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Resumen

La composicién de la matriz extracelular (MEC) determina algunos aspectos cruciales del
comportamiento tumoral. Entre sus componentes destacan glicoproteinas y proteoglicanos (PGs),
algunos de los cuales tienen receptores en la membrana celular. Nuestro grupo de investigacion

estd interesado en la biologia de los PGs en el melanoma humano.

El VS es un PG de matriz de la familia de los hialectanos. Est4 formado por tres dominios:
Gl, G2 y G3. El splicing alternativo del dominio central G2 genera cuatro isoformas denominadas

VO, V1, V2 y V3.

En células de melanoma humano se ha descrito la expresién de proteoglicanos como el
proteoglicano especifico de melanoma (mel-PG), CD44 o versicano (VS), cuya presencia fue
descrita en nuestro laboratorio. Asimismo, describimos su capacidad para incrementar la

proliferacién y migracién en células de melanoma humano, ademés de disminuir su adhesién.

En la primera parte de este trabajo determinamos el patrén de expresion de las isoformas
de VS y de mel-PG durante el proceso de desdiferenciaciéon de las células de melanoma,
utilizando lineas celulares con diferentes grados de diferenciacién (temprano, intermedio y

tardio).

Nuestros resultados muestran que el grado de diferenciacién de las células determina la
expresién diferencial de VS y mel-PG, de tal forma que las lineas celulares més indiferenciadas
expresan todas las isoformas de versicano y las més diferenciadas ninguna de ellas. De ello
concluimos que la pérdida del estado diferenciado se acompafia de la expresién de las diferentes
isoformas de VS, hecho que parece ser comin en tumores derivados de células con mismo origen
embrionario, como muestran nuestros andlisis preliminares realizados en células de

neuroblastoma y astrocitoma.

Durante el proceso de diferenciacién /n vitro de las lineas celulares SK-mel-1.36-1-5 y SK-
mel-3.44 estos PGs desaparecen, por lo que proponemos que la produccién de versicano es sefial
de regresién a un estado no diferenciado durante la progresién tumoral, y que existe un patrén

temporal para la expresién de cada isoforma de versicano.

En la segunda parte analizamos la regulacién del promotor de VS en lineas celulares de

melanoma humano con grados de diferenciacién temprano y tardio.

Aislamos, secuenciamos y clonamos el promotor de VS humano. El andlisis in silico del
mismo determind tres regiones de regulacién: la primera en el extremo 5°, presenta dos cajas de
reconocimiento para TCF-4; la segunda en la zona central, 6 cajas de unién para Spl, 7 para AP-

2 y una para Smad3/4; y la tercera en el extremo 3’, una caja de unién para AP-1.
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Construimos diversos mutantes de delecién disefiados para aislar el papel de cada uno de
los elementos reguladores del promotor de VS y los transfectamos de manera transiente en las

lineas celulares.

Los resultados muestran que TCF-4 es un activador responsable de mas del 50% de la
actividad total de este promotor, ya que la sobrexpresién de algunos de los participantes de la
via de sefalizacién de TCF-4 tiene un efecto directo sobre la actividad del mismo. Ademas,
mediante ensayos de EMSA determinamos la unién especifica del complejo TCF-4/B-catenina. En
la region central reside aproximadamente el 10% de la actividad total del promotor y hemos
determinado la unién especifica a 3 de los posibles sitios de unién para Spl. Planteamos por
tanto, que Sp1 es un modulador o quizéas regulador de respuesta répida de VS. Por dltimo, en la
regién 3’ del promotor, que contiene la secuencia de reconocimiento para AP-1, se encuentra el
40% restante de la actividad y hemos determinado que dicha secuencia es la responsable de la

actividad basal de VS.
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Desde hace tiempo nuestro laboratorio trabaja en el estudio del papel de los
proteoglicanos (PGs) en los procesos de transformacién, malignizacién y diferenciacién de las
células. El modelo que hemos utilizado para este fin es el melanoma humano, patologia de gran
importancia dado que ha visto aumentar significativamente su incidencia en la poblacién mundial

en los Gltimos afos.

Uno de los PGs identificado en el melanoma es mel-PG, del cual nuestro grupo habia
descrito su relaciéon con el grado de diferenciacion de lineas celulares de melanoma y su
regulaciéon por parte de TGF-f (Heredia et al, 1996b), asi como su expresion en lesiones

melanociticas humanas (Touab et a/., 2003).

También nuestro laboratorio describid la presencia de versicano (VS), un proteoglicano
tipo condroitin sulfato de alto peso molecular, en la matriz extracelular de las células de
melanoma humano. Este PG es capaz de aumentar la proliferacién y la migracion de estas células
in vitro, ademés de producir una disminucién en su adhesién (Touab et al., 2002). /n vivo, la
presencia de VS en cortes histolégicos de diferentes tipos de lesiones melanociticas cutédneas sélo

se detecta en el melanoma maligno y no asi en los nevus benignos (Touab ef al., 2003).

De la regulacién de la expresion de versicano no hay mucha informacién. Se describié la
regién promotora de este proteoglicano en 1995 y desde esa fecha sélo se han propuesto tres
participantes en su regulacién: Pax3 y AP-2, ambos factores de transcipcién relacionados con el
desarrollo de la cresta neural (Naso et al., 1994; Scholl et al., 2001), y recientemente TCF-4 en

células de musculo liso (Rahmani et a/., 2005).

Con estos antecedentes nos hemos propuesto como objetivos de este trabajo:

1.- Caracterizar los cambios en la expresiéon de versicano y mel-PG en lineas celulares de

melanoma humano y su relacién con su grado de diferenciacién.

1.1.- Caracterizacién de la expresiéon de mel-PG y versicano en lineas celulares de
melanoma humano con distintos grados de diferenciacién: temprano (SK-mel-1.36-1-5,
SK-mel-37, AX-3 y Rider), intermedio (SK-mel-3.44) y tardio (SK-mel-23, MeWo vy
DX-2).

1.2.- Determinacién de la expresién de las isoformas de versicano en estas lineas y su

relacién con el grado de diferenciacién de las mismas.
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2.- Analizar si el proceso de diferenciacién in vitro de células de melanoma humano con grado
de diferenciacién temprano (SK-mel-1.36-1-5) e intermedio (SK-mel-3.44) va acompanado de

cambios en la expresién de versicano y sus isoformas.

3.- Caracterizar la expresién de VS en lineas celulares de tumores del sistema nervioso central,

tanto de origen glial como de origen neural.

4.- Aislar el promotor de VS humano de las células de melanoma.

5.- Caracterizar los factores de transcripcién involucrados en la regulacién de la expresién de VS

en las lineas celulares de melanoma humano con diferentes grados de diferenciacién: SK-mel-131

(temprano) y MeWo (tardio).
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Los procesos neoplasicos en general pueden ser descritos como la pérdida de la
homeostasis de un tejido normal. Esta pérdida deja sin control mecanismos tan importantes
como la proliferacion, la diferenciacién y la respuesta a la apoptosis de las células. Al perderlos la
célula comienza a transformarse: expresa moléculas nuevas y factores de crecimiento que le
ayudan a sobrevivir, comienza a dividirse sin control y posteriormente comienza el proceso de

invasién de los tejidos sanos contiguos.

Estas células transformadas a su vez transforman su entorno, modifican la composicién
del medio que le circunda, la matriz extracelular (MEC), para asi facilitar su supervivencia. La
composiciéon de la MEC determina entre otras cosas la maleabilidad del entorno, la
disponibilidad de citoquinas, la activacion de las mismas, la comunicacién celular, etc.
Anteriormente, se pensaba que sélo jugaba un papel estructural, pero ahora se sabe que la vida
media de muchos factores de crecimiento se alarga o disminuye segiin la composicién de la MEC,
que sus componentes, como por ejemplo las glicoproteinas o los proteoglicanos, tienen
caracteristicas funcionales que durante el proceso de tumorigénesis pueden estar involucrados en
la facilitacién u obstruccién de este proceso. También se sabe que algunos de estos componentes
poseen receptores en las membranas plasméticas y que la unién de éstos a su receptor modifica el

comportamiento celular.

Es por eso que para las células transformadas, poder modificar su entorno es un paso
crucial para su progresién. Y por esto también el campo de investigacién de la biologia de la
MEC resulta de suma importancia para entender los mecanismos de progresién e invasidon

tumoral.

LA PIEL.

La piel es un érgano heterélogo que se constituye de elementos de origen ectodérmico,
endodérmico y mesodérmico. Estd estructurado en tres capas: la epidermis, la dermis y la
hipodermis. Las primeras dos capas se encuentran separadas por la ldmina basal. La epidermis es
un epitelio formado por los queratinocitos, los cuales se encuentran dispuestos en diferentes
estratos dentro de la misma. En el estrato més profundo, el estrato basal, se encuentran los
melanocitos, los cuales, a diferencia de los queratinocitos, derivan de la cresta neural. La funcién
principal de estas células es la de sintetizar, almacenar y transferir melanina a las células contiguas.
Los melanocitos normales se encuentran cerca de la membrana basal formando junto a los
queratinocitos circundantes unidades de melanina. Estos ultimos en su estado indiferenciado se
encuentran en el estrato basal y regulan el crecimiento de los melanocitos, asi como el nimero

de dendritas y la expresién de moléculas de superficie que éstos presentan (Gruss and Herlyn,
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2001). La unidad de melanina de la epidermis denota la relacién simbidtica entre un melanocito
y, aproximadamente, 36 queratinocitos asociados. En el estrato basal de la epidermis se
encuentran localizados los melanocitos junto con los queratinocitos basales en una ratio de 1:5.
Este balance se mantiene gracias a la regulacién estricta de la divisién de los melanocitos. Para
proliferar, los melanocitos necesitan desprenderse de la ldmina basal y de los queratinocitos,
retrotraer sus prolongaciones dendriticas, dividirse y migrar a través de la 1dmina basal antes de
volver a acoplarse a la matriz y a los queratinocitos, formando una nueva unidad de melanina. El
crecimiento de los melanocitos es controlado estrictamente mediante su comunicacién: con el
medio a través de moléculas de adhesién a la MEC como las integrinas o CD44 o a través de
citoquinas de forma paracrina, y con las células circundantes a través de las moléculas de
comunicacién célula-célula, como por ejemplo las cadherinas o gap-junctions (Haass et al.). Este
patrén altamente regulado sirve como base estructural de la regulacién del melanocito. Cuando

el melanocito escapa a este control se da la transformacién maligna y por lo tanto el melanoma.

EL MELANOMA.

El primer caso descrito de melanoma ha sido encontrado en los escritos de Hipdcrates,
donde se habla de “tumores fatales, negros y con metdstasis”. Asimismo, un grupo de
paleonpatélogos descubrié metéstasis en huesos y masas melanociticas redondas en la piel de
momias peruanas del siglo IV a.C. Sin embargo, no fue sino hasta 1806 que la enfermedad fue
caracterizada en detalle y bautizada por René Laennec como “la melanose” en la Facultad de
Medicina de Paris. En 1820, Wiilliam Norris sugirié que el melanoma podria tener un carécter
hereditario y podria estar ligado a la presencia de nevus, al estudiar una familia cuyos miembros

presentaban tanto melanomas y lesiones metastéticas como numerosos nevus.

Epidemiologia.

La incidencia del melanoma en el mundo ha ido en aumento desde hace méas de 80 afios.
Se ha determinado que la tasa de crecimiento es del 3-7% anual segln el pais. S6lo en Europa,
durante el aflo 2000 aproximadamente 59 000 personas fueron diagnosticadas de melanoma y
alrededor de 16 000 murieron de esta enfermedad (de Vries and Coebergh, 2004; Perlis and
Herlyn, 2004; Thompson et al., 2005).
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La esperanza de vida de una persona con melanoma diseminado es de 8.1 meses y al
pasar 5 afios sélo el 2% de las personas diagnosticadas permanecen con vida, lo que lo hace uno
de los cénceres con peor prondstico. Ademés, no existe ninglin tratamiento con mas de un 2%
de éxito para esta neoplasia, ya que es resistente a la quimioterapia y radioterapia y los
tratamientos relacionados con vacunas no han demostrado tener gran efectividad (Réckmann
and Schadendorf, 2003). Este aumento en la incidencia se ha relacionado con el cambio en las
costumbres de exposicion al sol de las Gltimas décadas. Desde 1930 el aspecto bronceado empezd
a ser un simbolo de salud, y a partir de la década de 1950 la masificacion de las vacaciones en
lugares de playa ha hecho que la exposicién al sol de la mayoria de la poblacién haya cambiado,
incrementando asi la incidencia de melanoma (de Vries and Coebergh, 2004). En cuanto a la
localizacién corporal, el melanoma ocurre de manera menos frecuente en areas de exposicién
continua al sol como por ejemplo manos y cara, y aumenta en zonas de poca exposicién solar
como por ejemplo el tronco en los hombres o la parte posterior de las piernas en las mujeres.
Hay estudios en los que se plantea que la exposicién intensa e intermitente a los rayos UV no da
tiempo suficiente a los melanocitos para sintetizar la melanina que requieren para protegerse de
dicha radiacién. En las exposiciones de larga duracién, los melanocitos generan melanina
suficiente para envolver el nucleo y protegerlo, cosa que no pasa con las exposiciones

intermitentes (Perlis and Herlyn, 2004).

Progresion.

Basadas en caracteristicas clinicas e histopatolégicas, se han propuesto cinco fases en la
progresién de melanoma: 1) nevus adquirido comuin y congénito con melanocitos de estructura
normal; 2) nevus displasico con atipia estructural y arquitectural; 3) fase temprana de crecimiento
radial (RGP); 4) melanoma primario de crecimiento vertical avanzado (VGP) con competencia

para metdastasis, y 5) melanoma metastatico.

Hay algunas evidencias que sugieren que el nevus displasico podria ser un precursor del
melanoma, pero esta relaciéon es controvertida ya que mas del 50% de los melanomas parecen
surgir de novo sin ninguna lesién precursora (Chudnovsky et al, 2005). A medida que el
melanoma progresa de la fase radial a la vertical, las opciones de tratamiento, cura y
supervivencia decrecen de forma importante. Muchos de los subtipos de melanoma muestran un
lento crecimiento en fase radial, seguido por un crecimiento vertical acelerado. Durante la fase
radial las células de melanoma se extienden dentro de la epidermis, pero permanecen en su lugar
y carecen de la capacidad de invadir la dermis y metastatizar. Normalmente en esta fase el

melanoma es curable con cirugia. En la fase vertical, las células invaden la dermis y las estructuras
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maés profundas de la piel hasta llegar a los vasos sanguineos y volverse competentes para

metastatizar en érganos distantes.

Las células de melanoma pueden escapar del control ejercido por los queratinocitos a
través de varios mecanismos que perturban la relacién del melanocito con su entorno. En primer
lugar, mediante la modificacién de la composicién de la MEC asi como de moléculas que le
permitan la comunicacién de ésta con la célula, como por ejemplo las integrinas o proteoglicanos
como mel-PG o CD44. En segundo lugar, el switch que ocurre en las moléculas de adhesién que
permiten las interacciones entre las células de melanoma entre si y con las células del estroma,
mediante la inhibicién de la expresién de proteinas, como serian E-cadherina, P-cadherina,
desmogleina y las conexinas, y la expresion de novo de otros, como por ejemplo N-cadherina y
MUCI8, entre otras (Jean et al, 1998). Un tercer mecanismo seria a través de la expresién de
moléculas intracelulares y factores de transcripcién que modifican la sintesis de proteinas bésicas
para el correcto funcionamiento de los melanocitos, como por ejemplo AP-2 (la pérdida de
expresidon de este factor de transcripcion estd relacionada con la sobrexpresiéon de MUCI8 o
MMP-2), ATF o CREB (que se encuentran sobrexpresados en células de melanoma metastético,
en las cuales ademés se ha demostrado que la inhibicidén de la expresion de CREB disminuye su
capacidad tumorigénica y metastética) (Hsu et a/, 2002; Haass et al., 2005) o AP-1 (que esta

relacionado con la sobreexpresion de CD44 (Lamb et al., 1997).
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Figura 1: Fases de progresién de melanoma. En el melanoma los melanocitos pierden la comunicacién
normal con el entorno y establecen nuevas comunicaciones que facilitan su progresion. La primera fase seria
la de Melanoma Radial, donde los melanocitos transformados crecerian de forma incontrolada invadiendo
sdlo la epidermis. La fase de Melanoma Vertical se caracterizaria por el crecimiento de estas células
invadiendo la dermis. En el Melanoma Metastatico se observaria la extravasacién de las células de
melanoma para asi colonizar érganos lejanos (adaptado de Gruss and Herlyn, 2001).
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En la fase de crecimiento radial, los melanocitos transformados proliferan e invaden la
epidermis, en este momento la unién entre los queratinocitos y las células de melanoma ya no
estd presente, debido a que éstas Gltimas cambian su patrén de expresién de moléculas de
superficie y pasan de expresar E-cadherina a N-cadherina. Esta expresién impide la comunicaciéon
con los queratinocitos pero favorece la comunicacién de las células de melanoma entre si y de
éstas con las células del estroma, como los fibroblastos y las células endoteliales (Hsu et al,
2000). Ademas, se ha relacionado la expresién de N-cadherina con la disminucién de la
apoptosis de las células de melanoma. Esta accién estaria mediada por la via de sefializacién de
AKT inactivando el factor pro apoptdtico Bad (Li et al., 2001). Dado que N-cadherina también

favorece la migracién del melanoma, podria jugar un rol importante en la metastasis.

