2 

Per continuar amb l’estudi de les MMPs i les cèl·lules de melanoma, un dels següents 
objectius va ser continuar la caracterització de la matriu extracel·lular de les cèl·lules que 
sobreexpressaven la isoforma V3 de versicà. Per això vam voler veure quin era el rol de les 
MMPs en aquest sistema cel·lular. El fet que la sobreexpressió de V3 produís un lleuger 
augment de l’expressió i activitat de la MMP-2, sobretot en la línia canina CML-10c2, no era el 
resultat que s’esperava en un principi. S’havia relacionat un augment de MMP-2 amb major 
capacitat invasiva (Hofmann et al., 1999) i, en canvi, les cèl·lules que sobreexpressaven la 
isoforma V3, i semblaven tenir més activitat de MMP-2, tenien un comportament menys 
proliferatiu tant in vivo com in vitro. En canvi, en les migracions sobre àcid hialurònic sí que les 
cèl·lules que sobreexpressaven V3 tenien més capacitat migratòria, la qual cosa sí que podria 
ser, almenys en part, gràcies a la sobreexpressió de MMP-2, a través del següent mecanisme: 
s’ha descrit que CD44 uneix i localitza la MMP-9 a la superfície cel·lular. A més, l’activació de 
CD44 per la unió amb HA produeix la secreció de pro-MMP2, la qual passa a ser la forma activa 
per l’acció de MT1-MMP (revisat per Isacke i Yarwood, 2002). Per tant, un augment de MMP-2 
en el cas de les cèl·lules que sobreexpressen la isoforma V3 de versicà es podria correspondre 
amb una activació de CD44 per la unió amb HA, la qual també incrementaria la migració cel·lular, 
tal i com veiem en els nostres resultats. Per altra banda, el CD44 per sí mateix és també un 
substrat per la MT1-MMP. El CD44 intacte uneix els seus lligands extracel·lulars i lligands de 
superfície cel·lular al citoesquelet d’actina via la seva capacitat d’unir els membres de la família 
ERM. El trencament d’aquesta unió reflexa la capacitat de MT1-MMP per promoure la migració 
cel·lular mediada per CD44 (Fig. 39). 
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Figura 39. Interacció de CD44 amb MMPs. El CD44 localitza la MMP-9 a la superfície cel·lular. L’activació del 
CD44 per la seva unió amb HA produeix la secreció de pro-MMP-2, que és activada per la MT1-MMP, la qual també 
trenca la molècula de CD44. El CD44 intacte uneix la MEC al citoesquelet d’actina, via la família ERM (ezrina, 
radixina, moesina). Adaptat de Isacke i Yarwood, 2002. 
 
 

En varis tipus tumorals, entre ells el melanoma, s’ha trobat una correlació positiva entre 
l’elevat nivell d’expressió proteica de MMP-2 i mal pronòstic. En el melanoma s’ha descrit MMP-2 
com a factor de pronòstic per la supervivència, independent de la classificació Breslow o el nivell 
Clark (Väisänen et al., 1998). A part de la proteòlisi de components de la matriu extracel·lular, la 
MMP-2 també causa la proteòlisi de components de superfície cel·lular que medien l’adhesió de 
cèl·lules de melanoma humà a la matriu extracel·lular. Per tant, pot modular l’adhesió i facilitar la 
migració cel·lular i invasió (Ray i Stetler-Stevenson, 1995). El rol de la MMP-9 en la progressió 
del melanoma no està tan clara. S’ha vist que la MMP-9 activa s’uneix a isoformes específiques 
del PG CD44 a la superfície de cèl·lules de carcinoma mamari de ratolí i cèl·lules de melanoma 
humà, cosa que promou la degradació del col·lagen tipus IV in vitro i la invasió de cèl·lules 
tumorals de monocapes de mioblasts (Yu i Stamenkovic, 1999). Per tant, CD44 serveix per 
ancorar MMP-9 a la superfície cel·lular i defineix un mecanisme per la invasió tumoral mediada 
per CD44. 
 La importància d’una comprensió més completa dels rols de les proteases en la 
progressió maligna està adquirint urgència ja que els assaigs clínics usant inhibidors sintètics de 
MMPs no estan demostrant que la inhibició sigui eficaç. Recentment s’ha descrit un rol important 
per la MT1-MMP durant l’angiogènesi tumoral, ja que, entre altres coses, participa i coopera amb 

les integrines β1 i αvβ3 en la migració de les cèl·lules endotelials sobre diferents MEC (Gálvez 

et al., 2002; revisat per DeClerck et al., 2004). Les proteïnases es localitzen predominantment a 
la “invadopodia” (extensions de membrana especialitzades, les quals són llocs de degradació de 
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la MEC) (revisat per Murphy i Gavrilovic, 1999). Estudis recents mostren que MT1-MMP i MMP-2 
estan expressades a la interfase tumor-estroma al front invasiu dels melanomes primaris, 
suggerint que aquests enzims poden estar lligats en promoure la progressió del melanoma i la 
invasió als teixits que l’envolten (revisat per Iida et al.,  2001; Takino et al., 2004). Aquest fet 
concordaria amb els nostres resultats de la localització de CD44, que aniria relacionada amb la 
de MMP-2 i MT1-MMP, a la perifèria dels melanomes malignes canins, així com a la perifèria 
dels melanomes induïts als ratolins. Hi ha evidència que la MT1-MMP juga un rol clau en la 
capacitat d’envair del melanoma maligne in vitro i que els nivells d’expressió de TIMP-2 podrien 
regular l’expressió de pro-MMP-2 mediada per MT1-MMP (Kurschat et al., 1999).  
 
Estudi de l’expressió d’integrines 

Les integrines són un gran grup de glicoproteïnes, l’estructura de les quals consisteix en 

l’associació heterodimèrica de les subunitats α i β. Cada component important de la MEC pot ser 

reconegut per una o més integrines, però el significat d’aquesta redundància no es coneix. 
L’associació dinàmica dels receptors d’integrines amb el citoesquelet d’actina, a través de la 

subunitat β, pot induir canvis en la morfologia cel·lular, els quals alteren la capacitat de les 

cèl·lules de proliferar, diferenciar-se, adherir-se o migrar (revisat per Rosso et al., 2004). Les 
interaccions de les integrines amb la MEC també activen les vies de transducció de senyal 
(revisat per Brakebusch i Fässler, 2003). 