En el proceso de progresion del melanoma se han identificado una serie de cambios
encaminados a conferir a las células la capacidad de inmortalizarse, proliferar y migrar. Entre los
cambios encontrados, uno de los primeros en ocurrir es la desaparicién del control de los
queratinocitos sobre los melanocitos, al fallar la regulacién ejercida en parte por la proteina E-
cadherina, como ya hemos comentado (Hsu et al., 2000). A la pérdida de esta proteina se unen
después el aumento o expresién de novo de factores de crecimiento y citoquinas (PDGF, bFGF,
IGF-1, IL-8, TGF-B1, etc.), de factores angiogénicos (VEGF, etc.) y de moléculas de adhesién
(B3integrina, N-cadherina, etc.) (Hsu et al., 1998; Singh et al., 1999; Meier et al., 2000; Li et al.,
2001; Satyamoorthy et al., 2001; Sturm et al., 2002). Es entonces cuando las células empiezan a
proliferar mas rdpidamente. La metastasis es un proceso complejo que incluye la migracién de las
células tumorales, su paso al torrente circulatorio o linfético, su diseminacién por el organismo y
extravasacién para finalmente proliferar y dar lugar a tumores secundarios en tejidos diana
especificos. Las células metastaticas tienen un fenotipo muy inestable y se pueden adaptar
rdpidamente a cualquier situacién, lo que permite que, al menos algunas de ellas, sobrevivan

incluso en las circunstancias més desfavorables (Meier et al., 1998).

Alteraciones genéticas.

Mucho del conocimiento adquirido acerca de la susceptibilidad genética hacia el
melanoma proviene de estudios de melanoma familiar, y hasta el momento las alteraciones
genéticas responsables del desarrollo y la progresiéon del melanoma no familiar aun estdn
parcialmente sin aclarar. El melanoma familiar representa un porcentaje muy bajo de entre los
melanomas, aproximadamente el 10%, pero ha tenido ha tenido un papel importante en la
elucidacién de los cambios genéticos que han de ocurrir para la aparicién del mismo. Se han

descrito mutaciones que se han relacionado directamente con la progresién del melanoma.
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La pérdida del locus CDNK2A fue identificado en un principio como una mutacién
propia del melanoma familiar. Este locus codifica para dos genes supresores de tumores, p16'Nk+ y
pl4ARF. La proteina p16™* es un inhibidor de CDKS: inhibe la fosforilacion e inactivacion de RB
mediada por CDK4/6, paso esencial en la progresién de la fase G1 a S del ciclo celular; por lo
tanto, la falta de p16 provoca la proliferacién descontrolada de la célula de melanoma. Por otra
parte, la otra proteina, p14f* inhibe la degradacién de p53 mediada por la accién de H/MDM2
(Chin, 2003; Haluska et al., 2006). Se ha identificado la pérdida de este locus en el 25-50% de
los pacientes con melanoma familiar; posteriormente se han encontrado cifras similares para los

melanomas esporédicos (Chudnovsky et al., 2005).
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Figura 2: Codificacién del locus CDKN2A y el mecanismo de accién de los supresores de tumores p16™k4e y
p142RF, El locus CDKN2A esta formado por 4 exones (la, 1B, 2 y 3) que mediante un cambio en el patrén
de lectura codifican para los supresores de tumores p16 y pl4. En condiciones normales, p16 secuestra al
complejo CDK4/6 impidiendo la hiperfosforilacién de Rb y por lo tanto impidiendo la transicién de G1 a S.
En ausencia de p16, CDK4/6 se unen a la ciclina D, complejo que fosforila a Rb. La hiperfosforilacién de esta
Gltima permite a liberacién de E2F, el cual da paso a la transicién G1-S del ciclo celular, permitiendo asi la
proliferacién. Por otro lado, en condiciones normales la expresién de pl4 actia secuestrando a HDM2,
hecho que bloquea la ubicuitinacién de p53. En ausencia de ésta, HDM2 ubiquitiniza a p53 dirigiéndola al
proteosoma para su degradacién, lo que impide la accién de ésta en la proteccidn celular. p53 sirve como
un sensor del dafio del ADN: cuando detecta algin dafio obliga a la célula a pararse o a entrar en
apoptosis. Por lo tanto, la pérdida de cualquiera de las funciones de las proteinas para las cuales codifica
este locus contribuye a la transformacién celular (Chudnovsky et al., 2005).

No se ha demostrado que las mutaciones en p53 sean generales en el melanoma, ya que
s6lo se ha descrito su presencia en aproximadamente un 10% de estos tumores. No obstante,
existen trabajos en los que se relaciona la presencia de mutaciones en p53 con un mal prondstico

de la enfermedad (Zerp et al., 1999) (Fig. 2).

Otra de las alteraciones genéticas que se ha observado en el melanoma es la presencia de

alteraciones en la via de sefalizacién de Ras. Aln asi, se han detectado pocas mutaciones directas
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del gen N-Ras (~10%). Las alteraciones en esta via son debidas a mutaciones en B-Raf o PTEN.
Se ha descrito que entre el 60-80% de los melanomas, tanto esporadicos como familiares,
presentan mutaciones activadoras en B-Raf. Es importante mencionar que las mutaciones en N-
Ras y B-Raf han mostrado ser autoexcluyentes, ya que no se ha descrito la presencia de ambas
mutaciones en la misma lesién (Gorden et al., 2003; Kabbarah and Chin, 2005). En la cascada de
sefializacion de la activacién de Ras, B-Raf seria activado por Ras y esto activaria a su vez la via
de sefializacién de las MAPK (Fig. 3). Esta activacién al final desemboca en la activacién de
diversos factores de transcripcién tales como c-Fos, c-Jun, ATF2 o CREB (Chin, 2003). Hay
evidencias que muestran que las mutaciones en B-Raf son suficientes para la formacién de nevus
(Pollock et al, 2003), més sin embargo no son suficientes para la transformacién de los
melanocitos, por lo que es necesaria la accién de algin otro factor para la generacién del

melanoma, entre los posibles candidatos se encuentran p53 o la ciclina D1 (Patton et al., 2005).

Una mas de estas alteraciones genéticas extensamente observadas en melanoma es la
pérdida del regulador PTEN (visto en el 30-50% de los melanomas malignos). Se trata de un
inhibidor de la PI13K, relacionada con la via de Ras mediante Akt. Se ha demostrado que la via
Akt estd activada de manera constitutiva en mas del 60% de los melanomas malignos, siendo
mas alto el porcentaje en la fase tardia. Es importante hacer notar que las mutaciones en PTEN
pueden estar presentes en las mismas células mutadas en B-Raf pero nunca en N-Ras (Fig. 3).

(Chudnovsky et al., 2005; Smalley and Herlyn, 2005).
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Figura 3: Esquema de la cascada de sefalizacién de Ras y las mutaciones activadoras descritas maés
frecuentemente en el melanoma. Se han descrito mutaciones en N-Ras en aproximadamente el 20% de los
melanomas, esta mutacién activaria tanto la via de Akt como la de MAPK. Esta Gltima via también puede
ser activada por mutaciones en B-Raf, hecho que se ha descrito en aproximadamente el 80% de los
melanomas malignos. Otra via para la activacién constitutiva de la via de Akt es la mutacién supresora de
PTEN, proteina que regularia de forma negativa la via PI3K-Akt, en condiciones normales. Se ha descrito
que las mutaciones en N-Ras y B-Raf son autoexcluyentes. Las mutaciones en la via de Ras son promotoras
de la progresion tumoral ya que influyen en la regulacién de la proliferacién y la resistencia a la apoptosis
(Chudnovsky et al., 2005).
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En el melanoma se ha determinado también la alteracién de otros genes, aunque con

una menor incidencia entre ellos se encuentran B-catenina y APC (5 y 10% respectivamente)

(Rubinfeld et al,, 1997; Rimm et al., 1999). Las mutaciones identificadas en B-catenina impiden la

fosforilacion de ésta por GSK3f para su posterior degradacién, lo que resulta en la estabilizaciéon

de B-catenina y, probablemente, en su translocacién al nicleo, donde activaria los genes que

regula. También se han identificado mutaciones en APC que provocan su inactivacién, hecho que

tendria un efecto similar al observado por las mutaciones en p-catenina (Worm et al., 2004).
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Figura 4: Via de sefializacién B-catenina/TCF-4. En condiciones normales, el complejo APC-GSK3-Axina
fosforila a B-catenina dirigiéndola hacia el proteosoma para su degradacion. Cuando APC y GSK3 se
encuentran activadas via la sefializacién de Whnt, éstas no fosforilan a B-catenina, inhibiendo asi su
degradacién y favoreciendo su translocacién al nicleo, donde se unird a los factores de transcripcién
LEF/TCF, activando asi la transcripcién de diversos genes (Cell Signalling Technology Inc., 2005).
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Progresion versus diferenciacion.

Una de las caracteristicas del proceso de progresién del melanoma son las variaciones en
la expresion de antigenos, lo que se ha relacionado con el nivel de diferenciacién de las células
melanociticas. Por otra parte, es interesante observar que en el estado embrionario y durante el
proceso de maduracién del melanocito también existen cambios en la expresién de diversos
antigenos, y que al relacionar estos cambios con los encontrados en los melanomas, se observa
que la expresién de muchas de las moléculas durante la malignizacién también son antigenos que
se encontraban en las células melanociticas en algin momento de su maduracién. El grupo del
Dr. L. J. Old y colaboradores ha realizado estudios para ver la relacién entre la expresién de
antigenos en el proceso de maduracién de los melanocitos y el proceso de desdiferenciaciéon
durante la progresién del melanoma. Estos autores han descrito la expresién de antigenos de
membrana durante el proceso de diferenciacién de los melanocitos, comparando entre
melanocitos fetales, post nacimiento y adultos. De los resultados obtenidos proponen tres
estadios de diferenciacién en los melanocitos: melanocitos precursores, intermedios y maduros.
Estos tres estadios se correlacionan con los tres estadios de diferenciacién que proponen para las
células de melanoma humano también estudiados por este grupo (Houghton et a/., 1987), ya que
expresan el mismo grupo de antigenos de diferenciacién. Estas observaciones sugieren que el
proceso de diferenciacién/desdiferenciacién podria tener alguna relevancia en la progresiéon del

melanoma maligno (Fig. 5).
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Figura 5. Desarrollo y progresién del melanoma. El modelo desarrollado por Clark, Elder y Guerry, implica
que el del desarrollo y progresién del melanoma se genera en una serie de pasos a partir de las lesiones
névicas. Sin embargo el melanoma se puede desarrollar directamente a partir de células melanociticas
normales. El papel de los melanoblastos en la generaciéon del melanoma no esté bien definido (adaptado de

Meier et al., 1998).
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Comunicacion con el entorno.

Una de las caracteristicas de las células malignas es la capacidad que tienen de modificar
su entorno. Se ha descrito que éstas son capaces de modificar el estroma tumoral activando a las
células del estroma como por ejemplo los fibroblastos, para iniciar, inhibir o aumentar la
produccién de moléculas que faciliten el proceso de malignizacién. En la progresion del
melanoma se generan cambios importantes en la composicién de la matriz extracelular (MEC),

que contribuird a desarrollar el comportamiento metastatico del mismo.

La comunicacién entre las células del melanoma y su entorno se da mediante
interacciones célula-célula y la liberacién al medio de moléculas solubles. Cuatro de los factores
de crecimiento derivados de melanoma que tienen un efecto potencial sobre el estroma son:
bFGF (basic fibroblast growth factor), PDGF (platelet-derived growth factor), VEGF (vascular
endotelial growth factor) y TGF-B (tumor growth factor-f). bFGF, TGFB y PDGF se expresan
constitutivamente en el melanoma en fase vertical y en el melanoma metastético. El bFGF parece
tener un papel de estimulacién de las células melanociticas en todos los estados, ya que cuando
se expresa en melanocitos normales permite su crecimiento en medio sin suero. PDGF actla
como un factor de mantenimiento y supervivencia en la progresién del melanoma; ayuda al
tumor a organizar el estroma, incluyendo la produccién de proteinas de la matriz extracelular.
Este factor es producido exclusivamente para la estimulacién paracrina de los fibroblastos
circundantes. PDGF induce la expresion de VEGF, que a su vez induce angiogénesis. En la
progresién de melanoma RGP hacia VGP, el factor de crecimiento VEGF parece jugar un papel
primordial debido al papel angiogénico que jugard en el tumor (Ruiter et al., 2002). Las células
de melanoma, ademas, producen metaloproteasas como MMP-2 y MT1-MMP, y sus inhibidores
como por ejemplo TIMP-1y TIMP-3 (Hofmann et al., 2005).

Los fibroblastos también son una fuente de factores de crecimiento tales como IGF-1,
VEGF y TGF-B, entre otros, pero sélo una vez que han sido activados por las células de

melanoma.

Las moléculas que forman la MEC estan involucradas en funciones tan variadas como el
establecimiento de la rigidez de los érganos o en procesos celulares importantes como la
diferenciacién, migracion, proliferacién, etc. En los Gltimos afios, una mejor comprensién sobre
las funciones de la MEC ha permitido un mayor entendimiento sobre los procesos de
diferenciacién y malignizacién celular. Entre las &reas de estudio de la MEC destacarian: la
caracterizacién de los diversos componentes de la MEC y la importancia de moléculas como los
proteoglicanos en las funciones de la misma; la caracterizacién de proteasas y sus inhibidores, que

regulan tanto la estructura de la MEC como su reciclaje (MMPs, TIMPs); la identificacién de
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nuevos receptores y mecanismos de sefalizacion que median respuestas celulares y que modifican
los componentes de la MEC, y la descripcién de dominios que permiten la interaccién de sus

componentes, tanto entre ellos como con los de las membranas celulares (Reichardt, 1999).

Uno de los factores que influyen en la modificacién de la composicién de la MEC en el
melanoma es el TGF-B, que actia tanto de forma autocrina como de forma paracrina, activando
a los fibroblastos que se encuentran en el estroma tumoral. La activacion de los fibroblastos por
TGF-B1 se traduce en el aumento de varias moléculas de la MEC como tenascina-C, varios tipos
de colagenos, integrinas y algunos proteoglicanos (Berking et al., 2001). En el melanoma, se ha
descrito la elevada expresion de este factor de crecimiento, hecho que se correlaciona con el
aumento en la acumulacién de la MEC, el aumento de la angiogénesis, y la supervivencia de las
células transformadas, ademés de relacionarse con la transicién a un fenotipo méas maligno en
esta neoplasia. Las células son resistentes a la induccién de la inhibicién del crecimiento por
TGF-B, y este hecho no es debido a la presencia de alteraciones genéticas ni para TGF-B, ni para
su receptor o Smad, ya que ninguna de éstas ha sido descrita en el melanoma. La expresién
diferencial de las isoformas de TGF-B en las diferentes lesiones melanociticas nos habla de su

posible papel en la progresién de esta neoplasia (Hussein, 2005).

PROTEOGLICANOS.

Los Proteoglicanos (PG) son macromoléculas compuestas por una proteina “nucleo” que
puede variar en tamafo desde los 10kDa hasta 400kDa. A estas proteinas se unen
covalentemente cadenas de glicosaminoglicanos (GAG), cuya composicion da lugar a la
clasificacion de los PG. Las cadenas de GAG estdn unidas a las cadenas peptidicas mediante
enlaces O-glicosidicos. Estos GAG son cadenas de polisacaridos no ramificados, que se forman a
partir de unidades repetidas de disacaridos. Una de estas unidades de disacaridos es siempre un
aminoazlcar y la otra es un &cido urdnico. Los GAG se clasifican en cuatro tipos: el acido
hialurénico (HA), heparan sulfato (HS), condroitin sulfato (CS) y keratan sulfato (KS);
dependiendo de la combinacién de unidades de disacéridos que presenten. Estos proteoglicanos
se pueden localizar tanto en la MEC como en la membrana plasmética o en vesiculas
intracelulares. Las cadenas de glicosaminoglicanos que se encuentran en el espacio intercelular son
capaces de retener grandes cantidades de agua vy resistir a presiones externas, por lo cual son los
responsables de soportar mecdnicamente la estructura del tejido y permitir la migracién celular.

Es por eso que estas moléculas son de gran importancia en la progresién tumoral y el desarrollo.

Los proteoglicanos de la MEC se pueden dividir en tres grandes subfamilias: los

proteoglicanos pequefios, dentro de los que se encuentran la decorina y el biglicano, que se
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caracterizan por una proteina nucleo de aproximadamente 35 a 44kDa que contiene repeticiones
ricas en leucina; los proteoglicanos de la membrana basal, dentro de los que se encuentra el
perlecano; y los hialectanos como el versicano, el agrecano, el neurocano y el brevicano, que
presentan similitudes estructurales y la capacidad de unirse al &cido hialurénico. En melanoma se
han descrito principalmente tres proteoglicanos distintos: el proteoglicano especifico de

melanoma o mel-PG, el Versicano (VS) y CD44.

Proteoglicano especifico de melanoma (mel-PG).

El mel-PG o proteoglicano especifico de melanoma es un PG condroitin sulfato
transmembranal, el cual estd codificado en el cromosoma 15 de humanos. La proteina nucleo
tiene un tamafio de 250kDa y estd constituida por una secuencia de 2322 aminoécidos que
comprenden un gran dominio extracelular, una regién transmembranal hidrofébica y una cola
citoplasmética corta. La regién extracelular se divide en tres subdominios. El primero presenta
una configuracién compacta con puentes disulfuro que estabilizan la molécula y 3 sitios
potenciales de glicosilacién. El segundo subdominio contiene 7 sitios de unién a GAG, ademas de
6 sitios de glicosilacién y un dominio de unién a colageno tipo VI (Burg et al., 1997). El dltimo
subdominio contiene sélo un sitio de unién a GAG y dos lugares potenciales para el
procesamiento mediante proteolisis. EIl dominio citoplasmatico de mel-PG incluye tres residuos
treonina posiblemente fosforilables por PKC (Pluschke et al., 1996). El peso molecular total de
mel-PG es variable desde 420 a 1000kDa, segin el nimero de cadenas de GAG unidas a la
proteina, que podrian ser entre 3 y 12 cadenas (Ross et al., 1983; Garrigues et al., 1986) (Fig. 6).