En veure els resultats diferencials d’adhesió i migració de les cèl·lules que 
sobreexpressaven la isoforma V3 del versicà respecte les seves controls, es va pensar en la 
possibilitat d’una acció mediada, almenys en part, per les integrines. S’ha descrit que la subunitat 

β1 de la integrina s’uneix al domini C-terminal del versicà, la qual cosa activa l‘activitat quinasa 

d’adhesió focal (focal adhesion kinase, FAK), incrementa l’expressió d’integrina i promou 
l’adhesió cel·lular. L’activitat FAK és el pas intracel·lular immediat en la via mediada per la 
integrina. Com a resultat, les cèl·lules que expressen el domini C-terminal de versicà són 
resistents a l’apoptosi induïda per radicals lliures. A més, el mecanisme d’unió a la integrina és 
un nou mecanisme, ja que no és el motiu consens RGD (Wu et al., 2002). 

Vam observar que només les cèl·lules de melanoma humà SK-mel-1.36-1-5 

transfectades amb la isoforma V3 semblaven tenir més expressió d’integrines β1 que les seves 

control respectives. Per tant, aquesta abundància de β1 ens podria explicar, almenys en part, la 

migració diferencial sobre HA entre les cèl·lules controls respecte les que sobreexpressaven V3, 

ja que s’ha descrit que un increment en la subunitat de la integrina β1, la qual s’uneix amb el 

receptor d’EGF,  produeix un increment d’adhesió, disminució de proliferació i de migració (Wu et 
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al., 2004a). S’ha descrit que la integrina α2β1, i no el CD44, mitjancia la migració de les cèl·lules 

de melanoma i la reorganització de la MEC en matrius de col·lagen tridimensionals que contenen 
HA (Maaser et al., 1999). Pel que fa a la resta de marcadors analitzats - que foren les subunitats 

de les integrines αv, β3, β5 i les integrines αvβ3, αvβ5 i αvβ6- l’expressió fou molt menor i, a 

més, no s’observaren diferències entre les cèl·lules control i les transfectades amb V3. 

En el nostre sistema estudiat, l’increment de l’expressió de la integrina β1 en el cas de 

les SK-mel-1.36-1-5 LV3SN pot causar, almenys en part, la migració augmentada d’aquestes 

cèl·lules. També s’ha descrit que la integrina αvβ3 i el CD44 (receptors d’adhesió cel·lular) 

interaccionen amb enzims proteolítics a la superfície cel·lular i això facilita la proteòlisi de les 

proteïnes de la MEC i la migració i/o invasió cel·lular. La interacció de MMP-2 i la integrina αvβ3 

permet que les cèl·lules tumorals puguin focalitzar i activar MMPs en els llocs d’adhesió a prop 
de la superfície cel·lular. (revisat per Iida et al., 2001).  

 

Estudi de l’expressió de la integrina αvβ3 

Un altre objectiu va ser estudiar l’expressió de la integrina αvβ3 en les tres línies 

cel·lulars de melanoma caní, ja que diferents observacions suggereixen que la integrina αvβ3 

(també coneguda com el receptor de la vitronectina) és una de les integrines que juga un paper 
important en la tumorigènesi i la metàstasi. Té diverses funcions biològiques durant la progressió 
de la fase radial no tumorigènica a la fase vertical invasiva del melanoma primari (Hsu et al., 

1998). En aquest cas, només vam obtenir un resultat positiu a la immunocitoquímica d’αv en la 

línia cel·lular CML-1. Vam trobar una reacció positiva per tota la membrana cel·lular amb una 
tendència a marcar contactes focals, tot i que menys evident del què s’esperava. En els 
contactes focals, les integrines físicament fan de pont de la MEC cap a la xarxa de filaments 
citoplasmàtics d’actina (revisat per Rosso et al., 2004). Aquest resultat és interessant, ja que 

estudis recents proposen antagonistes d’aquesta integrina (sobretot de la subunitat αv, que és la 

que nosaltres analitzem) com a possible teràpia del melanoma maligne, ja que la integrina αvβ3 

s’ha implicat en la progressió del melanoma maligne i en l’angiogènesi com a un receptor que 
proporciona senyals de supervivència (Mitjans et al., 1995; Mitjans et al., 2000).  
  L’anticòs utilitzat en la immunocitoquímica realitzada a les nostres línies cel·lulars de 

melanoma caní fou el 17E6. Aquest anticòs fou generat contra la subunitat αv de les integrines i 

reconeix les integrines αvβ3, αvβ5 i αvβ1. Recentment s’ha suggerit que les cadenes β1 i αv 

de les integrines s’expressen independentment en el melanoma metastàtic i poden tenir un 
efecte en el potencial metastàtic de les cèl·lules de melanoma (Nikkola et al., 2004). El 
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tractament amb antagonistes anti-αv i, concretament, amb el 17E6 inhibeix l’adhesió de cèl·lules 

de melanoma humà a vitronectina i fibronectina, desorganitza el citoesquelet d’actina, i 

redistribueix les integrines αv i els contactes focals. Així mateix inhibeix el desenvolupament 

tumoral in vivo sense citotoxicitat evident (Mitjans et al., 1995; Petitclerc et al., 1999; Castel et al., 
2000). Aquest anticòs monoclonal és el que s’ha proposat com a possible teràpia del melanoma 

in vivo. Molt recentment s’ha vist que un anticòs monoclonal humà que inhibeix les integrines αv 

(CNTO 95) inhibeix l’adhesió, migració i invasió in vitro de les cèl·lules de melanoma humà. 
Aquest anticòs inhibeix el creixement tumoral humà independentment de la seva activitat 

antiangiogènica (Trikha et al., 2004). Cal destacar els rols de la integrina αvβ3 i les 

metal·loproteases en el procés d’angiogènesi. Una aplicació clínica més immediata és 
l’angiogènesi tumoral com a marcador de pronòstic en la neoplàsia maligna (Piulats i Mitjans, 

2000). Un dels marcadors més específics de la vasculatura tumoral són les integrines αv. A més, 

també s’ha proposat l’ús d’agents dirigits anti-αv com a portadors de fàrmacs, radionucleòtids, 

gens i altres substàncies terapèutiques per tal d’introduir-los a la vasculatura tumoral  (revisat per 
Hahn, 1999). 

Per tant, la integrina αvβ3 és essencial en el creixement del melanoma maligne humà in 

vivo i proporciona un potencial terapèutic pels seus antagonistes en el tractament d’aquests 
tumors (Mitjans et al., 2000). El fet que la línia cel·lular CML-1 mostri l’expressió d’aquesta 

subunitat αv, que pensem que es correspondria majoritàriament a la de la integrina αvβ3, pot 

tenir importància pel seu possible ús com a model d’estudi terapèutic i de diagnòstic. Tenint en 
compte tots els aspectes de la caracterització de les tres línies cel·lulars de melanoma caní, 
proposem aquesta línia cel·lular com la millor candidata de model d’estudi del melanoma humà. 
Cal recordar que prové d’un melanoma oral caní, que és el melanoma caní de comportament 
biològic més similar al melanoma maligne humà. Per tant, es podria proposar el melanoma oral 
caní com a possible model d’estudi de futures teràpies. 

 
 

3. Expressió de CD44 en melanomes canins 
  
L’adhesió cel·lular és crucial per la formació i integritat dels teixits. La superfície cel·lular 

posseeix dues classes de receptors: les integrines i les no integrines. Dins dels no integrines, els 
més estudiats són els sindecans i el CD44 (revisat per Rosso et al., 2004). CD44 i el seu lligand 
HA han estat implicats en la proliferació i migració del melanoma humà i murí (Faasen et al., 
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1992; Thomas et al., 1992; Knutson et al., 1996., Peck i Isacke, 1996). La interacció entre el 
CD44, expressat a les cèl·lules tumorals, i l’HA de l’estroma poden incrementar el creixement i 
invasió de certs tumors. S’ha descrit que el trencament de la interacció entre CD44 i HA per 
CD44 soluble inhibeix la formació del tumor per cèl·lules de limfoma i melanoma transfectades 
amb CD44 (Zeng et al.,1998). A sobrenadants de cèl·lules de melanoma humà es va detectar la 
proteïna CD44 soluble en elevades concentracions. Les serin-proteases i metal·loproteases 
estan involucrades en la proteòlisi i alliberament de CD44 de la superfície de les cèl·lules de 
melanoma. El CD44 soluble quasi inhibia completament la unió de l’HA per les cèl·lules de 
melanoma (Ahrens et al., 2001a).  

Els nostres primers resultats en les línies de melanoma caní havien mostrat diferents 
nivells de versicà i HA. Ja que aquestes molècules exerceixen la seva funció a través de CD44 
vam decidir investigar l’expressió d’aquest receptor en el model caní. En les dues línies cel·lulars 
de melanoma caní estudiades, CML-1 i CML-10c2, vam observar la presència d’una proteïna 
d’uns 80 kDa, identificada com CD44. En moltes espècies, CD44 es troba com a diferents 
isoformes originades de l’splicing alternatiu de 10 exons (Goodison et al., 1999; Bajorath, 2000). 
No s’ha descrit res de les isoformes de CD44 canines, però per extrapolació de les dades 
humanes (East et al., 1993; Manten-Horst et al., 1995; Goebeler et al., 1996) suggerim que la 
isoforma trobada en les línies cel·lulars de melanoma caní correspon a la isoforma estàndard, la 
que no porta cap dels exons variables. L’anticòs caní que es va utilitzar per la immunodetecció 
de CD44 és un anticòs caní monoclonal específic contra CD44 caracteritzat per Alldinger et al. 

(Alldinger et al., 1999). Aquest anticòs havia estat assajat en diferents teixits i s’havia descrit que 
marcava el 100% de les cèl·lules tumorals en histiocitosi maligne i més del 50% en les cèl·lules 
d’histiocitoma caní. D’acord amb la seva localització a la membrana, el marcatge amb aquest 
anticòs tant de cèl·lules com de biòpsies de melanoma donà una marca clara a la membrana 
cel·lular, i revela la disposició de les cèl·lules en nius. 

L’HA junt amb el versicà i altres glicoproteïnes com la tenascina (Yamaguchi, 2000) 
formen una matriu pericel·lular que proporciona la informació i senyals necessàries al CD44, que 
es troba unit a la membrana cel·lular (Karjalainen et al., 2000). Les línies cel·lulars CML-1 i CML-
10c2 difereixen en la quantitat de HA dipositat a la matriu pericel·lular, així com en l’expressió de 
versicà. Mentre que la línia CML-1 té una matriu pericel·lular prominent degut al superior 
contingut en HA, el qual interacciona amb el versicà expressat, no es pot observar recobriment 
pericel·lular en el cas de la línia CML-10c2, que té produeix HA en menor quantitat i no expressa 
cap isoforma de versicà. Proposem, doncs, que els tres components són necessaris per formar 
el complex CD44-HA-versicà i la matriu pericel·lular. Aquest recobriment extracel·lular format per 
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HA-VS i altres glicoproteïnes proporciona informació a CD44, que donarà senyals intracel·lulars 
per incrementar la proliferació i migració. 