Mel-PG participa en la regulacién de la adhesién y la proliferacién celular, asi como en
algunos procesos de diferenciacién y malignizacién celulares. Existen evidencias del papel de este

proteoglicano y su participaciéon en las interacciones célula-matriz y célula-célula.

En las células de melanoma se ha demostrado que la expresién de mel-PG en las
superficies celulares facilita el crecimiento independiente de anclaje, el cual es importante para la
metdéstasis de las células tumorigénicas (Harper and Reisfeld, 1983). Ademés actia como co-
receptor para la formacién de contactos focales en asociacién con la integrina a4f:, lo que
favoreceria la migracion de las células (lida et al, 1995). Se ha descrito que la expresién de
mel-PG en células de melanoma incrementa su proliferacién modulando negativamente los
eventos de unién mediados por CD44 vy la integrina oaufi. En ensayos in vivo se ha demostrado
que la expresiéon de mel-PG aumenta el cardcter tumorigénico y metastético. Estos estudios
demuestran que mel-PG es capaz de modular la adhesién, proliferacién y el potencial metastético

de las células de melanoma (Burg et al., 1998).
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Estos efectos no serfan posibles sin la interaccién directa de mel-PG con otras moléculas.
Asi, se ha demostrado la interaccién de mel-PG con varias moléculas de la MEC como el
colageno tipo VI (Nishiyama and Stallcup, 1993) y la tenascina o la laminina (Burg et al., 1996),
que podrian involucrar a mel-PG en el ensamblaje de la matriz pericelular. No se conocen los
mecanismos mediante los cuales ejerce sus funciones, pero se han relacionado las vias de
sefializacion de rac y cdc42 como posibles ejecutoras de la accién de este proteoglicano. Es decir,
cada vez mas se apoya la idea de que mel-PG funcione como un receptor de algunas sefiales

especificas (Stallcup, 2002).

Figura 6: Estructura del proteoglicano especifico de melanoma (mel-PG/NG2). La regién N-terminal
extracelular se encuentra estabilizada por la formacién de puentes disulfuro, aunque no se sabe a ciencia
cierta el nimero necesario para estabilizar la molécula. El dominio central contiene tanto la regién de unién
para las cadenas de GAGs como un dominio de unién para coldgeno tipo VI. El dominio més cercano a la
membrana celular contiene dos sitios susceptibles de procesamiento proteolitico (flechas). El sitio
intracelular, C-terminal, contiene un dominio de unién a PDZ, una zona rica en prolinas y algunas
secuencias susceptibles de fosforilacién en treoninas (adaptado de Stallcup, 2002).

En la membrana citoplasmatica de células de melanoma, mel-PG se ha localizado en
estructuras filamentosas especificas de la superficie apical y lateral y en microespiculas. Estas
estructuras estdn involucradas en las interacciones célula-célula y adhesién célula-sustrato, que

podrian ser importantes para el proceso de progresidn y metéstasis (Garrigues et al., 1986).

Este proteoglicano ha sido identificado como marcador tumoral y de diferenciacién
melanocitica, y su expresion, junto con la de otras moléculas, permite el establecimiento de un
patrén segin el grado de diferenciacién entre las distintas lineas de células pigmentadas
(Houghton et al., 1982, 1987; Real et al, 1985). Su presencia es especifica de melanoma,
melanocitos fetales, nevus y algunos tumores de origen neuroectodérmico, como astrocitoma y
neuroblastoma, estando ausente en otros tumores y en melanocitos adultos (Real et al., 1985;

Rettig et al., 1986).

Més tarde se han atribuido otras funciones a esta molécula. Se identificé otro PG al que

se le denominé NG2, considerado el homdlogo de mel-PG en rata (Pluschke et al., 1996). NG2
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se describié originalmente en sistema nervioso durante el desarrollo, donde parece estar
involucrado en la inhibicién de la formacién de axones en astrocitos (Fidler et al, 1999). En el
cerebro adulto se ha descrito que inhibe la regeneracién neuronal tras la generacién de dafio en
el SNC (Levine, 1994). Mel-PG también estd presente en células inmaduras durante la
diferenciaciéon del cartilago en extremidades, pero su expresién decrece en cuanto comienza la

diferenciacién terminal de los condrocitos (Nishiyama et al., 1991).

También se ha demostrado la interaccién de mel-PG con el receptor aPDGF en células de
musculo liso vascular (Grako and Stallcup, 1995), y los receptores de bFGF y PDGF-AA (Goretzki
et al., 1999). Se ha descrito que el mel-PG soluble aumenta significativamente la activacién del
plasminégeno por medio del activador de plasmindgeno tipo uroquinasa (U-PA). Asi mismo, el
mel-PG soluble inhibe el efecto antagénico de la angioestatina en la proliferacién de células
endoteliales. Estas observaciones convertirian a mel-PG en un regulador positivo de la

proliferacién celular y la migracién requeridas para la angiogénesis (Goretzki et al., 2000).

Versicano.

El versicano es un proteoglicano extracelular de tipo condroitin sulfato cuya proteina
nlcleo estd compuesta por tres dominios estructurales: el dominio N-terminal, la regién
C-terminal y el dominio central, al cual se unen las cadenas de glicosaminoglicanos (GAG). Este
dominio estéd formado por dos subdominios (GAG-a y GAG-B) codificados por dos exones que
son objeto de splicing alternativo. Hay cuatro posibles variantes o isoformas en el versicano de
mamiferos dependiendo del proceso de splicing del que hayan sido objeto: VO (que contiene
GAG-a y GAG-B), V1 (que contiene sélo GAG-B), V2 (que contiene sélo GAG-a) y V3 (la cual no
contiene ninguno de los dos subdominios). Asi pues, los extremos N- y C-terminal son comunes
para todas las isoformas, de modo que presentan, en el lado N- terminal, una estructura de unién
a proteinas que contiene un /oop semejante al de las inmunoglobulinas, y un dominio con dos
tandem-repeat que media la interaccion de VS con el 4cido hialurénico (HA). En su extremo
C-terminal presenta dos elementos tipo EGF, un dominio lectina tipo C y un mddulo CRP
(Zimmermann and Ruoslahti, 1989). Las diferencias entre las isoformas son debidas a los
dominios GAG-o. y GAG-B, que se encuentran en el dominio central segin se menciond
anteriormente; dado que la isoforma V3 carece de dichos subdominios y por lo tanto no cuenta
con cadenas de glicosaminoglicanos, podria no ser considerada un proteoglicano (Fig. 7). Gracias
a la combinacién de los dominios estructurales citados anteriormente, una caracteristica esencial
de este proteoglicano seria la capacidad de unirse a carbohidratos complejos en su extremo
N-terminal, como el 4cido hialurénico, y a azlcares menos complejos en su extremo C-terminal.

Las diferencias en el subdominio central le conferirian diversas propiedades para modular la
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viscosidad de la matriz circundante. Esto se debe a que la carga negativa que le confieren las
cadenas de condroitin sulfato le permite interactuar con las moléculas de agua. Esta propiedad le
permite regular la avidez de una gran variedad de moléculas cargadas positivamente como

citoquinas, factores de crecimiento o quimioquinas.
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Figura 7: Isoformas de Versicano. El versicano esta formado por tres dominios estructurales G1, G2 y G3. El
dominio central, a su vez, esta formado por dos subdominios GAGa y GAGp. Este dominio es objeto de
splicing alternativo dando lugar asi a las cuatro isoformas de versicano, VO, V1, V2 y V3, las cuales
contienen los subdominios GAGa y GAGP, GAGP, GAGa, y ninguno de éstos, respectivamente.

El gen de versicano se localiza en el cromosoma humano 5q13.2 (lozzo e al., 1992). Este
se encuentra dividido en 15 exones que codifican para los diferentes subdominios de este
proteoglicano y abarca més de 90kb. El exdn 1 codifica para el péptido sefial; los exones 3 al 6
codifican para el dominio G1 o regién de unién a HA; la regién de unién de los GAG o G2 esté
codificada por los exones 7 y 8, siendo el primero el que codifica para el dominio alfa y el
segundo para el dominio beta. La regién C-terminal o G3 esté codificada por los exones del 9 al
14 y el exén 15 codifica para la region de poliadenilacion y el codén de paro de este

proteoglicano (Fig. 8) (Naso et al., 1994).
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Figura 8: Representacién esquemética de la estructura del gen de versicano humano. Los exones se
encuentran representados en rectdngulos rellenos y los intrones por rayas delgadas. Los circulos indican que
la longitud exacta de dicho intrén no se conoce. Los tres dominios principales se indican en ndmeros
romanos. SP: signal peptide. HBR: regién de unién al &cido hialurénico. GAGa y GAGP: subdominios de
unién a las cadenas de glicosaminoglicanos o y B respectivamente. EGF: dominio de repeticiones semejantes
a EGF. CRP: dominio similar a la proteina reguladora del complemento (Naso et al., 1994).
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En 1994 se describié la secuencia del promotor de versicano humano. Este promotor
tiene una secuencia tipica TATA box en el extremo 5’, situado 16 pares de bases antes del lugar
de inicio de la transcripcion. En ese mismo trabajo se realizaron anélisis de la actividad del
promotor donde se determind que en las células Hela la actividad méxima del promotor estaria
dada por los 445pb contiguos al sitio de inicio de la transcripcién. De estos datos se desprende la
presencia de factores reguladores negativos en la zona -632/-645. En dicho trabajo se sugiere que
la regulacién de versicano podria estar dada por el factor de transcripcién AP-2, ya que
encuentran diversas secuencias de unién a dicho factor de transcripcién en este promotor (Naso

et al., 1994).

El versicano fue aislado originalmente de fibroblastos humanos (Krusius et a/, 1987). Su
expresidn también se puede detectar en otros tipos celulares como los queratinocitos, las células
de musculo liso de los vasos sanguineos, el cerebro o las células mesengiales del rifidn.

(Cattaruzza et al., 2002).

El versicano toma su nombre de versatil ya que, debido a sus caracteristicas estructurales,
participa en una gran variedad de fenémenos fisioldgicos. Se ha demostrado su participacion en
diversos procesos tales como la arteriosclerosis, el cncer, la remodelacién de los tendones, el
ciclo de los foliculos pilosos, las lesiones en el sistema nervioso y el crecimiento de las neuritas,
ademds de procesos de desarrollo como el del sistema nervioso central, del corazén, o la
condrogénesis. Muchos de los tipos celulares que expresan versicano muestran una expresion
espacio-temporal relacionada bien con el desarrollo embrionario o bien con la progresién de la

enfermedad.

El versicano esta relacionado con una gran variedad de procesos celulares como serian la
proliferacién y migracién. Por ejemplo, se ha observado que la expresién de versicano y su
relacién con la proliferacién celular estd mediada por PDGF y TGF-$ en células de musculo liso
arterial (Schénherr et al., 1991; Evanko et al., 2001). También se ha observado la expresiéon de
novo de las isoformas VO, V1 y V3 al afadir TGF- pero no PDGF; sin embargo, la adicién a
diferentes lineas celulares tanto de estos factores de crecimiento como de bFGF estimulé de
manera importante la transcripcién de la isoforma V3 (Nikitovic et al., 2006). Asimismo, el VS se
encuentra excluido de los contactos focales en fibroblastos en cultivo, lo que se relaciona con la
inhibiciéon de la adhesidn celular (Yamagata et al,, 1993). Finalmente, en células de astrocitoma la
expresidn aumentada de VS se relaciona con la alta motilidad celular (Ang et al,, 1999). También
se ha descrito su importancia en procesos de desarrollo del SNC, donde la isoforma V2 previene
el crecimiento axonal durante las fases tardias del desarrollo cerebral en ratén (Schmalfeldt et a/.,
2000) vy, en las fases tempranas, las isoformas involucradas serian VO y V1, que dirigirian la
migracién de las células de la cresta neural (Dutt et al., 2006). Por ultimo, el VS también esta

involucrado en otros procesos fisiolégicos. Por mencionar algunos, en rifién se ha detectado que
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las L y P-selectinas se unen a VS, lo que podria estar relacionado con el trafico de leucocitos hacia
el rifdn (Kawashima et al, 1999), y podria estar involucrado en regular la actividad de algunas

citocinas (Hirose et al., 2001).

Se ha descrito que la metaloproteasa ADAMTS-4 proteoliza especificamente el versicano
y que los productos de dicha proteolisis podrian tener efectos fisioldgicos especificos (como una
manera de transformacién post transcripcional). Por ejemplo, la proteina GHAP, relacionada con
el envejecimiento neuronal, es seguramente el producto de proteolisis de la isoforma V2
(Westling et al., 2004). Ademés se ha correlacionado la expresién de versicano con la expresién

de las ADAMTS durante el desarrollo de hueso en las ratas (Nakamura et a/., 2005).

Mediante experimentos con fragmentos pequefios de versicano se han descrito diversas
funciones de estos fragmentos: el domino G3 de versicano regula la unién neural, el crecimiento

de las neuritas y la funcién sindptica de las neuronas del hipocampo (Xiang et al., 2006).

Existe poca literatura que relacione la relevancia de las diferencias en la expresién de las
isoformas generadas por splicing alternativo del dominio central y las funciones del versicano,
aunque existen evidencias que sugieren que su expresion diferencial podria representar un papel
muy importante en el proceso de diferenciacién del sistema nervioso (Milev et al., 1998; Dutt et

al., 2006).

También podemos decir que las isoformas de versicano estan distribuidas en los tejidos
de forma especial, ya que no todos los tejidos que expresan versicano expresan todas las
isoformas. Por ejemplo, se ha descrito la presencia de las isoformas VO y V1 en los fibroblastos,
condrocitos, hepatocitos y en el cerebro humano, el musculo liso de la aorta y del miometrio. En
cambio, los queratinocitos expresan solamente V1 (Dours-Zimmermann and Zimmermann, 1994).
Como ya se ha dicho, las isoformas de versicano parecen tener efectos opuestos en el caso del
desarrollo del SNC; trabajos que confirman estos resultados muestran como, ademas, la isoforma
V1 puede aumentar la proliferacién y modular la entrada en el ciclo celular, ademas de inhibir la

apoptosis en los fibroblastos NIH3T3 (Sheng et al., 2005).

La expresion de versicano también se detecta en varios tumores, en los que hay
diferencias entre las isoformas que se expresan: mientras que VO y V1 se expresan en gliomas,
meduloblastomas, schwanomas, neurofibromas y meningiomas, V2 sélo se expresa en gliomas, y
la expresién de V3 se observa en todos los anteriores a excepcién de los meduloblastomas
(Paulus et al., 1996). También se ha descrito la presencia de versicano en el céncer de prdstata
(Ricciardelli et al, 1997), osteosarcoma, adenocarcinoma renal (Hirose et al, 2001) y

recientemente en nuestro laboratorio se ha descrito su presencia en melanomas (Touab et al,
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2002). La expresién de versicano en estos tipos de céncer esté relacionada con mala prognosis de

la enfermedad.

En el caso del cancer de proéstata se ha relacionado la presencia de proteoglicanos de tipo
condroitin sulfato con el mal pronéstico de dicho céncer. La matriz del estroma tumoral contiene
concentraciones elevadas de VS, el cual es producido por las células del estroma bajo los efectos
del PDGF y TGF-B que secretan las células del tumor. Por medio de anélisis por microarrays en
células de carcinoma de colon, se ha relacionado la expresién de p53 con la sobrexpresién de

versicano (Yoon et al., 2002).

En nuestro laboratorio se ha descrito que el VS induce un aumento de proliferacién y
migracién de células de melanoma y astrocitoma, ademés de producir una disminucién de la
adhesion (Touab ef al, 2002). Estos resultados sugieren que el VS podria contribuir a una
malignidad superior en los melanomas. Los trabajos que hemos realizado con la isoforma V3 de
versicano revelan el posible papel que juega esta isoforma, ya que la sobrexpresiéon de V3
disminuye la capacidad de proliferacién y tumorigénesis de las células de melanoma (Serra et al/.,

2005; Miquel-Serra et al., 2006).

CcD44.

CD44 es un proteoglicano de membrana celular “de tiempo parcial” (puede presentarse
sin cadenas de glicosaminoglicanos), la funcién del cual es actuar como receptor del &cido
hialurénico (Aruffo et al, 1990). CD44 es sintetizado por linfocitos, células epiteliales,
fibroblastos, células gliales y células mesangiales del rifién (Jalkanen et al/, 1987). El dominio
extracelular de CD44 guarda una gran homologia con la regién de unién a hialurénico de los
proteoglicanos agrecano, neurocano y versicano. Existen diferentes isoformas de CD44,
originadas por el splicing alternativo de 10 exones variables contenidos en la regién que codifica
para una porcién del dominio extracelular (Screaton et al., 1992). Existen pruebas que indican
que CD44 tiene gran importancia en el desarrollo de los tumores. Varios tipos de tumores como
melanomas, carcinomas y gliomas muestran un nivel alto de expresién de CD44 (East et al,
1993; van Muijen et al., 1995). Ademads, células de melanoma y linfoma humanas transfectadas
con CD44, in vivo muestran un aumento en el crecimiento y metéstasis tumoral en comparaciéon
con las no transfectadas (Sy et al, 1991; Bartolazzi et al., 1994). La presencia de CD44 en la
membrana plasmatica se ha asociado con el incremento de la motilidad celular y el potencial
metastatico en el melanoma maligno (Slominski et a/., 1998). Baséndose en la hipétesis de que la
regién extracelular proteolizada de CD44 competiria con las formas ancladas a la membrana, se

han usado formas solubles de CD44 como antagonistas de la progresién del linfoma, melanoma
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y carcinoma (Toole, 2000). Aunque determinadas isoformas provenientes del splicing alternativo
de CD44 parecen estar expresadas a un nivel alto en algunos tipos de céncer (Gunthert et al,
1995), se ha sugerido que la capacidad funcional del CD44 expresado en células de melanoma
puede estar modificada mas por su estado de activacién que por el splicing del que es objeto

(East et al., 1993).