El rol clínic de CD44 i HA a melanoma cutani en humans ha romàs obscur i amb 
resultats divergents. S’ha observat que un nivell reduït de CD44 i associat HA al tumor primari es 
correlaciona amb la subseqüent progressió de la malaltia i poca supervivència. Dietrich et al. 
(1997) descrigueren un incrementat risc de metàstasi del melanoma associat a una elevada 
expressió de CD44. En canvi, Karjalainen et al. (2000) van descriure que l’expressió de CD44 es 
trobava disminuïda en els melanomes metastàtics. Resultats contradictoris, doncs, s’han descrit 
respecte a l’expressió incrementada o disminuïda de CD44 en el melanoma humà. En el nostre 
estudi, hem mostrat que l’expressió de CD44 és més elevada en els melanomes canins malignes 
respecte els benignes, ja que el 71% dels melanomes malignes expressen alts nivells de CD44 
(classificats com +++ o ++++), mentre que només el 36% dels benignes ho fan. Aquestes 
diferències amb els melanomes humans poden ser deguts a les diferències de localització entre 
els melanomes malignes canins, majoritàriament de la mucosa oral, i els melanomes malignes 
humans, majoritàriament cutanis. L’ambient que envolta les cèl·lules a la mucosa oral difereix 
molt del de les cèl·lules cutànies, sobretot en el contingut de HA (Tammi et al., 1990), la qual 
cosa podria explicar algunes de les diferències entre l’expressió de CD44 humà i caní en el 
melanoma.  
 En l’estudi de les biòpsies de melanomes canins, s’observa que la distribució 
intratumoral de CD44 entre els melanomes benignes i malignes és notablement diferent. Entre 
tumors que mostraven una expressió de CD44 elevada comparable, es va veure com els 
benignes tenien una distribució homogènia de CD44 en totes les regions del tumor (tres de 
quatre casos), mentre que nou de dotze melanomes malignes mostraven una expressió de CD44 
molt més intensa a la perifèria del tumor, coincidint amb les àrees externes de proliferació del 
tumor, la qual cosa suggereix que l’expressió de CD44 pot ser un factor que afavoreix a la 
proliferació cel·lular del tumor. Havíem detectat també una expressió localitzada de CD44 en la 
perifèria dels tumors primaris originats de les línies CML-1 i CML-10c2. Aquests resultats 
concorden amb el que succeeix en els tumors cerebrals humans, on s’observa que CD44 està 
intensament expressat a la interfase entre el tumor invasiu i el cervell normal (Koochekpour et al., 
1995). Els resultats del nostre estudi ens suggereixen la possible utilització de CD44 com a 
marcador de malignitat en el diagnòstic i pronòstic del melanoma caní, el qual és dificultós en el 
cas dels melanomes amelanòtics. 
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  El melanoma es caracteritza per un comportament altament agressiu tant en els humans 
com en els gossos. Per tant, com a conclusió dels diferents resultats obtinguts amb les cèl·lules i 
biòpsies de melanoma canines, es pot pensar en el gos com a un bon model d’estudi del 
melanoma i de la matriu extracel·lular. Pot tenir avantatges sobre els models en ratolins ja que, a 
part de ser tumors espontanis, trobem diferències topogràfiques en la pell dels humans i els 
ratolins. Els melanòcits murins, a diferència dels humans, es troben en els fol·licles pilosos 
profunds de la dermis i, per tant, cal tenir cautela quan s’interpreten els resultats obtinguts de 
models de ratolí (revisat per Hsu et al., 2002), mentre que l’estructura de la pell del gos és més 
semblant a la humana. 

El versicà s’ha descrit com a possible marcador de pronòstic del melanoma maligne i 
com  a marcador per diferenciar els NAD amb atípia severa dels d’atípia lleu o moderada (Touab 
et al., 2002; Touab et al., 2003). Amb els nostres resultats podem parlar de diferents funcions del 
versicà en funció de la isoforma expressada. Mentre que el V0 i V1 s’expressen a cèl·lules més 
indiferenciades i agressives, s’observa que la sobreexpressió de V3 produeix un retard en el 
creixement cel·lular, tant in vivo com in vitro. Per tant, s’aconsegueix revertir el fenotip de la 
cèl·lula de melanoma amb la sobreexpressió de la isoforma V3. Així doncs, modificant 
l’estructura i composició de la MEC es pot alterar el comportament de les cèl·lules de melanoma 
i, per tant, apareixen noves possibilitats pel tractament del creixement tumoral. 
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1. Els PGs extracel·lulars produïts per les línies cel·lulars de melanoma caní CML-1 i CML-
6M són versicà i un altre CSPG similar a mel-CSPG, de manera semblant a les línies 
cel·lulars indiferenciades de melanoma humà. La línia cel·lular de melanoma caní CML-
10c2 produeix una quantitat molt baixa de PGs extracel·lulars d’elevat pes molecular, de 
manera similar al que passa a les línies cel·lulars de melanoma humà diferenciades. 

2. El TGF-β1 incrementa la producció de PGs en el medi extracel·lular de les línies 

cel·lulars CML-1 i CML-6M i incrementa el pes molecular d’aquestes macromolècules, 
per la inducció de la síntesi de cadenes GAGs, similar a la situació que es dóna a les 
cèl·lules humanes indiferenciades. La línia cel·lular CML-10c2 no respon al tractament 

amb TGF-β1, de forma semblant al que succeeix a les cèl·lules humanes diferenciades. 

El tractament amb IGF-1 (50 ng/ml) indueix la síntesi de PGs a les tres línies cel·lulars 
estudiades, mentre que el tractament amb HGF no mostra cap efecte en la síntesi de 
PGs. 

3. La sobreexpressió de la isoforma V3 de versicà a les cèl·lules de melanoma humà, SK-
mel-1.36-1-5 i Mewo, i a les de melanoma caní, CML-1 i CML-10c2, incrementa l’adhesió 
cel·lular sobre l’HA. 

4. La sobreexpressió de la isoforma V3 de versicà a les cèl·lules de melanoma humà, SK-
mel-1.36-1-5 i Mewo, i a les de melanoma caní, CML-1 i CML-10c2, incrementa la 
migració cel·lular sobre HA, interferint amb la interacció HA-CD44.  

5. La sobreexpressió de la isoforma V3 de versicà disminueix la proliferació cel·lular a 
través d’un mecanisme independent de l’adhesió. Els nivells de p21 es troben 
incrementats en les línies que sobreexpressen V3 respecte les controls. Les cèl·lules de 
melanoma humà Mewo que sobreexpressen la isoforma V3 de versicà tenen un lleuger 
retard en el cicle cel·lular respecte les controls i mostren un increment molt lleuger en 
l’apoptosi. 

6. L’efecte de V3 sobre el fenotip cel·lular pot explicar-se en part per una acció competitiva 
amb les isoformes V0 i V1 endògenes en el cas de les línies SK-mel-1.36-1-5 i CML-1, 
però hi ha d’haver un altre efecte independent ja que també es poden veure els efectes 
en les línies Mewo i CML-10c2 que no expressen V0 ni V1 endògenament. 

7. Les tres línies cel·lulars de melanoma caní expressen MMP-2, la qual és troba activa en 
els medis condicionats. La línia cel·lular CML-1 també mostra activitat gelatinolítica 
corresponent a MMP-9. Les cèl·lules de melanoma que sobreexpressen V3 tenen més 
expressió i activitat de MMP-2 que les controls respectives, sobretot la línia cel·lular de 
melanoma caní CML-10c2. 
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8. Les cèl·lules de melanoma humà SK-mel-1.36-1-5 que sobreexpressen la isoforma V3 

de versicà tenen una expressió superior de la subunitat β1 de les integrines i mostren 

una menor migració sobre col·lagen.  
9. La sobreexpressió de la isoforma V3 de versicà a les cèl·lules Mewo, CML-1 i CML-10c2 

provoca un període de latència més llarg que les seves respectives controls en assaigs 
de tumorigènesi en ratolins.  

10. Els tumors primaris originats de les cèl·lules de melanoma SK-mel-1.36-1-5 i CML-10c2 
que sobreexpressen la isoforma V3 de versicà mostren una tinció més intensa de CD44 i 
HA a la part més externa del tumor. Les cèl·lules que sobreexpressen V3 presenten una 
marca més intensa de HA que a les controls i no es veuen diferències significatives en la 
tinció amb CD44. 

11. Les línies cel·lulars de melanoma humà Mewo i caní CML-10c2 que sobreexpressen la 
isoforma V3 de versicà produeixen metàstasis al pulmó (principal lloc de metàstasi dels 
melanomes), mentre que no se’n produeixen en els controls respectius. 

12. La línia cel·lular de melanoma caní CML-1 expressa CD44, produeix elevades quantitats 
de HA i expressa versicà. La línia cel·lular de melanoma caní CML-10c2 també expressa 
CD44, produeix HA en menor quantitat i no expressa versicà. La matriu pericel·lular de 
CML-1 és visible, mentre que no ho és la de CML-10c2, la qual cosa indica que la 
presència dels tres components del complex és necessari pel seu ensamblatge. 

13. L’expressió de CD44 és superior en els melanomes malignes canins que en els 
melanocitomes. Els tumors malignes canins mostren una expressió més intensa de 
CD44 a la perifèria del tumor, mentre que els benignes mostren una expressió de CD44 
homogènia en el tumor. 
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ZIMOGRAFIA 
 
A.- PREPARACIÓ DE LES MOSTRES PER ZIMOGRAFIA 

A.1.- Medis 
 Les tres línies cel·lulars canines de melanoma es cultivaren fins estar a una confluència 
del 80 % i, en el cas dels cultius subconfluents, fins a un 50-60 %. S’aspirà el medi i es feu una 
incubació de 6 hores amb medi sense sèrum. Es retirà aquest medi i es tornà a afegir medi RPMI 
sense sèrum durant 24 hores, després de les quals el medi fou recollit. Aquests medis 
condicionats es varen analitzar mitjançant la tècnica de la zimografia de gelatina. Com a control 
positiu s’utilitzà el medi condicionat de les cèl·lules MXT.C1.1, les quals procedeixen d’una 
metàstasi a pulmó d’un adenocarcinoma de mama de ratolí (cedides amablement per A. Fabra, 

I.R.O, Barcelona). S’agafà el volum necessari de cada mostra per tenir un total de 10 µg de 

proteïna (mesurat mitjançant mètode Bradford) i 6 µg de proteïna de la mostra control. 

A.2.- Extractes 
Les tres línies cel·lulars canines de melanoma es cultivaren fins estar en estat 

exponencial (60-70% de confluència). Es rentaren amb PBS tres vegades i es tripsinitzaren. Es 
realitzà el seu comptatge i les mostres es centrifugaren (2000 rpm) dues vegades. Posteriorment 
el pellet obtingut es resuspengué en TBS i es tornà a centrifugar. El pellet obtingut es va 

resuspendre en 100 µl de 1.5 % TritonX-114 en TBS - aquest detergent solubilitza les proteïnes 

de membrana cel·lular - i mantenint les mostres en gel. S’incubaren a 4ºC durant 15 minuts i, 
posteriorment, es centrifugaren a 14000 rpm, mantenint les mostres a 4ºC, durant 2 minuts. Es 
recollí el sobrenadant, el qual s’incubà durant 5 minuts a 37ºC. Es centrifugaren les mostres 
(d’aparença tèrbola) a 6500 rpm, durant 5 minuts a temperatura ambient, i es van obtenir dues 
fases a cada mostra: la fase del detergent i la de l’aigua. S’eliminà aquesta última fase. Per últim, 
es procedí al càlcul de la concentració cel·lular de les mostres obtingudes (nº cèl·lules totals de 
la mostra/ volum fase detergent). El zimograma es va normalitzar per nombre de cèl·lules (entre 
1-2 milions de cèl·lules/pou) intentant que el volum fos el mínim possible. 
 
B.- ZIMOGRAFIA 

A les mostres se’ls afegí el tampó de càrrega (preparat 5X, conté 1 M Tris-HCl  pH 6.8, 
50% glicerol, 10 % SDS i 1 % de blau de bromofenol) i es van carregar a un gel d’electroforesi. 
Les mostres (medis o extractes) s’analitzaren electroforèticament en un gel del 7.5 % de 
poliacrilamida amb gelatina a una concentració final del 0.1 % incorporada com a substrat, sota 
condicions no reductores a 40V durant tota la nit (en un sistema refrigerat). Per incorporar la 
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gelatina al gel, primer es dissolgueren 0.03 g de gelatina (BioRad) en 1 ml de SDS 10% i 10.84 

ml d’aigua a  37 ºC, en agitació. Posteriorment es filtrà amb un filtre de 45 µm  i es barrejà amb 

la resta de components del gel. 
El gel fou rentat dues vegades a temperatura ambient durant 45 minuts cada cop en una 

solució del 2.5 % Triton X-100 en 50 mM Tris-HCl pH 7.5 amb 0.05 % d’azida sòdica. Després es 
rentà vàries vegades en aigua destil·lada i s’incubà en developing buffer (50 mM Tris-HCl, 0.15 
M NaCl, 10 mM CaCl2, 0.05 % azida sòdica, pH 7.5) durant tota la nit a 37 ºC. Les bandes 
d’activitat gelatinolítica s’observaren després de tenyir el gel amb 0.1 % Blau Brillant de 
Coomassie en una solució del 10 % d’isopropanol/ 10 % àcid acètic glacial. Aleshores el gel fou 
destenyit en una solució del 10 % isopropanol/10 % àcid acètic glacial i després incubat en una 
solució del 50 % metanol i 5 % glicerol per aconseguir la mida de gel desitjada. Després el gel 
fou assecat. El càlcul del pes molecular aparent de les bandes gelatinolítiques es feu en 

referència al marcador estàndard de pes molecular utilitzat (Benchmark). 