Otros estudios han relacionado proteoglicanos de tipo condroitin sulfato y algunas
integrinas como mediadores de la adhesién celular a fibronectina en células de melanoma de
ratén (lida et al, 1992). Entre ellos se ha descrito un CSPG cuya proteina nucleo tiene 110kDa y
que es reconocido por anticuerpos contra CD44. Este proteoglicano media las interacciones entre
la célula y la matriz extracelular para jugar asi un papel importante en la motilidad e invasién
celulares a través de las cadenas de glicosaminoglicanos (Faassen et al., 1992). También se ha
mostrado que CD44, junto a la integrina of;, colabora en la migracién de las células de
melanoma humano sobre coldgeno tipo IV y en la invasién de las membranas basales (Knutson et
al., 1996). Se ha descrito que al expresar NG2 in vitro, éste colocaliza con CD44 vy la integrina
oufs, sugiriendo que podria modular negativamente procesos de unién mediados por estas dos

moléculas (Burg et al., 1998).

Es por tanto que CD44 cobra importancia al formar parte de la red de comunicacién

célula-MEC, mediante su interaccién con el HA y lecticanos como el versicano.
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Figura 9: Estructura del proteoglicano CD44. En el dominio extracelular se encuentra la regién de unién a
HA. En la parte més proximal a la membrana de este mismo dominio se encuentra la zona de splicing
alternativo que da lugar a las distintas isoformas de este PG; cada una de las isoformas expresadas presenta
diferente afinidad para unir el HA. En el dominio intracelular se encuentran las regiones de unién a
proteinas del citoesqueleto mediante la anquirina y las proteinas de la familia ERM (ezrina, radixina y
moesina) (adaptado de Goodisson et al., 1999).
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Aunque no existe un modelo definitivo, parece claro que diversas moléculas de
membrana (CD44, NG2, integrinas) actuarian de receptores/coreceptores de complejos

extracelulares formados por multiples moléculas (PGs, coldgenos, glicoproteinas).

Relacion entre los cambios en la composicion de los proteoglicanos y los procesos de

diferenciacion y desarrollo.

Uno de los procesos mejor estudiados para determinar el papel de diferentes
proteoglicanos en los procesos de migracién, diferenciacién y proliferacion celular es el desarrollo
del cerebro. En este proceso se ha descrito la presencia de proteoglicanos como glipicano,
fosfacano, sindecano, agrecano, versicano, etc., cuya expresién tiene lugar segiin un patrén
espacio-temporal estricto. Hay evidencias que muestran que dichos proteoglicanos acttan como
reguladores de la migracién celular, el crecimiento axonal, la sinaptogénesis y la plasticidad
estructural (Bandtlow and Zimmermann, 2000). Algunos ejemplos del papel que podrian jugar

los proteoglicanos en el desarrollo del cerebro son los siguientes:

Se han descrito diferencias en la expresiéon de hialectanos (proteoglicanos con capacidad
de unirse al HA) durante el desarrollo. En el caso del agrecano, su concentracién incrementa de
manera constante durante el desarrollo del cerebro de rata hasta alcanzar su méxima expresién 5
meses después del nacimiento. La expresién del dominio alfa de versicano sigue un patrén
opuesto al observado para la expresién del dominio beta de este proteoglicano, ya que mientras
el dominio alfa casi no se expresa al principio del desarrollo del cerebro, el dominio beta se
expresa abundantemente, y cuando la expresién de éste disminuye, después del nacimiento, la
expresién de alfa se ve incrementada casi siete veces. En el caso del neurocano, su expresién se
incrementa durante el periodo embrionario, alcanzando un méximo de expresién en el periodo
temprano post natal, momento a partir del cual decrece su expresion (Zhou et al., 2001). En el
caso de brevicano, su expresion sigue un patrén similar al del agrecano, ya que es casi
indetectable en las primeras etapas del desarrollo embrionario y su concentracién comienza a
aumentar constantemente justo después del nacimiento hasta que el cerebro alcanza la madurez.
Estas variaciones distintivas dentro del proceso de desarrollo del cerebro indican que cada uno de
estos PG, asi como sus isoformas, podrian tener una funcién Unica dentro del proceso de

diferenciacién del sistema nervioso (Milev et al., 1998).

Especialmente en el caso de la migracién de las células que forman la cresta neural se han
descrito resultados a veces contradictorios, ya que mientras que en el caso de agrecano parece
claro que su funcién es inhibir la migracion de las células de la cresta neural, en el caso del

versicano puede ser méas compleja. El grupo del Dr. Zimmermann (Dutt et a/, 2006) describe la
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presencia de las isoformas VO y V1 de versicano en las regiones fronterizas de las zonas de
migracién de las células de la cresta neural, lo que relaciona con la capacidad de estas isoformas
de inhibir el crecimiento y por lo tanto de actuar como un bloqueador de la migracién. En el
caso descrito por el grupo del Dr. Perris (Perissinotto et al, 2000) se muestra que el VS podria
actuar como una molécula atrayente para la migracién de las mismas células, ya que al realizar
implantes de VS en zonas adyacentes a las zonas por donde deberian migrar las células de la

cresta neural, éstas migran hacia el implante y no siguen el patrén normal de migracién.

Otro modelo para analizar la funcién de los proteoglicanos en la diferenciacién,
migracién y proliferacién de las células es la condrogénesis. Varios tipos de proteoglicanos
participan en el desarrollo de las extremidades en embriones. En las membranas basales, los
proteoglicanos de tipo heparan sulfato y el sindecano estdn presentes brevemente antes de la
diferenciacién del mesodermo temprano. El VS producido por los fibroblastos del mesodermo de
las extremidades aumenta durante la condensacidon del precartilago antes de la diferenciacién
(Kimata et al, 1986). El VS parece tener mucha importancia por su localizacién altamente
restringida y su habilidad para unir tanto HA como fibronectina, que se encuentran
probablemente involucrados en la condrogénesis temprana. Se ha determinado especificamente
la presencia de las isoformas VO y V1 en los estadios tempranos de la diferenciacién de
condrogénesis (Kamiya et al, 2006). La fibronectina promueve la condensacién del precartilago
en cultivo a través de interacciones que involucran sus dominios de unién a heparina. Muchos de
los proteoglicanos mencionados son capaces de interaccionar con este dominio, pero no se
conoce si alguno podria ser un ligando natural y si esta interaccién es importante /n vivo. La
diferenciacién inducida por TGF-f hacia condrocitos en células madre mesenquimatosas provoca
una répida acumulacién de los componentes de la matriz extracelular especifica de cartilago,
como la fibromodulina y la proteina de matriz oligomérica de cartilago. Un incremento en la
sintesis de las proteinas nucleo de agrecano y versicano definen un estado intermedio en el que
también estan involucrados los PG decorina y biglicano. Més tarde aparecen el coldgeno tipo 1l y
la condroadherina. Estos datos ayudan a definir el fenotipo de diferenciacién celular y asi poder
entender los detalles del proceso secuencial de la construcciéon de la matriz extracelular (Barry et
al., 2001). Experimentos realizados con miniconstructos de VS, en los cuales se encuentran
expresados sélo los dominios G1 o G3, han demostrado tener un papel activo, ya que estimulan
la proliferacién de los condrocitos y su “desdiferenciacién” a una morfologia fibroblastica (Zhang

et al., 1999, 2001).
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REGULACION GENICA.

Como ya hemos dicho, la MEC juega un papel crucial en la progresién tumoral y por lo
tanto la regulacién de la expresién de los componentes de la misma es de gran importancia para
la célula. Esta regulacién se lleva a cabo mediante factores de transcripcién que se unirdn a sus

secuencias consenso en los promotores de las proteinas a las cuales regulan.

La via de f-catenina/TCF-4.

Los factores de transcripcién de la familia LEF/TCF (/ymphoid enhancer factor/T-cell-
specific factor) son los Ultimos efectores de la cascada de sefializacién via Wnt. Hasta hoy, en
mamiferos, se han descrito cuatro miembros de esta familia LEF-1, TCF-1, TCF-3, y TCF-4. Todos
éstos comparten homologias estructurales entre las que se encuentran en el extremo N-terminal la
regién de unién a P-catenina y en el extremo C-terminal la caja HMG (Aigh mobility group), la
cual media la interaccién con el ADN. TCF se une en forma de mondémeros a la secuencia
consenso AGATCAAAGGG del ADN (van de Wetering et al., 1991; van Beest et al., 2000). Estos
factores de transcripcién son incapaces de modular la transcripcién por si mismos, por lo que se
unen a proteinas auxiliares para asi regular la expresion de proteinas. Otro mecanismo de
regulacién seria la fosforilacion de los mismos, hecho que se ha descrito para TCF y que impediria
asi la interacciéon de TCF con B-catenina (Ishitani et al, 1999). La familia LEF/TCF ha sido
relacionada con el desarrollo embrionario y en los individuos adultos sigue jugando un papel
regulador de la supervivencia celular, la proliferacién y la diferenciacién en érganos como la piel

(Merrill et al., 2001) o la mucosa intestinal (Korinek et al., 1998), entre otros.

Originalmente, B-catenina fue caracterizada como una proteina involucrada en la
adhesién celular. Como tal, promovia la unién de la proteina transmembranal E-cadherina a los
filamentos de actina del citoesqueleto; de ahi su nombre (cadherina de cadena, porque se
pensaba que su papel era unir cadherinas al citoesqueleto). Hoy dia, la B-catenina est& asociada
no tan sélo a la adhesién celular y organizacién del citoesqueleto, sino también a la regulacién
de la transcripcion de diferentes genes asociados a la proliferacién y diferenciacion celular, a

través de la via de sefializacion Whnt.
B-catenina es una proteina de 781 aminodcidos. Pertenece a la familia de proteinas

armadillo por tener 12 copias de este domino: se trata de un tandem-repeat de

aproximadamente 40 aminodcidos originalmente identificado en el gen armadillo en Drosophila,
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involucrado en transduccién de sefales. Dicho motivo participa en diferentes procesos que
incluyen la sefializacion intracelular y la regulacién del citoesqueleto, y estd presente en proteinas

tales como la plakoglobina, APC o el factor nuclear de transporte importin-a.

Debido a su rol dual tanto en la adhesién celular como en la via de sefializacién de Whn,
B-catenina puede ser encontrada tanto en el citoplasma como en el nicleo. B-catenina es
regulada principalmente por fosforilacidn, ya sea para interactuar con E-cadherina a través de su
dominio armadillo (Piedra et al., 2001) o en la via de sefalizacién, por fosforilacién en su parte
amino terminal por la accién concertada de la APC, la axina y la quinasa GSK3 que permite su
degradacién. Cuando no estd fosforilada, la acumulacién de B-catenina promueve su
translocacién al ntcleo vy la transcripcion de los genes regulados por Wht al unirse a los factores
de transcripcion LEF/TCF (Klymkowsky, 2005). Los dominios de B-catenina involucrados en la
activaciéon de la transcripcidn se encuentran en los dominios N- y C-terminales. Ambos dominios

interactian con una larga lista de factores nucleares.

Se han descrito mutaciones en f-catenina asociadas a diferentes tipos de cdncer como son
los de colén, de préstata o el melanoma. Evidentemente, su posicidn como reguladora tanto de
la adhesién como de la sefializacién celular la convierte en un paso clave de la oncogénesis. Por
ejemplo, se han descrito mutaciones que evitan la interaccién catenina-cadherina en céncer de
pulmon, carcinoma ovdérico o en cdncer estomacal. Dichas mutaciones pueden ser en los sitios de
unioén entre cadherina y catenina o en la a-catenina, que media la interaccion entre ambas. En
cuanto a la via de sefalizacién, diferentes tumores correlacionan con fallos en la regulacién de la
proteina a diferentes niveles, lo que permite su acumulacién y por tanto la sobrexpresién de los
genes asociados a TCF. Por ejemplo, la mutacién de APC se ha relacionado con céncer
colorrectal, los carcinomas hepaticos se han ligado a mutaciones en la axina y el cadncer géstrico se

ha asociado a mutaciones en el domino N-terminal de la B-catenina (Kolligs et al., 2002).

La via Wht controla el desarrollo de las células de la cresta neural que dardn lugar a los
melanocitos mediante la activacién de B-catenina y TCF los cuales a su vez activan al gen MITF,
que controla la proliferaciéon y la supervivencia de dichas células (Wu et al, 2003). En el caso
particular del melanoma, como ya hemos dicho se han descrito mutaciones en B-catenina o en
APC que se relacionan con la progresién de la enfermedad (Rubinfeld et al., 1997). Ademés se ha
descrito la acumulacién de B-catenina en el nicleo en lineas celulares de melanoma y su presencia
correlaciona con las células con més capacidad migratoria, hecho que relacionan con la capacidad

metastética de las mismas (Muramaki et al., 2001).
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El factor Spl.

Spl (specificity protein 1) fue la primera proteina en ser identificada como factor de
transcripcién a principios de la década de los 80 (Safe and Abdelrahim, 2005). Reconoce las cajas
GC/GT vy su sitio de unidn consenso es 5° (G/T)GCGCGCGG(G/A)(G/A)(C/T) 3. Mediante analisis
de cristalografia se sabe que Spl interacciona con el ADN a través de tres dedos de zinc
localizados en el dominio C-terminal. Cada dedo reconoce tres bases de una cadena del ADN y
una sola de la cadena complementaria; estudios recientes muestran que el dedo mas C-terminal
tiene una especificidad reducida, por lo que también puede unirse a sélo dos bases de la

secuencia consenso, lo que podria explicar el gran nimero de genes regulados por Spl.

Durante varios afios se pensé que Spl era el Unico factor de transcripcién para los
motivos GC. Sin embargo, hoy dia se sabe que Spl pertenece a una familia de factores de
transcripcién cuya caracteristica principal es el dominio de unién al ADN: se trata de 81
aminodcidos cercanos a la regién C-terminal y que consiste en tres dedos de zinc del tipo CyH,
(parecidos a los encontrados en la proteina reguladora Kriippel de D. melanogaster, por lo que
se conoce a la familia como factores Sp/Kruppel-like (Sp/XKLF)). Estudios estructurales han
permitido predecir que los aminoécidos de Sp1 que con mayor probabilidad haran contacto con
el ADN son: KHA para el primer dedo, RER para el segundo y RHK para el tercero (Philipsen and
Suske, 1999). Estos aminodacidos se encuentran presentes en otros miembros de la familia, lo que

demuestra la importancia de la estructura de este dominio para cumplir su funcién.

La familia Sp/XKLF ha sido subdividida de acuerdo a sus caracteristicas estructurales. Spl
forma un subgrupo con las proteinas Sp2, Sp3 y Sp4; ademés de la regién de unién al ADN,
comparten varios dominios de activacién ricos en glutamina y en serina/treonina stretches (Sp3,
ademas, cuenta con un dominio de inhibicién). Estos factores de transcripcion participan en una
gran variedad de fenémenos como son el ciclo celular, activacién hormonal, apoptosis o
angiogénesis. Por ello, su actividad se encuentra muy regulada e incluso, dado que una misma
célula puede expresar varios de estos factores, es posible que formen una red de regulacién entre
ellos, ya sea afectando directamente su expresién o mediante interacciones proteina-proteina
(Black et al., 2001). Spl es regulada mediante glicosilacién y fosforilacién post-transcripcional, en
algunos contextos por la competencia por el sitio de unién con Sp3 (por ejemplo, la relacién
Sp1/Sp3 correlaciona con la regulacién de la transcripcion de conexina 26 en el epitelio uterino y
mamario durante el embarazo (Black et al, 2001)) y por su interaccién con otros co-factores
(tanto inhibidores como activadores) tales como los TAF (TATA-binding protein associated

factors) o el complejo CRSP (co-factor required for Spl activation).
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Spl desempeiia un papel muy importante en el cancer. Existen numerosos estudios donde
se muestra la correlacién entre la progresion, transformacién, crecimiento tumoral o metéstasis y

la sobre o subexpresién de Sp1. Dicha interaccién es efectuada a varios niveles:

a) Spl puede intervenir en la transcripcién de miultiples oncogenes y supresores de tumores.
Por ejemplo, se ha demostrado que Spl regula la expresiéon de TGF-B en diferentes
tumores como cancer de mama (Safe and Abdelrahim, 2005).

b) Sp1 puede activar la transcripcién de diversos genes en conjuncién con otros factores de
transcripcién como E2F, NF-Y, Smads, NF-kB, proteinas GATA o miembros de AP-1
(Safe, 2001).

¢) De la misma manera, otros factores pueden afectar la transcripcién de Spl. Por ejemplo,
p53 puede alterar la transcripcién de genes dependientes del sitio Spl a través de
diferentes vias (Black et al., 2001).

d) Spl puede modificar la expresidén de otros factores necesarios para el desarrollo de la
célula cancerosa (angiogénesis, apoptosis, crecimiento celular...). Por ejemplo, controla
la expresion de VEGF en diferentes tumores como céncer de péancreas (Safe and
Abdelrahim, 2005), carcinoma mamario o melanoma (Trisciuoglio et al, 2004), o la

regulacién de la apoptosis (Deniaud et al., 2006).

Recientemente se ha comenzado a explotar esta diversidad para tratar ciertos tipos de

cancer, con el desarrollo de drogas especificas para ciertas vias reguladas por Spl (Safe, 2001).

El factor AP-1.