 
NORTHERN BLOT 

Alíquotes de 15 µg de RNA total de cada mostra foren separades en un gel 

desnaturalitzant d’agarosa a l’1.1 % , el qual contenia formaldehid, i transferides a una 

membrana de nylon (Hybond-XL, Amersham Pharmacia Biotech). La membrana va ser 

hibridada durant tota la nit en rotació, a 42 ºC amb una sonda humana de MMP-2 marcada amb 

[32α-P]dCTP (PCDcol IVδ5A, cedida per A.Fabra de l’I.R.O, Barcelona) en el tampó d’hibridació 

amb un 50 % de formamida.  
A les 24 hores la membrana fou rentada sota condicions restringents en una solució 2X 

SSC-0.1 % SDS a temperatura ambient durant 30 minuts i un segon rentat a 55 ºC durant una 
hora. Aleshores la membrana s’exposà al film durant tota una nit a  –80ºC i es el resultat es veié 
per autoradiografia. El mateix blot fou rehibridat a una sonda GAPDH per normalitzar la quantitat 
de RNA existent a les mostres. 

La quantificació es determinà per densitometria (com s’ha explicat anteriorment) i la 
normalització es feu segons la quantitat total de RNA (GAPDH). 

 
DENSITOMETRIA 

Els zimogrames i northern blots foren analitzats mitjançant un densitòmetre (Gel Doc 

2000, BioRad) i el software associat (programa Quantity One). Per obtenir un valor 

semiquantitatiu per cada mostra, la intensitat i àrea de cada banda es comparà al valor de la 
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mostra control. Es calculà una relació dels valors de les mostres respecte el control, obtenint així 
valors arbitraris per a cada mostra. 

 
IMMUNOCITOQUÍMICA 

La tècnica d’immunolocalització ens permet detectar si una determinada proteïna 
s’expressa en una cèl·lula i localitzar en quin compartiment cel·lular es troba. Tot això 
s’aconsegueix mitjançant la utilització d’anticossos específics sobre cèl·lules prèviament fixades. 

Així, les cèl·lules van ser crescudes en portaobjectes de vidre circulars (1 cm de ∅, prèviament 

esterilitzats). La majoria de cèl·lules poden créixer bé sobre aquests portaobjectes mantenint les 
seves característiques morfològiques. Els portaobjectes són fàcilment manipulables i permeten 
gastar volums mínims d’anticossos i dels altres reactius. En aquest apartat es descriu la tècnica 

referent a la detecció d’integrina αv i de la isoforma V3 de versicà. 

1.-Fixació: quan les cèl·lules arribaren a la densitat de creixement desitjada (subconfluents, 
aproximadament 20000 cèl·lules/portaobjectes), s’aspirà el medi de cultiu i es rentaren tres 
vegades amb PBS atemperat per eliminar totes les restes. Les cèl·lules es van fixar amb 
paraformaldehid 3%-sacarosa 2% en PBS, durant 25 minuts. S’eliminà el paraformaldehid i es 
rentà amb PBS. 
2.- Permeabilització de les mostres amb Triton-X-100 0.1% en G-PBS (20 mM glicina en PBS) 
durant 5 minuts i posteriorment es van rentar amb G-PBS. 
3.- Bloqueig de les unions inespecífiques amb BSA 1% en G-PBS. 
4.- Immunolocalització: posteriorment s’incubaren les cèl·lules amb l’anticòs primari 17E6 

(subunitat αv ), cedit amablement per F. Mitjans (Merck I+D, Barcelona), es deixà 45-60 minuts a 

37 ºC, a una dilució 1/100. En el cas de la immunocitoquímica de versicà, l’anticòs primari fou 
l’anti-versicà policlonal produït al nostre laboratori a una dilució 1/100 i es deixà incubant 16-18 
hores a 4ºC. 
5.- Es rentaren amb PBS i en el cas de la immunocitoquímica de la integrina s’incubaren amb 
l’anticòs secundari monoclonal anti IgG-FITC a una dilució 1/35 i, a més, també s’afegí faloïdina-
TRITC a una dilució 1/100, per la tinció del citoesquelet. En el cas del versicà l’anticòs secundari 
va ser un anti-IgG de conill marcat amb FITC a una dilució 1/30. La incubació, de 60 minuts a 
37ºC, i la resta de passos es mantingueren a les fosques. Es van rentar amb PBS. Posteriorment 
es tenyiren els nuclis amb Hoechst (33258) 1/1000 (stock 1 mM) durant 5 minuts, es rentaren i 
després ja es féu el muntatge amb Immunofluore (ICN). Les mostres es van mirar amb el 
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microscopi Nikon Eclipse E800. Com a controls negatius dels antisèrums s’utilitzà PBS per 

l’anticòs monoclonal i pel policlonal s’utilitzà sèrum de conill a la mateixa dilució que el primari. 
 

MIGRACIÓ SOBRE COL· LAGEN 

Com a substrat vam utilitzar el col·lagen tipus I (SIGMA, C-9791) a la concentració de 

15 µg/ml en PBS. Per fer aquests assaigs de migració es van utilitzar plaques HTS Fluoroblock 

amb transwells amb porus de 8 µm (Falcon), a les quals es van afegir 75 µl de col·lagen a la 

superfície de cada transwell i 100 µl dins de cada pou, per fer-ne el recobriment, i es van incubar 

2-3 hores a 37ºC o 16-18 hores a 4ºC. 
Posteriorment s’eliminà el substrat sobrant dels pous i es plaquejaren les cèl·lules a una 

concentració de 5x 104 cèl·lules/pou, resuspeses en 100 µl medi DMEM sense FCS-1% BSA. Es 

van fer quadruplicats de cada línia cel·lular i es van incubar 2 hores. Seguidament es van posar  

500 µl del mateix medi amb una concentració de 50 ng/ml de rhHGF (R&D Systems ) com a 

factor migratori al compartiment inferior. Les cèl·lules es van incubar a 37ºC durant 16-18 hores. 
Els controls negatius van ser les cèl·lules sense el factor migratori.  