AP-1 (active protein 1) es una familia de factores de transcripcién formados por
homodimeros y heterodimeros de Jun, Fos, ATF (activating transcription factor), asi como otras
proteinas que contienen el dominio bZIP (Basic region-leucine zipper) como las Maf
(musculoaponeurotic fibrosarcoma) (Karin et al., 1997). Dichos factores estimulan la transcripcién
de genes mediante el sitio de unién consenso de AP-1: TGA(C/G)TCA. Por ejemplo, los
heterodimeros Jun-Jun y Jun-Fos se unen preferentemente al elemento responsivo a TPA (ERT),
en tanto los dimeros Jun-ATF, asi como los homodimeros de ATF, se unen preferentemente al
elemento responsivo de cAMP (ERC). Aln asi, existen diferencias significativas, tanto en la
capacidad de unién al ADN como en la efectividad para activar la transcripcién, entre los
diferentes miembros de AP-1, lo que sugiere que sus miembros juegan diversos roles en la

regulacién génica.
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La actividad de AP-1 es regulada por la abundancia de proteinas que la conforman, por la
conformacién y estabilidad de los dimeros, por modificaciones post-traduccionales o por la
presencia de otros factores AP-1 que compitan por el sitio de unién y produzcan efectos
contrarios (represion contra estimulacién). Por mencionar tan sélo un par de ejemplos sobre la
regulacién, en el caso de Jun existen diferentes proteinas capaces de interactuar con su dominio
amino-terminal para modular su actividad. Concretamente, la fosforilacién de serinas y treoninas
en dicho dominio por MAPK reduce su ubicuitinacién y por tanto su degradacién, por lo tanto la
fosforilacion por JNK en las serinas 63 y 73 aumenta su estabilidad (Karin et a/, 1997). Por otra
parte, el homodimero de c-Jun es uno de los elementos més eficientes en la activacién de la
transcripcién y puede ser reprimido por la formacién de heterodimeros c-Jun/JunB que son

inactivos (Poser and Bosserhoff, 2004).

Estudios hechos tanto en ratones knockout como en lineas celulares deficientes en
algiin(os) componente(s) de AP-1 indican que la actividad de AP-1 es inducida por diferentes
elementos entre los que se incluyen factores de crecimiento, hormonas, neurotransmisores o
estrés (Zenz and Wagner, 2006). No es de sorprender, pues, que la familia AP-1 esté involucrada
en un gran nimero de respuestas tanto normales como patolégicas. En cuanto a las primeras,
AP-1 es indispensable para la proliferacién y diferenciacién de varios tipos celulares (c-Jun es
imprescindible para la diferenciacion de los fibroblastos (Karin et al, 1997)), para iniciar la
apoptosis en algunos tipos celulares, para la adaptacién de la célula a cambios en las condiciones
del medio... En cuanto a lo segundo, varios genes regulados por AP-1 estdn asociados a la

progresioén, proliferacién, invasién y metéstasis de diferentes tumores.

En el caso particular del melanoma humano, existe evidencia que apunta hacia un rol
importante por parte de los miembros de AP-1 en la progresién del tumor: por ejemplo, los
melanocitos normales expresan principalmente c-Jun, JunD y FosB, en tanto que aquellos en RGP
del melanoma expresan c-Jun, JunD y Fra-1, y en las células de melanoma en estadio VGP sélo se
ha podido detectar JunD (Milde-Langosch, 2005); de hecho, se ha observado un descenso en la
expresién de c-Jun y un aumento de JunB y c-Fos en melanomas metastéticos en comparaciéon
con melanocitos normales, 1o que sugiere un rol para los genes de AP-1 en la transformacién de
la célula (Yang et al., 2004). Ademds, se ha demostrado que las concentraciones normales de
ARNm de c-Jun, JunB y c-Fos se encuentran alteradas en células metastéticas (Yamanishi et al.,
1991). Finalmente, hay que mencionar que también se ha descrito el aumento de la expresién de

c-Jun en lineas celulares de melanoma humano (Rutberg et al., 1994).
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DETERMINACION DE LA EXPRESION DE VERSICANO Y MEL-PG EN LINEAS CELULARES DF
MELANOMA HUMANO CON DIFERENTES GRADOS DE DIFERENCIACION.

El primer objetivo de este trabajo fue determinar si el grado de diferenciacién de las
lineas celulares de melanoma humano influia en la expresién de versicano. Se han aislado
numerosas lineas celulares de melanoma humano, las cuales difieren mucho entre si dado el alto
grado de heterogeneidad fenotipica de los melanomas (Albino et al, 1981). Es por eso que
dentro de un mismo tumor podemos encontrar células productoras y no productoras de
melanina con tasas de crecimiento disimiles, morfologias diversas y marcadores de membrana

distintos.

Existe un gran ndmero de articulos en los cuales se describen y caracterizan diversas lineas
celulares de melanoma humano de acuerdo a su grado de diferenciacién. En este trabajo hemos
utilizado algunas de las lineas celulares anteriormente descritas en el trabajo de Houghton et al.
(1987). Las lineas de melanoma humano que hemos utilizado son: SK-mel-1.36-1-5, SK-mel-37,
AX3 y Rider, con estado de diferenciacién temprana; SK-mel-3.44, de diferenciacién intermedia;
y SK-mel-23, MeWo y DX-2, de diferenciacién tardia, ademds de la linea celular U-251 de
astrocitoma humano como control positivo, ya que expresa todas las isoformas de VS (Dours-

Zimmermann and Zimmermann, 1994).

Analizamos por Western Blot la presencia de los proteoglicanos mel-PG y VS en medios
condicionados de las lineas celulares de melanoma humano mencionadas anteriormente. Los
medios se obtuvieron después de 24 horas en contacto con cultivos subconfluentes de cada linea

celular y se digirieron con condroitinasa ABC para liberar la proteina nicleo en ambos casos.

Detectamos la presencia de mel-PG con el anticuerpo monoclonal B5 especifico contra
mel-PG, en los medios condicionados de las lineas celulares utilizadas (Heredia et a/., 1996a). Este
anticuerpo reconoce dos bandas de 250 y 240kDa, que corresponden a diferentes grados de
glicosilaciéon del proteoglicano. La presencia de VS la detectamos con un anticuerpo policlonal
especifico desarrollado en el laboratorio que reconoce la proteina nicleo de este proteoglicano

(Touab et al., 2002).

Como se muestra en la figura 10B la expresién de mel-PG esté relacionada con el grado
de diferenciacién de las lineas celulares de melanoma humano, ya que observamos la presencia
de las dos bandas esperadas en las células con grado de diferenciacién intermedio y temprano,
mientras que no se observa ninguna banda en los medios de las células de estado de
diferenciacién tardio. Estos datos concuerdan con los descritos anteriormente por el grupo del

Dr. Old y confirman el grado de diferenciacién de las lineas celulares de melanoma que estamos
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utilizando, ya que mel-PG ha sido descrito como un marcador de células de melanoma

indiferenciadas (Houghton et al., 1982).

Podemos observar en la figura 10A la relacién entre la expresién de VS y el grado de
diferenciacién de las lineas celulares de melanoma humano. Vemos claramente la presencia de las
isoformas VO y V1 de versicano en las lineas celulares SK-mel-1.36-1-5, SK-mel-37, AX3 y Rider
(grado de diferenciacién temprano) y SK-mel-3.44, que presenta un grado de diferenciacién
intermedio, mientras que no detectamos su presencia en los medios condicionados de las lineas
celulares SK-mel-23, MeWo y DX-2 con grado de diferenciacién tardio (Fig. 10). Nuestro
anticuerpo contra VS es incapaz de reconocer la isoforma V3, la més pequefa de las isoformas de
VS.
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Figura 10: Inmunodeteccion de VS y mel-PG en las lineas celulares de melanoma. Medios condicionados de
cultivos subconfluentes de lineas celulares de melanoma humano con grados de diferenciacién (E)
temprano, (l) intermedio y (L) tardio (por las siglas en inglés) fueron digeridos con condroitinasa ABC y
separados por SDS-PAGE 6%. La deteccidn se realizd con anticuerpos especificos para: (A) VS (1:1000) y (B)
mel-PG (1:50).

EXPRESION DE LAS DISTINTAS ISOFORMAS DE VERSICANO EN LAS LINEAS CELULARES DE MELANOMA
HUMANO CON DIFERENTES GRADOS DE DIFERENCIACION.

Como vya dijimos el VS sufre splicing alternativo que da origen a sus cuatro isoformas.
Para determinar la expresién de cada una de estas isoformas decidimos realizar un andlisis de RT-
PCR con oligonucleétidos especificos para cada una de ellas. En la figura 11 mostramos la
localizacién de cada pareja de oligonucledtidos para la deteccién especifica de cada isoforma.
Para establecer las condiciones especificas de la reacciéon de PCR para cada isoforma, y como

control positivo de la reaccién, utilizamos ARN total de la linea celular de astrocitoma U-251.
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Los tamanfios esperados de los productos de PCR para cada isoforma son: VO, 351pb; VI,
386pb; V2, 373pb, y V3, 342pb. Para el control de retrotranscripccién y amplificacién de PCR
utilizamos GAPDH vy el tamano esperado para ésta es de 960pb.
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Figura 11: Localizacién de los oligonucleétidos para la identificacion de las isoformas de VS mediante RT-
PCR. las flechas muestran la localizacién y nombre de los oligonucleétidos empleados para cada reaccidon
de PCR especifica para cada una de las isoformas de versicano. G1: dominio de unién al acido hialurénico;

GAG: dominio de unién a las cadenas de glicosaminoglicanos o o ; G3: dominio formado por los sitios
tipo EGF, lectina y CRP. Modificado de Paulus et a/. (1996).

En la figura 12 mostramos los resultados obtenidos en los ensayos de RT-PCR de las
isoformas de VS en nuestro panel de lineas celulares de melanoma humano con diferente grado

de diferenciacién.
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Figura 12: Andlisis especifico de las isoformas de VS por RT-PCR en ARN total de diferentes lineas celulares.
Se realizaron las reacciones de RT-PCR a partir de 1ug de ARN total extraido de cultivos celulares
subconfluentes de las lineas de melanoma humano con diferentes grados de diferenciacién: (E) temprano, (1)
intermedio y (L) tardio, y la linea U-251 de astrocitoma. Para la reaccién de PCR utilizamos oligonucleétidos
especificos para cada una de las isoformas de VS. Las reacciones se separaron y analizaron
electroforéticamente en geles de agarosa al 2% y posteriormente se visualizaron por tincién con bromuro
de etidio. Realizamos para cada linea celular RT-PCR de GAPDH como control de la reaccién.
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Las isoformas VO, VI y V3 se expresan en todas las lineas celulares con grado de
diferenciacién temprano e intermedio (SK-mel-1.36-1-5, SK-mel-37, Rider y SK-mel-3.44),
mientras que la isoforma V2 sélo se expresa en las lineas celulares de grado de diferenciacién
temprana (SK-mel-1.36-1-5, SK-mel-37 y Rider). La expresion de la isoforma V2 se ha descrito, en
tejidos adultos, exclusivamente en células del sistema nervioso (Paulus et al., 1996). Ninguna de
las lineas celulares con grado de diferenciacién tardio (SK-mel-23, MeWo y DX-2) expresa alguna

de las isoformas de VS (Fig. 12).

Estos resultados confirman los resultados obtenidos por Western Blot (Fig. 10A), vy
relacionan la expresiéon de las isoformas de VS con el grado de diferenciacién de las lineas

celulares de melanoma humano.

Para comprobar los resultados obtenidos tanto por Western Blot como por RT-PCR
decidimos realizar un andlisis de Northern Blot en nuestro panel de células de melanoma

humano con diferentes grados de diferenciacién.

Determinamos la expresién del ARNm de VS mediante un anélisis de hibridacién ARN-
ADN (Northern Blot) con sondas especificas para los dominios de VS. Las sondas empleadas
fueron: D7, PCR-genomic y C4, que identifican especificamente las regiones HABR, GAG-a vy
GAG-p respectivamente. Los tamafios de cada una de las sondas fueron: D7, 1Kb; PCR-genomic,
1.5Kb, y C4, 2Kb. Todas las sondas utilizadas fueron amablemente cedidas por el Dr.

Zimmermann (Universidad de Zdrich, Suiza).

Las lineas celulares de grado de diferenciacién tardio, SK-mel-23, MeWo y DX-2, no
expresan ninguna isoforma de VS, como lo demuestra la ausencia de sefial al hibridar con las tres

sondas especificas utilizadas (Fig. 13).

La linea celular SK-mel-3.44 de grado de diferenciacién intermedio expresa las isoformas
VO y V1, ya que detectamos sefial al hibridar con las sondas D7 y C4. Al hibridar con la sonda

PCR-genomics, especifica para el dominio GAG-a, no detectamos ninguna sefial (Fig. 13).

Todas las lineas de grado de diferenciacién temprano, SK-mel-1.36-1-5, SK-mel-37 y Rider
(Fig. 13), expresan las isoformas VO y V1. Al hibridar con la sonda especifica para el dominio
GAG-B (C4) observamos una banda de aproximadamente 13Kb que corresponde a VO y dos
bandas de aproximadamente 10Kb que corresponden a la isoforma V1, generadas por las distintas
poliadenilaciones de la secuencia de ARN de dicha isoforma (Dours-Zimmermann and

Zimmermann, 1994).
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Ademés, podemos observar que la linea celular SK-mel-1.36-1-5 expresa mas ARNm de la
isoforma V1, al contrario de lo que observamos en la linea celular Rider, en la cual hay una
mayor expresion de la isoforma VO. En el caso de las lineas celulares SK-mel-37 y SK-mel-3.44
observamos que las isoformas VO y V1 se expresan en la misma proporcién. Este resultado se
corrobora al hibridar el ARNm de estas mismas lineas celulares con la sonda D7 especifica para el

dominio HABR, como se observa en la figura 13.

La isoforma V2 sélo se expresa en las lineas celulares de grado de diferenciacién
temprano, SK-mel-1.36-1-5 y Rider. Al hibridar el ARNm con la sonda PCR-genomics especifica
para GAG-a detectamos una banda de la altura esperada. La isoforma V2 es la menos abundante
en estas lineas celulares, ya que requerimos seis veces més tiempo de exposicién para obtener la

sefial observada (Fig. 13).
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Figura 13: Anélisis por Northern Blot de la expresién de VS en diferentes lineas celulares de melanoma
humano. 15ug de ARN total de células subconfluentes de melanoma humano con diferentes grados de
diferenciacién: (E) temprano, (l) intermedio y (L) tardio. El ARN fue separado en electroforesis
desnaturalizante en agarosa 0.8% e hibridado con sondas especificas (marcadas radiactivamente) de ADNc:
sonda especifica para el dominio HABR (D7), sonda especifica para GAG-f3 (C4), sonda especifica para el
dominio GAG-o. (PCR-genomic).

Mediante este ensayo, no fuimos capaces de detectar la isoforma V3 en ninguna de las

lineas celulares utilizadas, que deberia poder ser detectada con la sonda HABR

En resumen, podemos concluir que la expresiéon de las isoformas de versicano se

relaciona con el grado de diferenciacién de las células de melanoma humano.
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EXPRESION DE VERSICANO A LO LARGO DEL PROCESO DE DIFERENCIACION IN VITRO DF LAS
LINEAS CELULARES DE MELANOMA HUMANO SK-MEL-1,.36-1-5 Y SK-MEL-3.44.

Los resultados anteriores muestran una estrecha relacién entre la expresién de VS vy el
estado de diferenciacion de las células de melanoma humano. Por lo tanto, decidimos inducir /in
vitro este mismo proceso mediante el tratamiento con TPA (Houghton et al/,, 1987) y determinar

si la disminucién de la expresién de VS acompafiaba a este proceso.

Escogimos para esto dos lineas celulares de melanoma humano que expresasen VS: la
linea SK-mel-1.36-1-5, con grado de diferenciacién temprano, y SK-mel-3.44, con grado de

diferenciacién intermedio.
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Figura 14: Diferenciacién /n vitro. Esquema de la induccién del proceso de diferenciacién in vitro de las
lineas celulares de melanoma humano con grado de diferenciacién temprano e intermedio mediada por
TPA.

Para el ensayo sembramos las células y dejamos que se adhirieran a la placa durante 24
horas. Comenzamos la induccién afiadiendo medio de cultivo DMEM més TPA a una
concentracién final de 160nM, el cual cambiamos cada tres dias durante un periodo de 18-21
dias. Utilizamos como controles medio DMEM sélo y medio DMEM con DMSO al 0.0016%, el
solvente utilizado para disolver el TPA (Fig. 14). Determinamos la concentracién 6ptima de TPA
a utilizar realizando experimentos previos de diferenciaciéon en ambas lineas celulares. Se
realizaron experimentos a 80nM, 160nM y 320nM, siendo la concentracién de 160nM aquella
donde las diferencias morfolégicas eran més evidentes en un periodo de tiempo maés corto vy al

mismo tiempo las células presentaban un buen aspecto.
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Figura 15: Cambios morfoldgicos en las lineas celulares de melanoma durante el proceso de diferenciaciéon
in vitro. Inducimos el proceso de diferenciacién /n vitro de las lineas celulares de melanoma humano SK-
mel-3.44 y SK-mel-1.36-1-5 con 160nM de TPA. Se muestran los experimentos “Control”: DMEM maés
DMSO al 0.0016% y “TPA”: con DMEM, DMSO al 0.0016% y TPA [160nM] a lo largo del experimento.
Los cultivos fueron visualizados y fotografiados con un microscopio Leica Fluovert-Fu.
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Después del dia 6 de tratamiento con TPA, ambas lineas celulares comenzaron a mostrar
diferencias morfoldgicas que se hicieron més evidentes con el tiempo. Después de la induccion,
las células SK-mel-3.44 se volvieron mas poligonales y polidendriticas, mientras que las células SK-
mel-1.36-1-5 presentaron una forma mas redondeada, ademds de tender a organizarse de una
forma particular (Fig. 15). Las células de los pozos control de ambas lineas celulares siguieron

creciendo normalmente, llegando a confluencia antes del dia 15.