 Posteriorment es van afegir 50 µl de 0.1mM calceïna (Calbiochem) als 500 µl de medi 

de sota els pous i s’incubà 1 hora a 37ºC. Es va aspirar el medi de sobre els pous i es féu un 
rentat amb PBS. Seguidament ja es procedí a la lectura dels resultats de migració al CytoFluor 

2350 (Millipore) a una longitud d’ona d’excitació de 485 nm i una lectura d’emissió de 530 nm. 

També es van observar les cèl·lules que havien migrat en un microscopi de fluorescència Nikon 

Eclipse E800. Aquests assaigs es van realitzar en col·laboració amb el Dr. J. Adan (Merck I+D, 

Barcelona).  
 
ANÀLISI D’INTEGRINES PER CITOMETRIA DE FLUX 

Es tripsinitzaren les cèl·lules per tenir 250000 cèl·lules pel marcador i 250000 cèl·lules 
pel control negatiu. Primer es feren 2 rentats amb tampó: PBS-BSA1%-0.01% azida, centrifugant 

a 2000 rpm cada vegada i llençant el sobrenadant. Posteriorment es van afegir els 100 µl de 

l’anticòs primari, és a dir del marcador d’integrina corresponent, a una concentració de 10 µg/ml, 

i al control negatiu, a la mateixa concentració que el primari, s’hi va posar una IgG del mateix 
isotipus. Les cèl·lules es van incubar durant 20 minuts a 4ºC amb l’anticòs primari.  

Posteriorment es van fer dos rentats amb el mateix tampó utilitzat anteriorment i 

s’afegiren els 100 µl de l’anticòs secundari: la fracció Fab2 d’un anticòs anti-ratolí de cabra 

(ALEXAfluor 4.88), a una dilució 1/250 (8 µg/ml) i s’incubà durant 20 minuts a 4ºC. Es van fer 2 
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rentats de la mateixa manera que els anteriors i les mostres es van resuspendre en 500 µl de 

tampó i s’hi afegiren 3µl de iodur de propidi (IP, 10 µg/ml). Les mostres s’analitzaren per 

citometria de flux amb el citòmetre EPICS-XL (Beckman®) amb la col·laboració del Dr. J. Adan 
(Merck I+D, Barcelona).  
 
ANÀLISI DE CICLE CEL· LULAR PER CITOMETRIA DE FLUX  

Es van plaquejar les cèl·lules en plaques de 100 mm per tenir-les a una confluència d’un 
50%. Un cop arribat a aquest grau de confluència, les cèl·lules es van posar amb medi sense 

FCS (MCDB 105 SIGMA) durant 8 dies per a sincronitzar-les. Quan ja estigueren 

sincronitzades, van ser estimulades amb DMEM-10%FCS i vam agafar mostres a diferents 
temps (0h, 16h, 20h, 24h, 28h, 32h, 36h, 40h, 44h i 48h) per fer el protocol per anàlisi de cicle 
(FACS) a cada mostra. 

Primer es van  tripsinitzar les cèl·lules (se’n recolliren el medi i els rentats, per tal de 
comptar també les cèl·lules mortes) i es van comptar per a tenir 1-2 x 106 cèl·lules totals per 
FACS i pels Western Blots (WB) de proteïnes de cicle cel·lular. Es van centrifugar les cèl·lules 
(400g, 5 minuts) i es feren 2 rentats amb PBS (mostres per WB) o PBS-1% FCS (mostres per 
FACS), amb 2 centrifugacions més (500g, 1 minut). A les mostres per WB es va aspirar el PBS i 
es guardà el pellet a –80ºC fins la seva utilització. A les mostres per FACS s’aspirà el PBS i es 
van resuspendre bé les cèl·lules en 0.5 ml de PBS-1% FCS. Posteriorment s’afegí gota a gota 
(amb una pipeta Pasteur) els 0.5 ml de la mostra a un tub amb 5 ml d’etanol 70% fred, mentre el 
tub estava al vórtex suau. Es van deixar 2 hores a 4ºC perquè es donés la fixació de les cèl·lules. 
Després es van guardar a –20 ºC fins la seva anàlisi per citometria (es poden guardar vàries 
setmanes) . 

Per fer l’anàlisi de FACS, primer es van centrifugar (800 g, 5 minuts) les mostres per 
eliminar-ne l’etanol. Es van rentar dues vegades amb 500 µl PBS-1% FCS, centrifugant cada 
vegada. Seguidament es resuspengueren en 400 µl PBS-1% FCS i es van afegir 50 µl d’ IP 
(stock 0.5 mg/ml). S’afegiren afegir 5 µl de RNAsa A lliure de DNAsa (10 mg/ml) i es van incubar 
30-45 minuts a 37ºC (perquè actués l’enzim) i a les fosques (perquè no es degradés l’IP). 
Posteriorment ja s’analitzaren per citometria de fluxe amb el citòmetre FACScalibur (Becton 

Dickinson). Aquests assaigs es van fer amb la col·laboració del Dr. J. Gil  i la Dra. E. Castaño 

(UB, Bellvitge). 
 
 



  Annex. Materials i mètodes 

166 

IMMUNOHISTOQUÍMICA DE TUMORS PRIMARIS 
Versicà 
Les biòpsies dels tumors primaris es van congelar en nitrogen líquid, es van incloure en 

OCT i es van mantenir a –80 ºC fins el moment de la seva anàlisi. Es van fer talls seriats de 4 

µm amb el criostat. Després d’atemperar les mostres i fer un rentat en TBS, es va inhibir la 

peroxidasa endògena de les mostres amb 3% H2O2 (33%) en metanol durant 30 minuts i 
seguidament es van rentar amb TBS. Després es procedí al bloqueig de les unions 
inespecífiques amb sèrum normal de cabra (SNC) al 20% en TBS durant 30 minuts. 
Posteriorment es van incubar les mostres amb l’anticòs primari policlonal contra el versicà 
(Touab et al., 2002) a una  dilució 1/50 en TBS tota la nit a 4ºC.  