Los cambios morfolégicos inducidos por el tratamiento con TPA se muestran en la figura
15. El proceso de diferenciacién inducido por TPA en las células de melanoma humano lo hemos
caracterizado determinando varios antigenos de diferenciacién: mel-PG es uno de estos
antigenos. Este proteoglicano es un marcador de células de melanoma humano con grado de
diferenciacién temprano, que desaparece a lo largo del proceso de diferenciacién de las células
de melanoma (Houghton et al, 1987). Otros antigenos como gpl110, gp180 o el antigeno de
melanosomas, los hemos utilizado como marcadores de diferenciacién tardia (Houghton, et a/,
1982). De esta forma hemos seguido el proceso de diferenciacién in vitro de las células de

melanoma.

Las detecciones por inmunocitoquimica fueron realizadas en células tratadas con TPA a
los dias O y 12 del tratamiento de diferenciacién in vitro de las células SK-mel-1.36-1-5 y SK-mel-
3.44. Fijamos las células con paraformaldehido-sacarosa, se permeabilizaron y realizamos la
inmunodeteccién con anticuerpos especificos para cada uno de los antigenos arriba mencionados,
con el anticuerpo monoclonal B5 contra mel-PG, con el obtenido en el laboratorio contra VS

(Touab et al., 2002), y con el anticuerpo monoclonal M111 contra la proteina gp110.

Como se muestra en la figura 16, a los 12 dias del tratamiento con TPA la expresién de
mel-PG desaparece, mientas que el marcador de diferenciacién tardio gp110 se induce en ambas
lineas celulares. Obtuvimos resultados similares para los marcadores gp180 y el antigeno de
melanosoma (datos no mostrados). Estos resultados demuestran que las células han sufrido el
proceso de diferenciacién deseado. Podemos observar como, de acuerdo con nuestra hipotesis,

este proceso va acompafado por la desapariciéon de VS.

Realizamos un estudio mé&s detallado del proceso de diferenciacién analizando los
medios condicionados de las células SK-mel-1.36-1-5 y SK-mel-3.44 a lo largo del proceso de
diferenciacién in vitro. Los ensayos de Western Blot realizados nos muestran la desapariciéon
rdpida de mel-PG en las células SK-mel-3.44, mientras que en las células SK-mel-1.36-1-5 esta
disminucién es maés lenta (Fig. 17). La desaparicién de mel-PG en ambas lineas celulares

demuestra el avance en el estado de diferenciacién de las células.
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Figura 16: Cambios en la expresion de VS y marcadores de diferenciacién durante el proceso de
diferenciacién inducido con TPA. Crecimos células de las lineas SK-mel-3.44 y SK-mel-1.36-1-5 sobre
cubreobjetos y las tratamos con TPA para inducir el proceso de diferenciacién. Después de 12 dias de
tratamiento las fijamos con paraformaldehido-sacarosa. Después de permeabilizar, incubamos las células con
el anticuerpo policlonal especifico para VS (1:100), con el anticuerpo monoclonal B5 especifico para mel-PG
(1:50) y con el anticuerpo monoclonal M111 especifico para gp110 (1:100). La tincién de los nucleos se hizo
con Hoechst 33342 (1:100) (recuadro). Los cultivos fueron visualizados y fotografiados con el microscopio
de epifluorescencia Nikon Eclipse E800.

La expresion de VS no sigue el mismo patrén de desaparicion que mel-PG, ya que
desaparece mas lentamente en la linea celular SK-mel-3.44. En ambas lineas celulares la expresiéon
de VS disminuye a medida que se diferencian y esta desaparicion se da de forma paralela en las

isoformas VO y V1 (Fig. 17).



Resultados

Como controles se muestran los medios de las células crecidas sin TPA de los dias O y 9,
ya que después de este dia los cultivos llegan a confluencia y la expresién de VS y mel-PG
comienza a disminuir. Ambos proteoglicanos se expresan en condiciones de proliferaciéon celular
y disminuye su expresién cuando las células estdn en estado quiescente; este fendmeno se ha
descrito con anterioridad: para VS en queratinocitos y fibroblastos humanos normales y en el

caso de mel-PG en células murinas de melanoma (Zimmermann et al., 1994 y Burg et al., 1998).

Por lo tanto, concluimos que en ambas lineas celulares la expresién de versicano y mel-

PG disminuye al progresar las células hacia un estado més tardio de diferenciacién (Fig. 17).
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Figura 17: Inmunodeteccién de VS y mel-PG en las células de melanoma humano durante el proceso de
diferenciacién in vitro. Medios condicionados de las dos lineas celulares de melanoma humano (SK-mel-
1.36-1-5 y SK-mel-3.44) diferenciadas /in vitro con TPA 160nM fueron digeridos con condroitinasa ABC y
separados por SDS-PAGE 6%. La deteccién se realizd con el anticuerpo especificos para VS (1:1000) vy el
anticuerpo monoclonal B5 especifico para mel-PG (1:50). C: medios condicionados obtenidos a diferentes
dias de crecimiento y TPA: medios condicionados obtenidos a diferentes dias a lo largo del proceso de
diferenciacién in vitro.

Analizamos la expresién de las cuatro isoformas de versicano mediante RT-PCR en las
lineas celulares SK-mel-1.36-1-5 y SK-mel-3.44 después de la induccién del proceso de
diferenciacién con TPA. Utilizamos para el andlisis por RT-PCR ARN total de los dias O y 12 del
ensayo de diferenciacién in vitro de ambas lineas celulares de melanoma, siguiendo las
condiciones determinadas en los ensayos anteriores. En la figura 18 vemos claramente que la linea
celular SK-mel-3.44, que originalmente expresaba las isoformas VO, V1 y V3, sdlo expresa la
isoforma VO tras el tratamiento con TPA, mientras que la linea celular SK-mel-1.36-1-5, que
originalmente expresaba las cuatro isoformas de VS, ahora sélo expresa las isoformas VO y V3,

después del mismo proceso.
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Figura 18: Andlisis por RT-PCR de las isoformas de VS durante el proceso de diferenciacién in vitro.
Realizamos RT a partir de Tug de ARN total de cultivos celulares de las lineas SK-mel-1.36-1-5 (A) y SK-mel-
3.44 (B) de melanoma humano diferenciadas in vitro con 160nM de TPA de los dias O y 15. Las reacciones
de PCR las realizamos utilizando oligonucledtidos especificos para cada una de las isoformas de VS.
Analizamos las reacciones mediante electroforesis en agarosa al 2% y tincién con bromuro de etidio. Como
control de la reaccion utilizamos RT-PCR de GAPDH.

Todos los resultados mostrados evidencian la relacion entre la desaparicion de la
expresiéon del VS y sus isoformas y el proceso de diferenciaciéon in vitro de las células de

melanoma humano.

DETERMINACION DE LA EXPRESION DE VERSICANO EN LAS LINEAS CELULARES DE ASTROCITOMA Y
NEUROBLASTOMA HUMANO.

Los melanocitos de la piel tienen el mismo origen embrionario que algunas células del
sistema nervioso central, ya que ambas se originan en la cresta neural. En el cerebro adulto, el
versicano se encuentra estrictamente regulado: durante la etapa embrionaria se expresan
principalmente las isoformas VO y V1 en lo que serd el sistema nervioso central, mientras que en

el cerebro adulto se expresa casi exclusivamente la isoforma V2.

Nuestros resultados anteriores habian demostrado la presencia de versicano en las lineas
celulares de melanoma humano y su correlacién inversa con el grado de diferenciacién de las
mismas. Ademaés, hemos demostrado que las lineas celulares més indiferenciadas expresan todas

las isoformas de VS.

Se habia descrito con anterioridad la expresién de todas las isoformas de VS en la linea

U-251, que proviene de un astrocitoma (Paulus ef al, 1996). Nos planteamos describir la
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presencia de VS y sus isoformas en lineas celulares humanas de tumores neurales con diferentes
origenes, tanto glial como neural. Para esto utilizamos tres lineas de astrocitoma humano (U-251,

U-373, SW-1088) y dos lineas celulares de neuroblastoma humano (SH-SY5Y, SK-NSH).

Obtuvimos medios condicionados de cultivos subconfluentes de las lineas celulares
anteriormente descritas (U-251, U-373, SW-1088, SH-SY5Y y SK-NSH). Estos fueron digeridos con
condroitinasa ABC y analizados por Western Blot utilizando el anticuerpo policlonal anti-VS

producido en nuestro laboratorio (Touab et a/., 2002).
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Figural9: ldentificacién de VS en medios condicionados de lineas celulares humanas de origen neuronal.
Medio condicionado tanto de células de astrocitoma humano U251, U373 y SWI1088, asi como de células
de neuroblastoma SK-NSH y SH-SY5Y, fueron digeridos con condroitinasa ABC y separados en SDS-PAGE
6%. La inmunodeteccién se realizd con el anticuerpo anti-VS tal como se describe en Materiales y Métodos.

J-251
J-273
SH-SY5Y
SK-NSH

Como se puede observar en la figura 19, tanto en los medios condicionados de las lineas
celulares de astrocitoma humano como en los de las lineas celulares de neuroblastoma,

detectamos la expresidn y secrecién de las isoformas de versicano VO y V1.

Determinamos la presencia en las células de este proteoglicano mediante ensayos de
inmunofluorescencia. Para esto fijamos y tefiimos las células con el anticuerpo policlonal contra
VS. Nuestro anticuerpo reconoce la proteina nicleo del VS (Touab et al., 2002) y por tanto es
adecuado para detectar la fraccidn intracelular de la molécula. El versicano estd presente en las
células de astrocitoma y neuroblastoma, y presenta una distribucién perinuclear en el citoplasma,

coherente con una localizacién en el aparato de Golgi (Fig. 20).
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]

SH-SY5Y

Figura 20: Inmunocitoquimica de VS en las células humanas de origen neuronal. Cultivos subconfluentes de
las lineas celulares de astrocitoma humano U-251, U-373 y SW1088, y de neuroblastoma humano, SK-NSH
y SH-SY5Y, se fijaron con paraformaldehido-sacarosa y se permeabilizaron. Incubamos las células con el
anticuerpo policlonal especifico para VS (1:1000). La tincién de los nicleos se hizo con Hoechst 33342
(1:100) (recuadro). Los cultivos fueron visualizados y fotografiados con el microscopio de epifluorescencia
Nikon Eclipse E800.

Como hemos dicho anteriormente, nuestro anticuerpo es incapaz de detectar todas las
isoformas de VS, asi que para detectarlas es preciso utilizar otras aproximaciones. Para esto
realizamos ensayos de RT-PCR y Northern Blot con ARNm extraido de células en cultivo en

crecimiento exponencial.

§H-5Y5
$W-1088
SK-MSH

U-251
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Figura 21: Deteccién de las isoformas de VS (VO, V1, V2 y V3) en lineas celulares neurales humanas por RT-
PCR. Realizamos RT a partir de Tug de ARN total de cultivos de las lineas celulares humanas, de astrocitoma
U-251, U-373, SW-1088, y de neuroblastoma SK-NSH y SH-SY5Y. Las reacciones de PCR las realizamos
utilizando oligonucledtidos especificos para cada una de las isoformas de VS. Analizamos las reacciones
mediante electroforesis en agarosa al 2% vy tincién con bromuro de etidio. Como control de la reaccién
utilizamos RT-PCR de GAPDH.
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Como unicamente se pudieron detectar las isoformas principales VO y V1 en el Western
Blot, decidimos analizar la produccién de todas las isoformas en nuestro panel de lineas celulares

por medio de RT- PCR y Northern Blot.

Aislamos ARNm de cultivos subconfluentes de las lineas celulares de astrocitoma U-251,
U-373, SW-1088, y de neuroblastoma SH-SY5Y y SK-NSH, y realizamos ensayos de RT-PCR para
determinar cada una de las isoformas de VS. Como se muestra en la figura 21, todas las lineas
celulares analizadas producen las isoformas VO y V1, en tanto que sélo las células de astrocitoma
producen la isoforma mas pequefia, V3. No se detecté V2 en ninguna linea celular analizada.
Dado que no se pudo obtener ninglin dato cuantitativo de dicho andlisis, se hicieron una serie de
ensayos de Northern Blot que arrojaron resultados similares (Fig. 22). Los transcritos para VO y
V1 fueron detectados mediante la hibridacién con una sonda especifica para el dominio GAG-j3;
se observan como una doble banda alrededor de los 13kb y una diplex a los 30kb tal como se
ha descrito para las células de astrocitoma U251 (Zimmermann et al., 1994). Para V2 se utilizé
una sonda especifica para el dominio GAG-a que requirié de seis veces més tiempo de exposicién
que la prueba anterior. Finalmente, se utilizd una sonda para la regién HABR, presente en las
cuatro isoformas; en este caso tan sélo se pudieron detectar dos bandas correspondientes a VO y
V1, ya que tanto V2 como V3 se mantuvieron por debajo de los limites de deteccién del
Northern Blot. A pesar de detectar grandes cantidades de VS en la linea celular SW-1088
mediante Western Blot e inmunocitoquimica de fluorescencia, fuimos incapaces de detectar la
presencia de este proteoglicano tanto en los ensayos de RT-PCR como en los de Northern Blot.

Esto podria deberse a mutaciones especificas del gen de VS en esta linea celular.
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Figura 22: Andlisis por Northern Blot de la expresion de VS en diferentes lineas celulares de origen neural.
15ug de ARN total de cultivos subconfluentes las lineas celulares humanas de astrocitoma, U-215, U-373 y
SW-1088, y de neuroblastoma, SK-NSH y SH-SY5Y, fueron separados en electroforesis desnaturalizante en
agarosa 0.8%. Hibridamos con sondas especificas marcadas radioactivamente: sonda especifica para el
dominio HABR (D7), sonda especifica para GAG-B (C4), sonda especifica para el dominio GAG-a. (PCR-
genomic).
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OBTENCION DEL PROMOTOR DE VERSICANO HUMANO.

Una vez observada la diferencia en la expresién de versicano entre las distintas lineas
celulares de melanoma humano y su relacién con el estado de diferenciacién de las mismas,
decidimos estudiar la regulaciéon de la expresion de versicano en este contexto celular, utilizando
como modelo una linea diferenciada que expresa el PG y otra indiferenciada que no lo expresa.
Asi pues, como segundo objetivo nos planteamos la clonacién del promotor de VS humano con

la finalidad de analizar su actividad, asi como los factores de transcripcién que la regulan.

La estrategia utilizada fue la clonacién del promotor de VS a partir del ADN cromosomal
de células en cultivo de la linea de melanoma humano SK-mel-1.36-1-5 de grado de
diferenciacién temprano que, como se ha mostrado anteriormente, expresa todas las isoformas
de VS. Posteriormente, construimos un pldsmido reportero dentro del cual se encontraba la
secuencia promotora del gen de VS humano, dirigiendo la expresién del gen de la luciferasa. Este
sistema permite medir el papel que juegan determinadas secuencias reguladoras en la actividad

del promotor gracias a la expresidn de este gen reportero.

Para conseguir el primer objetivo amplificamos, mediante PCR, un fragmento de 620pb
de la secuencia promotora del VS, basdndonos en la descrita anteriormente por Naso et al.
(1994). Clonamos el producto de PCR obtenido en el plasmido pCR2.1, para después subclonarlo
en el plasmido pGL2-basic en la posicidén inmediatamente up-stream del gen de la luciferasa. Al
final comprobamos la insercién correcta del promotor de versicano mediante digestiéon y

secuenciacion.

Comparamos la secuencia obtenida con la descrita anteriormente y encontramos una
homologia de casi el 100%. Sélo detectamos seis mutaciones puntuales: dos mutaciones de
cambio de base, en las posiciones -279 (T/G) y -357 (A/G), y cuatro mutaciones de adicién de

base, en las posiciones -159, -309 y -406 se afiadié una g y en la posicién -270 se afiadié una c.

Para determinar los posibles factores de transcripcién involucrados en la expresiéon de
versicano en las células de melanoma humano, primero realizamos un andlisis computacional del
fragmento clonado y secuenciado de la regién promotora del VS con el programa PATCH
(www.gene-regulation.com). Mediante este anélisis es posible determinar las secuencias de unién

para un gran nimero de factores de transcripcion.
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Figura 23: Secuencia del fragmento del promotor de VS humano aislado. Se muestran las cajas de
reconocimiento para los diferentes factores de transcripcién segin el programa PATCH.
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De los factores de transcripcién encontrados nos fijamos principalmente en aquellos que
se hubieran relacionado anteriormente con la progresién del melanoma o la diferenciacién del

melanocito.

En la figura 23 se muestra la secuencia del fragmento clonado del promotor de VS vy las
cajas de unién para algunos de los factores de transcripcion detectados por el programa PATCH.

En la figura 24 mostramos un mapa esquematico de estas mismas secuencias y su localizacion.

Baséndonos en los resultados del andlisis computacional, determinamos tres zonas de
regulacién dentro del promotor de VS. La primera de ellas se encuentra en el extremo 5’ y
presenta dos cajas de reconocimiento para TCF-4 en las posiciones -546/-538 y -492/-485
respecto al inicio de la transcripcién. La segunda se localiza en la zona central y contiene diversas
cajas de unién para Spl y AP-2, concretamente 6 secuencias putativas de unién para Spl1 (-421/
-417, -407/-397, -370/-361, -354/-349, -227/-221 y -166/-156) y 7 para AP-2 (-428/-424, -356/
-346, -340/-335, -286/-280, -271/-266, -225/-220 y -184/-178), ademés de un caja de unién a
Smad3/4 localizada en -366. En la tercera zona localizamos una caja de unién para AP-1 en la

posicién -36/-32 de dicho promotor.
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Figura 24: Mapa esquemético del los sitios de unién de los factores de transcripcién al promotor de VS
humano. Se muestra la localizacién en el promotor de las secuencias de las cajas putativas de

reconocimiento de diferentes factores de transcripcion, TCF-41l, AP-2 L Spl ® smad3/sW y AP-1

De entre los factores de transcripcién encontrados por el anélisis in silico, la eleccién de
los arriba mencionados se basé en la posible funcién de los mismos sobre la expresién de
versicano en el contexto celular del melanoma, ya que la via TCF-4/B-catenina, AP-2, Spl, TGF-$
y AP-1, han sido relacionados con la progresién del melanoma (entre otras neoplasias) (Robbins
et al., 1996; Gershenwald et al., 2001; Korabiowska et al., 2004; Poser y Bosserhoff, 2004; Yang
y Meyskens, 2005; Hussein, 2005; Safe y Abdelrahim, 2005) asi como con el desarrollo vy
maduracién del melanocito (AP-2) (Nottoli et a/., 1998). Es de destacar la abundancia de sitios de

unién detectados para los factores de transcripcién Spl y AP-2.
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DETERMINACION DEL PAPEL QUE JUEGAN EN LA ACTIVIDAD DEL PROMOTOR DE VERSICANO LAS
DIFERENTES REGIONES DE ESTE EN LAS LINEAS CELULARES DE MELANOMA HUMANO CON
DISTINTOS GRADOS DE DIFERENCIACION, SK-MEL-131 Yy MEWO.

Una vez obtenida la construccién del promotor de versicano pGL2-pVS-626, ésta fue
transfectada de manera transiente en las lineas celulares SK-mel-131 (productora de VS) y MeWo
(no productora de VS). Las transfecciones siempre se realizaron en medio con suero y cuando las
células se encontraban en el mismo momento aproximadamente de la fase de crecimiento
exponencial. La linea celular SK-mel-131 es de melanoma humano vy es la linea parental de la linea
SK-mel-1.36-1-5 y presenta las mismas caracteristicas morfolégicas y de expresién de moléculas de

superficie (Houghton et al., 1987).

El sistema de anélisis de la actividad del promotor de VS se basa en la transfeccién
transiente de dos plasmidos reporteros. El primero de ellos, el pldsmido pRL-TK, nos indica la
efectividad de introduccién del ADN a las células, este pldsmido contiene un promotor fuerte de
expresidn constante que dirige la expresién del gen de la renilla. El segundo plasmido, pGL2-
basic, es el plasmido a partir del cual hemos construido el plasmido que contiene la secuencia del
promotor de versicano humano. Por lo tanto, la actividad relativa de dicho promotor se
expresard como la ratio entre la actividad determinada para luciferasa dividida por la actividad
detectada para renilla, lo que nos dard un dato normalizado de la actividad del promotor que

estemos analizando.

Como era de esperar, al transfectar la linea SK-mel-131 de melanoma humano obtuvimos
una actividad relativa 4.6 veces mayor a la obtenida en la linea celular de melanoma MeWo (Fig.
26). Este resultado indica de forma clara que el promotor en la linea celular MeWo se encuentra

menos activo que en la linea celular SK-mel-131.

Para analizar el papel concreto que desempefiaba cada una de las regiones del promotor
en la regulacion de la expresién del VS, obtuvimos mutantes de delecién para cada una de las 3
regiones que habiamos determinado anteriormente mediante el andlisis computacional del

promotor.

A partir del promotor largo (pGL2-pVS-626) clonamos las distintas mutantes de delecién
en el vector pGlL2-basic, dirigiendo la expresién del gen de la luciferasa. Asi obtuvimos las
siguientes construcciones: pGL2-pVS-467, la cual no contiene ninguna de las dos cajas putativas
de reconocimiento para TCF-4 pero mantiene las secuencias AP-2, Spl y AP-1 del promotor, y

pGL-VS-120, que carece ademés de la regidon central donde se encontraban las diversas cajas

54



Resultados

putativas de reconocimiento para AP-2 y Spl, pero que conserva la secuencia de reconocimiento

para AP-1 del extremo 3’ (Fig. 25).
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Figura 25: Representacion esquemética del promotor de VS humano clonado vy las diferentes mutantes de
delecién. Se muestran las mutantes de delecién del promotor de VS construidas y la localizacién en éste de

las cajas de reconocimiento para los distintos factores de transcripcion (TCF-4HM, AP-2® Spl'.' y
AP-T179).

Transfectamos de manera transiente las lineas celulares SK-mel-131 y MeWo. 24 horas
mas tarde recogimos los extractos celulares y medimos la actividad relativa del promotor de VS

entero y de cada una de las mutantes de delecién.

En este experimento no observamos ningln efecto significativo sobre la actividad
luciferasa en la linea celular MeWo; dado que esta linea celular no produce versicano era de
esperar que la actividad del promotor no se viera afectada por la deleciones realizadas en el

mismo (Fig. 26).

En el caso de la linea celular SK-mel-131, observamos que la delecién del extremo 5’ del
promotor de VS (construccidén pGL2-pVS-467) reduce de manera muy importante su actividad,
aproximadamente un 60% (Fig. 26). En esta construccidén no se encuentran, entre otras, ninguna
de las dos cajas putativas de reconocimiento para TCF-4. La pérdida de mas del 60% de la
actividad nos indica la presencia de elementos importantes que regularian de forma positiva la

expresion de este proteoglicano en la regién -626/-467 del promotor.

Como se observa en la figura 26, al transfectar de manera transiente la construccién
pGL2-pVS-120 en la linea celular SK-mel-131 detectamos una actividad relativa del 25% con
respecto al promotor largo de VS. La diferencia en la actividad del promotor detectada entre la
construcciéon pGL2-pVS-467 y pGL2-pVS-120 es sélo de un 10% menos. El 25% de la actividad
total del promotor de versicano es debida a los 120pb que se encuentran justo antes del inicio de

la transcripcién. Podemos decir que esta es la actividad minima del promotor de VS y es
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responsable de la activacion de la produccion de este proteoglicano. En esta zona hemos

localizado secuencias de reconocimiento para AP-1, entre otros factores de transcripcion.

Al eliminar la regién central del promotor de versicano (-467/-120) se produce una
pérdida del 10% de la actividad de dicho promotor, lo cual parece indicar que los elementos
reguladores de dicha regién, donde se encuentran cajas putativas de reconocimiento para AP-2 y
Spl, son menos relevantes para la expresién de versicano en las células de melanoma humano
que los elementos reguladores que se encuentran tanto en el extremo 5’ (pGL2-pVS-626, TCF-4)

como en el extremo 3’ (pGL2-pVS-120, AP-1).
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Figura 26: Andlisis del efecto de las diferentes deleciones del promotor de VS en las lineas celulares de
melanoma humano productoras y no productoras de este proteoglicano. Anélisis de la actividad del
promotor de VS humano. Transfeccién transiente de las lineas celulares de melanoma humano SK-mel-131
(rojo) y MeWo (azul) con la construccién del promotor de versicano largo pGL2-pVS-626 y las mutantes de
delecién del mismo promotor pGL2-pVS-467 y pGL2-pVS-120. La transfeccidn se realizé en cultivos celulares
subconfluentes y en medio con suero. La actividad de luciferasa se midié 24 horas después de la
transfeccién. Se utilizé Tug de ADN de cada construccién y 100ng del pldsmido pRL-TK como control de la
transfeccién. Los resultados se muestran expresados como el incremento de la actividad luciferasa/renilla con
respecto a la del vector vacio, pGL2-basic. Se muestran los resultados de un experimento de 8 realizados de
forma independiente.

DETERMINACION DEL PAPEL DE TCF-4 EN LA ACTIVIDAD DEL PROMOTOR DE VERSICANO EN LAS
LINEAS CELULARES DE MELANOMA HUMANO.

El factor de transcripcién TCF-4 pertenece a la familia LEF/TCF (/lymphoid enhancer
factor/T-cell-specific factor), cuyos miembros son los Ultimos componentes de la via de

senalizacion de Wnt. Hasta el momento se han descrito cuatro miembros de esta familia en
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mamiferos: LEF-1, TCF-1, TCF-3, y TCF-4, los cuales reconocen la secuencia consenso

AGATCAAAGGG (van de Wetering et al., 1991; van Beest et al., 2000).

Habiamos observado la presencia de dos cajas de reconocimiento para el factor de
transcripcion TCF-4 en el extremo 5 del promotor de VS y al eliminar ambas cajas de
reconocimiento observdbamos la pérdida de més del 60% de la actividad del promotor. Esto nos
hablaba de la importancia de dicha zona en el control de la produccién de éste proteoglicano en

el contexto celular del melanoma.

Con estos resultados nos planteamos determinar el papel del extremo 5’ del promotor
de VS y més en concreto el papel que juegan las secuencias de reconocimiento de TCF-4 -546 y
-492. Decidimos generar dos mutantes de delecién para aislar el papel que pudiera tener cada
una de ellas en la expresién de VS. Obtuvimos asi la construccién pGL2-pVS-518, la cual carece de

la caja -546 para la posible unién a TCF-4 (Fig. 27).

Transfectamos de forma transiente las construcciones pGL2-pVS-626 (con las dos cajas de
reconocimiento -546 y -492), pGL2-pVS-518 (con la caja -492) y pGL2-pVS-467 (sin ninguna de
las dos cajas) en las lineas celulares SK-mel-131 y MeWo. 24 horas después recogimos los extractos
de estas transfecciones y medimos la actividad relativa de luciferasa. Como se muestra en la figura
27, al quitar la primera caja de unién a TCF-4 perdemos més del 65% de la actividad total del

promotor, mientras que cuando quitamos las dos cajas de reconocimiento la pérdida es del 45%.
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Figura 27: Efecto de las deleciones de las cajas TCF-4 del promotor de VS humano en la actividad del
mismo en las lineas celulares de melanoma humano. Anélisis de la actividad del promotor de versicano
humano. Transfecciéon transiente de la linea celular SK-mel-131 (morado) y MeWo (rosa) con Tug de las
construcciones pGL2-pvs-626, pGL2-pVS-518 o pGL2-pVS-467 y 100ng del vector pRL-TK. La actividad de
luciferasa se midié 24 horas después de la transfeccion. Los datos estdn expresados en porcentaje de la
actividad luciferasa/renilla con respecto a la del vector pGL2-pVS-626. Se muestran los resultados de un
experimento de 6 realizados de manera independiente.
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Nuestros resultados muestran que los factores de transcripcién que se unen en la zona del
promotor comprendida entre -626 a -518, y que contiene la caja -546, son necesarios para la

expresién de versicano, regulando casi el 65% de dicha expresién (Fig. 27).

Al eliminar la zona donde se encuentra la segunda caja putativa para la unién de TCF-4,
la actividad relativa del promotor aumenta un 20% con respecto a la construcciéon pGL2-pVS-
518. Esto bien pudiera ser un artefacto ya que en esta construccién sélo hay 20pb tras la
secuencia de reconocimiento para TCF-4 y podria ser que este espacio no fuese suficiente para la

estabilizacién o formacién del complejo transcripcional (Fig. 27).

Es importante hacer notar que al transfectar las mutantes de delecién del promotor en la
linea celular MeWo no vemos ninglin efecto significativo en la actividad que éste muestra (Fig.

27).

A diferencia de los factores de transcripcién clésicos, los miembros de la familia LEF/TCF
no sélo requieren de la unidén de éstos al ADN para activar la transcripcién, sino que se
convierten en potentes activadores de la transcripcién gracias a la interaccién de éstos con f3-

catenina, también miembro de la cascada de senalizacién de Wnt.

De esta manera, si las cajas de reconocimiento -546 y -492 son reguladas de forma
especifica por TCF-4, la sobrexpresion conjunta o por separado de TCF-4 y B-catenina deberia

producir un aumento en la actividad relativa del promotor de VS.

Con el fin de estudiar este efecto, cotransfectamos de manera transiente la linea celular SK-
mel-131 con las construcciones del promotor de VS pGL2-pVS-626 o pGL2-pVS-467, asi como
con los vectores de expresién de activadores o represores de la via Wnt siguientes:

e [-catenina silvestre

o TCF-4 silvestre

e TCF-4-VP16 (dominante positivo de TCF-4)

e TCF-4-AN (dominante negativo de TCF-4)

48 horas después de la transfeccién recogimos los extractos celulares y determinamos la

actividad especifica de luciferasa/renilla.

Como se muestra en la figura 28, la sobrexpresién de TCF-4 y B-catenina induce la
actividad del promotor de versicano. Al cotransfectar la construccién del promotor de versicano
largo pGL2-pVS-626 y B-catenina o TCF-4 en las células SK-mel-131, inducimos un incremento de

2.5 veces en la actividad luciferasa respecto al control. En contraste, la cotransfeccién con la
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construccién del promotor de versicano pGL-pVS-467, que carece de las dos cajas putativas de

reconocimiento para TCF-4, no responde a la sobrexpresion de estas dos proteinas.
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Figura 28: Efecto de B-catenina/TCF-4 sobre el promotor de VS. Cotransfecciéon transiente de la linea celular
de melanoma humano SK-mel-131 con 1ug de las construcciones pGL2-pVS-626 (morado) o pGL2-pVS-467
(lila); Tug de los vectores de expresion de B-catenina wt, TCF-4 wt, TCF-4-VP16 o TCF-4-AN, para equiparar
la cantidad de ADN transfectado se utilizé el plasmido pcDNA3, y 100ng del vector pRL-TK como control
de la transfeccién. La actividad de luciferasa se midié 48 horas después de la transfeccién. Los datos se
muestran como porcentaje de la actividad luciferasa/renilla con respecto a la de la construccién pGL2-pVS-
626. Se muestran los resultados de un experimento de 4 realizados de manera independiente.

Ademés, cuando sobrexpresamos el dominante positivo de TCF-4, TCF-4-VP16,
observamos un mayor incremento de la actividad del promotor (3.5 veces con respecto al
control), mientras que al sobrexpresar el dominante negativo de TCF-4, TCF-4-AN, inhibimos la

actividad del promotor de VS.

Todos estos efectos se observan sdlo al transfectar la construccidn que contiene el
promotor largo de VS (pGL2-pVS-626) y no asi en la transfeccion con el promotor que carece de
las cajas de reconocimiento para TCF-4 (pGL2-pVS-467). Por lo tanto, podemos decir que B-
catenina/TCF-4 activan la expresién de VS de forma especifica en la region -626 y -467 del

promotor en las células de melanoma humano (Fig. 28).

A pesar de que las secuencias de unién a TCF-4 encontradas en el promotor de versicano
no corresponden exactamente a la secuencia consenso de unién reportada para este factor de
transcripcion (AGATCAAAGGG), nuestros resultados demuestran que TCF-4 actia claramente

sobre la expresion de este proteoglicano.
En este sentido, y para verificar la unién de este factor de transcripcién al promotor,

decidimos realizar en paralelo ensayos de EMSA (Electrophoretic Mobility Shift Assay) para cada
una de las dos cajas putativas de unién a TCF-4, -544/-538 y -492/-485, del promotor de VS.
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Figura 29: Formacién especifica de un complejo ADN-proteina en las dos secuencias de unién para TCF-4
del promotor de VS en las lineas de melanoma humano. 10ug de extracto nuclear de las lineas celulares SK-
mel-131 y MeWo se incubaron con 100000cpm de oligonucleétido especifico de doble cadena marcado
radiactivamente (*) (oligonucleétido -544wt y oligonucledtido -492wt). La especificidad del complejo se
comprobd mediante competicién con el mismo oligonucleétido sin marcar, oligonucleétido consenso para
TCF-4 u oligonucleétido mutado para cada una de las secuencias; para esto afiadimos a la reaccién
oligonucleétido de doble cadena sin marcar 50 veces més concentrado. Los complejos de ADN-proteina
fueron separados por electroforesis en geles de acrilamida al 5% en condiciones no desnaturalizantes.

Para ello, hibridamos los extractos nucleicos de las lineas celulares de melanoma SK-mel-
131 y MeWo con oligonucleétidos de doble cadena especificos de las regiones -544 (5’-
CACTTCCCTTTGATGGGACAG-3’) v -492 (5’-AAGTTCTTTGCTGATTTTAC-3’) del promotor de

versicano marcados radiactivamente. Estos complejos se separaron posteriormente en geles de

acrilamida en condiciones no desnaturalizantes.

El oligonucleétido que contiene la caja de reconocimiento TCF -544 forma un complejo
proteina-ADN de gran intensidad en el caso de la linea SK-mel-131 (Fig. 29), mientras que en la
linea MeWo este mismo complejo presenta una intensidad menor. Esta diferencia en la
intensidad de los complejos podria significar que en estas células no se encuentra activo este sitio
de unidn, es decir, los factores de trascripcion no se encuentran activados para poder unirse al
promotor. Este hecho estaria en concordancia con nuestros resultados anteriores (Fig. 26 y Fig.

27).
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En el caso del oligonucleétido que contiene la secuencia de la caja que reconoce a TCF-4
-492, el patrén de bandas obtenido no es el mismo que en el caso del oligonucledtido anterior,
posiblemente por la composicién proteica del complejo formado. En este caso también, la

intensidad de la sefal obtenida en las células SK-mel-131 es mayor que en la linea celular MeWo.

Determinamos la especificidad de la unién de ambos oligonucleétidos al competir cada
uno de ellos con el mismo oligonucleétido o con el oligonucleétido consenso para TCF-4 y
pudimos observar que en ambas competiciones el complejo formado anteriormente era
desplazado. En cambio, cuando competimos la unién con oligonucleétidos mutados en la zona

de unién para TCF-4 no observamos el desplazamiento de la marca observada (Fig. 29).

Para determinar la composicién del complejo formado en ambos oligonucleétidos y asi
poder establecer la presencia de TCF-4 y B-catenina, incluimos en el mismo ensayo de EMSA

anticuerpos especificos contra estas proteinas.