Es van rentar amb TBS i s’incubaren amb l’anticòs secundari biotinilat anti-conill (GAR-b) 
a una dilució 1/300 en TBS-20% SNC durant 1 hora. Es van rentar amb TBS. Posteriorment es 
van incubar amb l’ABC (avidin biotin complex) a una dilució 1/50 durant 30 minuts, es rentaren i 
després es féu el revelat amb el substrat AEC durant 15 minuts. Posteriorment es rentaren les 
mostres i es contrarestà amb hematoxilina per tenyir els nuclis. Seguidament es procedí al 

muntatge de les mostres i es van mirar amb el microscopi Nikon Eclipse E800. Com a controls 

negatius s’utilitzà sèrum de conill a la mateixa dilució que l’anticòs primari. 
 Àcid hialurònic  

En aquest cas també es van utilitzar mostres de teixit congelat. En aquest assaig es fan 
dos controls negatius. El primer control negatiu es fa amb tractament amb hialuronidasa (from 

Streptomyces hyalurolyticus, SIGMA H-1136), que digereix l’HA de la mostra i, per tant, 

l’HABP-biotinilada (hyaluronic acid binding protein, Seikagaku) no es podrà unir enlloc. En el 

cas del segon control negatiu, el que fem és incubar amb l’HABP-b junt amb HA soluble (from 

human umbilical cord, SIGMA H-1876), que competirà amb els llocs d’unió per l’HA amb l’HA 

de la mostra. Després d’atemperar les mostres i inhibir la peroxidasa endògena es van rentar 

amb PBS. Posteriorment es va digerir un dels controls negatius de cada mostra amb 20µU/ml 

hialuronidasa en la solució 50 mM NaOAc, 0.15M NaCl, pH 6.0, durant 1 hora a 37ºC. Les 
seccions no digerides (l’altre control negatiu i la mostra positiva) es van incubar paral·lelament 
amb la mateixa solució sense l’enzim. Després de la digestió es rentaren amb PBS i es procedí 
al bloqueig de les unions inespecífiques amb sèrum normal de cabra (SNC) al 10% en PBS 

durant 30 minuts. Posteriorment es van incubar les mostres amb 4 µg/ml l’HABP-b en el cas de 

les mostres positives i el control negatiu tractat amb hialuronidasa o amb el complex HABP-b (4 

µg/ml) /HA (100 µg/ml) per l’altre control negatiu a una cambra humida a 4 ºC  tota la nit.  
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Es van rentar amb PBS i s’incubaren amb l’ABC a una dilució 1/50 durant 30 minuts, es 
rentaren primer amb PBS i després amb TBS. El revelat es féu amb el substrat DAB durant 10 
minuts a 37ºC. Es parà la reacció amb TB i posteriorment es rentaren les mostres i es 
contrarestà amb hematoxilina per tenyir els nuclis. Seguidament es procedí al muntatge de les 

mostres i es van mirar amb el microscopi Nikon Eclipse E800. Com a controls negatius 

s’utilitzaren les mostres digerides amb hialuronidasa i les incubades amb HA. 
Els estudis de tumorigènesi es van realitzar a l’I.R.O. (Barcelona) en col·laboració i sota 

la supervisió de la Dra. A. Fabra. 
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LLISTAT DE PRODUCTES UTILITZATS 
 
Cultius cel· lulars, estudis funcionals: 
Medi RPMI 1640, Gibco BRL/Life Technologies 
Medi DMEM, Gibco BRL/Life Technologies 
Plaques amb pous Transwell (6.5 mm de diàmetre, 8 µm porus), Corning 
Col·lagen tipus I, SIGMA 
Calceïna, Calbiochem 
HA, SIGMA 
 
Anticossos, factors de creixement i enzims: 
Anti-CD44 (J173), Becton and Dickinson 
b-HABP, Seikagaku 
HGF, SIGMA 
rhHGF, R&D Systems 
IGF-I, SIGMA 
TGF-β, Collaborative Research 
Condroïtinasa ABC, Seikagaku 
Heparitinasa, Seikagaku 
 
Radiactius: 
[Cr51], Amersham Pharmacia Biotech 
[35S] sulfat, Amersham Pharmacia Biotech 
[35S] metionina, Promix 
 
Western Blot i Northern Blot: 
Immobilon-P Membranes, Millipore 
ECL System, Amersham Pharmacia Biotech 
Rneasy isolation kit, Qiagen 
Hybond-XL membranes, Amersham Pharmacia Biotech 
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LLISTAT DE MÈTODES UTILITZATS 
  
Article 1: 

- Marcatges metabòlics amb 35[S]sulfat i L-35[S]metionina amb i sense pre-tractament amb 
factors de creixement (TGF-β, IGF-1, HGF). 

- Assaig de proliferació  
- Digestions enzimàtiques (condroïtinasa ABC, heparitinasa) 
- Anàlisi per Western Blot (versicà) 
 

Article 2: 
- Construcció i infecció amb el vector retroviral (LXSN, LV3SN). 
- Extracció RNA i northern blot (C10) 
- Western Blot (versicà) 
- Immunocitoquímica (CD44) 
- Assaigs de proliferació (corbes de creixement) 
- Adhesió sobre HA 
- Migració sobre HA (cambres tipus transwell) 
- ELISA competitiu per la determinació d’HA 
- Assaig de tumorigènesi (inoculació intradèrmica de les cèl·lules). 
 

Article 3: 
- Immunocitoquímica (CD44, versicà). 
- Western Blot (CD44, versicà) 
- ELISA competitiu per la determinació d’HA 
- Visualització de la matriu pericel·lular (assaig d’exclusió de partícules). 
- Immunohistoquímica de biòpsies de melanomes i melanocitomes canins (CD44) 

 
Resultats complementaris articles 1 i 2 (Annex. Materials i mètodes): 

- Anàlisi MMPs: zimografia (medis cel·lulars, extractes cel·lulars) i northern blot. 
- Anàlisi per densitometria . 
- Immunocitoquímica (versicà, subunitat αv de les integrines). 
- Migració sobre col·lagen tipus I (plaques HTS Fluoroblock, calceïna) 
- Anàlisi d’integrines per citometria de flux  
- Anàlisi de cicle cel·lular per citometria de flux 
- Immunohistoquímiques de tumors primaris de ratolins (versicà, HA, CD44). 
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