En la figura 30 se muestra como la presencia del anticuerpo anti-TCF-4 disminuye la intensidad
del complejo formado, es decir, secuestra parte de este complejo (indicado por la flechas en la
figura 30). En el caso del anticuerpo especifico contra -catenina, podemos ver que la presencia
de este anticuerpo disminuye con maés efectividad el complejo formado. Por lo tanto, ahora
sabemos que el complejo TCF-4/B-catenina se une especificamente a las secuencias de
reconocimiento especificas para TCF-4 del promotor de versicano en las células de melanoma

humano.

Nuestros resultados nos han permitido determinar la importancia de la accién del
complejo TCF-4/B-catenina en la activaciéon del promotor de versicano, pero iqué relevancia
tiene la accién de estas proteinas en la expresiéon de versicano en el contexto de las lineas

celulares SK-mel-131 y MeWo?

Para responder a esta pregunta, analizamos mediante un ensayo de Western Blot la
presencia de TCF-4 y B-catenina en las lineas celulares de melanoma humano SK-mel-131 y
MeWo. Para esto utilizamos extractos nucleares de ambas lineas celulares, que separamos en SDS-

PAGE y posteriormente incubamos con anticuerpos especificos para cada proteina.
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Figura 30: El complejo TCF-4/B—catenina se une de manera especifica al promotor de VS. 10ug de extracto
nuclear de la linea celular SK-mel-131 se incubaron con 100000cpm de oligonucleétido especifico de doble
cadena marcado radiactivamente (*) (oligonucledtido -544wt y oligonucleétido -492wt). La presencia en el
complejo de ADN-proteina de TCF-4 o B-catenina se detecté por medio de la adicién de 3ug de anticuerpo
especifico anti-TCF-4 o anti-f-catenina, como control se afiadieron 3ug de 1gG no especificas. Los complejos
ADN-proteina fueron separados por electroforesis en geles de acrilamida al 5% en condiciones no
desnaturalizantes.

Como se muestra en la figura 31, la deteccién con el anticuerpo especifico contra TCF-4
nos permite observar la presencia de dos bandas de aproximadamente 60kDa en ambas lineas
celulares: este patréon de bandas es el esperado para TCF-4. Parece que la expresién de TCF-4 se
encuentra ligeramente disminuida en la linea celular MeWo en comparacién con la sefal

detectada para SK-mel-131.

Al incubar con el anticuerpo especifico contra B-catenina pudimos detectar en ambas
lineas celulares la presencia de una banda de aproximadamente 92kDa que corresponderia a f3-
catenina. En este caso no detectamos diferencias en la intensidad de las bandas obtenidas entre

los extractos nucleares de ambas lineas celulares.
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Figura 31: Las lineas de melanoma humano SK-mel-131 y MeWo producen TCF-4 y B-catenina. 30ug de
extractos nucleares de las lineas celulares de melanoma humano SK-mel-131 y MeWo fueron separados en
SDS-PAGE al 6%. La deteccidn se realizé con anticuerpos comerciales especificos para TCF-4 (1:1000) y B-
catenina (1:2000). Como control de carga se muestra la tincidn con Coomassie de las membranas
transferidas.

Para determinar la capacidad de respuesta de las lineas celulares SK-mel-131 y MeWo al
estimulo de la via TCF-4/B-catenina, hemos determinado la actividad TOP-Flash/FOP-Flash de

estas células.

La activacién de la via TCF-4/B-catenina se refleja en la transactivacién de la luciferasa en
el pldsmido TOP-Flash versus el pldsmido mutado FOP-Flash, ya que la construccién TOP-Flash
contiene tres sitios especificos de unién para los factores de transcripcién LEF/TCF que regularian
la expresién del gen de la luciferasa, mientras que el plasmido FOP-Flash contendria estos mismos

sitios reguladores mutados.

Para analizar la actividad TOP/FOP de las lineas de melanoma humano SK-mel-131 y
MeWo, cotransfectamos de forma transiente las construcciones reporteras de la actividad TCF/j-
catenina TOP-flash o el mutante FOP-flash y los siguientes vectores de expresién:

e [B-catenina silvestre

e B-catenina $37Y (dominante positivo de -catenina)
e TCF-4 silvestre

e TCF-VP16 (dominante positivo de TCF-4)

e TCF-AN (dominante negativo de TCF-4)

Como control positivo utilizamos la linea celular de carcinoma pancreatico RWP-1, de
cardcter epitelial. Esta linea responde muy bien a los estimulos de la via Wnt por lo que serviria
para verificar que el sistema TOP/FOP esté funcionando (Pujal et a/., 2006). En la figura 32A se
muestra como la actividad relativa TOP/FOP en la linea celular RWP-1 aumenta cuando
sobrexpresamos activadores de esta via como son B-catenina, p-catenina-S37Y y TCF-4-VP16, y

disminuye cuando sobrexpresamos el dominante negativo de TCF-4.

Como podemos observar en la figura 32B, la linea SK-mel-131 presenta una actividad

TOP/FOP aproximadamente 2 veces mayor que la presente en la linea MeWo. La cotransfeccién
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de TOP o FOP con los vectores de expresién B-catenina y -catenina $37Y en la linea SK-mel-131,
induce un aumento de la actividad TOP/FOP de maés de 7 veces con respecto a la actividad basal

de esta linea celular, mientras que la linea MeWo es incapaz de responder a este estimulo.

Respecto a los vectores de expresion de TCF-4, al transfectar la linea celular SK-mel-131
con el dominante positivo de TCF-4, TCF-4-VP16, observamos un aumento de 10 veces en la
actividad TOP/FOP. Como era de esperar, en las células MeWo también vemos un aumento de
dicha actividad. Por el contrario, cuando sobrexpresamos el dominante negativo de TCF-4, TCF-
4-AN, observamos una disminucién del 30% de la actividad TOP/FOP en la linea celular SK-mel-
131. Sin embargo, es curioso notar que la sobrexpresiéon de TCF-4 wt no tiene ningln efecto
sobre la actividad TOP/FOP en las células SK-mel-131. Esto podria deberse a que el TCF-4
sobreexpresado no se encuentre en el nicleo. Esto podria ser asi ya que tampoco observamos un

efecto claro de esta sobreexpresién en la linea celular RWP-1.

Podemos concluir que la via de activacién TCF-4/B-catenina se encuentra mas activa en

la linea celular SK-mel-131 que en la linea celular MeWo.
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Figura 32: Efecto de la sobrexpresién de B-catenina/TCF-4 sobre la actividad TOP/FOP de las células de
melanoma humano SK-mel-131 y MeWo. Cotransfeccién transiente de las lineas celulares SK-mel-131 (rojo) y
MeWo (azul) de melanoma humano (B) y de la linea de carcinoma pancredtico RWP-1 (amarillo) como
control (A) con 1ug de las construcciones TOP-flash o FOP-flash, 1ug de los vectores de expresién de B-
catenina wt, B-catenina S37Y, TCF-4 wt, TCF-4-VP16 o TCF-4-AN. Para igualar la concentracién de ADN se
ultilizé6 pcDNA3, y 100ng del vector pRL-TK como control de la transfeccién. La actividad de luciferasa se
midié 48 horas después de la transfeccién. Los datos se muestran como el porcentaje de la actividad TOP-
flash/FOP-flash con respecto a la del pcDNA3 en la linea SK-mel-131. Se muestran los resultados de un
experimento de 4 realizados de manera independiente.
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DETERMINACION DEL PAPEL DE AP-1 EN LA EXPRESION DE VERSICANO EN LAS CELULAS DE

MELANOMA HUMANO.

Hemos descrito que més del 30% de la actividad del promotor de versicano en las
células SK-mel-131 de melanoma humano se da gracias a los Gltimos 120pb del promotor vy al
analizar /n silico la secuencia del promotor de versicano detectamos dentro de esta regién una

secuencia de reconocimiento para el factor de transcripcién AP-1.

Para analizar el papel que juega esta secuencia de reconocimiento en la actividad del
promotor de VS, generamos dos construcciones con mutaciones especificas en la caja de

reconocimiento para AP-1.

Obtuvimos las construcciones: pGL2-pVS-62647/m que contiene la secuencia completa
del promotor de VS y sélo tiene dos bases cambiadas en la regién -36, y la construccién pGL2-
pVS-12047/mut - que sélo contiene los Gltimos 120 pares de bases del promotor de VS y dos bases
mutadas en la regién -36. Comprobamos por secuenciacién la presencia de las mutaciones en

ambas construcciones.

Transfectamos de forma transiente en la linea celular SK-mel-131 las construcciones pGL2-

pVS-626, pGL2-pVS-120 y las mutadas pGL2-pVS-62647mut y pGL2-pVS-12047/mut,

Como se observa en la figura 33, al mutar directamente la caja de reconocimiento para AP-1, la
actividad del promotor de VS es abolida por completo, tanto en la construccién larga (pGL2-
pVS-62647m) como en la construccion pGL2-pVS-120477mu. Podemos concluir que esta secuencia

es crucial para la actividad del promotor de versicano en las células de melanoma humano.

AP-1 (Activating protein-1) es una familia de factores de transcripcién que consiste en
homodimeros o heterodimeros de proteinas del tipo bZIP (basic region leucine zipper), como Jun
(v-Jun, c-Jun, JunB, JunD), Fos (v-Fos, c-Fos, FosB, Fral, Fra2), o ATF (activating transcription
factor; ATF2, ATF3/LRF1, B-ATF). La quinasa JNK (Jun-N-terminal kinase) fosforila y activa a

miembros de esta familia como por ejemplo c-Jun, B-Jun o ATF2 (Karin et a/.,, 1997).
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Figura 33: Efecto de la mutacién de la caja putativa de reconocimiento AP-1 del promotor de VS en la
actividad del mismo. Anélisis de la actividad luciferasa/renilla del promotor de VS. Transfeccién transiente
de la linea celular SK-mel-131 con 1ug de las construcciones pGL2-pVS-626, pGL2-pVS-626AP1mut pGL2-pVS-
120 y pGL2-pVS-1204Pmut v 100ng del vector pRL-TK como control de la transfeccién. La actividad de
luciferasa se midié 24 horas después de la transfeccién. Los datos se muestran como el incremento de la
actividad luciferasa/renilla con respecto a la del vector pGL2-pVS-626. Se muestran los resultados de un
experimento de 6 realizados de forma independiente.

Para determinar el papel de AP-1 en la actividad del promotor de VS inhibimos la accién
de las JNK afiadiendo en la transfeccién de las construcciones pGL2-pVS-626 y pGL2-pVS-120 el
inhibidor especifico para JNK, SP600125. Como podemos observar en la figura 34, al afadir el
inhibidor SP600125 la actividad relativa del promotor de VS corto pGL2-pVS-120 disminuye un
50%. También observamos esta inhibicién en el caso del promotor largo, pero con menor

intensidad (aproximadamente 30% de inhibicién).

Podemos concluir que la inhibicién de la quinasa JNK disminuye la activacién del

promotor de VS en las células de melanoma humano SK-mel-131.
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Figura 34: Efecto de la inhibicién de la quinasa JNK sobre la regulacién de la actividad del promotor de VS
en la linea celular SK-mel-131. Anélisis de la actividad relativa del promotor de VS. Transfectamos de forma
transiente las células de melanoma humano SK-mel-131 con 1ug de las construcciones pGL2-pVS-626, pGL2-
pVS-626APImut - pGL2-pVS-120 o pGL2-pVS-1204P1mut y 100ng del vector pRL-TK como control de
transfeccién. 16 horas antes de recoger los extractos, las células se trataron en medio sin FCS con 50uM del
inhibidor SP 600125 (naranja). Los resultados se muestran como el incremento de la actividad
luciferasa/renilla con respecto a la del vector pGL2-pVS-626. Se muestra un experimento de 4 realizados de
manera independiente.

Después de observar este efecto inhibitorio de JNK sobre la activacién del promotor de
VS, decidimos realizar ensayos de EMSA de la regién de unién a AP-1 para asi verificar que el
efecto que observamos es debido a la unién directa de esta familia de factores de transcripcién al

promotor de VS.

Para ello hibridamos los extractos nucleares de la linea celular de melanoma SK-mel-131
con oligonucleétidos de doble cadena especificos de la regién -36 del promotor de VS marcados
de forma radiactiva y separamos los complejos formados en un gel de acrilamida no

desnaturalizante.

En la figura 35 podemos observar la formacién de un complejo ADN-proteina especifico
de la regién -36 del promotor de versicano. La especificidad de la unién ADN-proteina fue
determinada mediante la competencia con el mismo oligonucleétido o con el oligonucleétido
consenso para AP-1. Como se puede apreciar, en estas condiciones el complejo observado es

desplazado por completo (Fig. 35).

Para determinar la presencia de la proteina c-jun en el complejo ADN-proteina,

afiadimos a la unién un anticuerpo especifico contra c-jun. Sin embargo, esta competicién no es
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capaz de desplazar la unién al oligonucleétido. De esto se deduce que c-jun no forma parte de

este complejo (Fig. 35).
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Figura 35: c-Jun no forma parte del complejo de unién a la regién -36 del promotor de VS humano en las
células de melanoma humano. 10ug de extracto nuclear de la linea celular SK-mel-131 se incubaron con
100000cpm de oligonucleétido especifico de doble cadena marcado radiactivamente (*) (oligonucledtido
-36). La especificidad del complejo se comprobd mediante competicién con el mismo oligonucledtido sin
marcar, oligonucleétido consenso para AP-1 u oligonucleétido mutado para cada una de las secuencias. Para
esto afladimos a la reaccién oligonucleétido de doble cadena sin marcar 50 veces més concentrado. La
presencia en el complejo de ADN-proteina de c-jun se detectdé por medio de la adicién de 3ug de
anticuerpo especifico anti-c-jun, como control se afladieron 3ug de 1gG no especificas. Los complejos ADN-
proteina fueron separados por electroforesis en gel de acrilamida al 5% en condiciones no
desnaturalizantes.

Hemos visto que la inhibicién de las quinasas JNK sélo es capaz de inhibir el 30% de la
actividad del promotor largo (pGL2-pVS-626) y el 50% de la actividad del promotor pVS-120.
Sabemos que no es c-jun el responsable de esta inhibicién, ya que no somos capaces de identificar

su unién a la caja de reconocimiento de AP-1 del promotor de VS humano.

Nos planteamos entonces hacer ensayos con inhibidores de las distintas cascadas de
sefializacion intracelulares, para asi poder determinar cual era la via de sefializacién que estaba
involucrada en la regulacién de la actividad del promotor de versicano en el contexto de las

lineas celulares de melanoma humano.
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Para ello, realizamos transfecciones transientes de las construcciones pGL2-pVS-626,
pGL2-pVS-467 y pGL2-pVS-120, en la linea celular SK-mel-131. Seis horas antes de recoger los

extractos celulares tratamos las células con los distintos inhibidores en medio sin FCS:

Mithramycina: Inhibidor especifico de la fosforilaciéon de Spl.
$B 203580: Inhibidor de la p38.

e Wortmannina: Inhibidor especifico de la PI3K.

PD 098059: Inhibidor especifico de la MAPKK, p42/44.

e Como control afiadimos al medio el solvente de los distintos inhibidores (DMSO).
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Figura 36: La actividad MAPK es importante en la regulacién de la actividad del promotor de VS en la linea
celular SK-mel-131. Andlisis de la actividad relativa del promotor de VS. Transfectamos de forma transiente
las células de melanoma humano SK-mel-131 con 1ug de las construcciones pGL2-pVS-626, pGL2-pVS-467,
pGL2-pVS-120 y 100ng del vector pRL-TK como control de transfeccién. 4 horas antes de recoger los
extractos, las células se trataron en medio sin FCS con los distintos inhibidores: 40mM del inhibidor PD
98059 (verde), 100nM del inhibidor Mythramycin (azul), 20uM del inhibidor SB 203580 (morado) y
210nM de Wortmannin (amarillo), como control se afadié 1.5ul/ml DMSO (0.15%) (rojo). Los resultados
se muestran como el incremento de la actividad luciferasa/renilla con respecto a la del vector pGL2-pVs-
626. Se muestra un experimento de 3 realizados de manera independiente.

Como se observa en la figura 36, hay un efecto drastico sobre la actividad relativa del
promotor de versicano al afiadir al medio el inhibidor de la MAPK, PD098059. Este efecto se
observa en la actividad de todas las construcciones del promotor de VS. Esto sugiere que la
activacién de la via de las MAPK es esencial para la actividad del promotor de VS y que ésta
ejerce su funcién principalmente a través de los Gltimos 120 pares de bases de dicho promotor. Es
interesante notar que el efecto observado con este inhibidor se parece mucho al efecto que tuvo
la mutacién especifica de la caja de reconocimiento para AP-1 sobre la actividad del promotor de
VS.
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En cuanto al efecto de los demés inhibidores, podemos decir que tanto la Wortmanina
como el inhibidor de la p38, SB 203580, inducen un pequefio aumento en la actividad relativa
del promotor de VS, en tanto que la Mitramicina parece no tener ninglin efecto sobre dicha

actividad.

PAPEL DE LA REGION CENTRAL DEL PROMOTOR DE VERSICANO EN LA REGULACION DE LA
ACTIVIDAD DE ESTE PROMOTOR EN LAS CELULAS DE MELANOMA HUMANO SK-MEL-131 Yy MEWO.

AP-2a (Activating enhancer-binding protein 2 alpha) es una proteina de 52kDa que se
une como homodimero al ADN en las secuencias consenso GCCNNNGGC. Se ha demostrado
que el factor de transcripcion AP-2a se expresa en tejidos de origen ectodérmico, es indispensable
durante el desarrollo embrionario de las células de la cresta neural, la progresién del melanoma y
se le ha relacionado estrechamente con la apoptosis y la inhibicién del crecimiento (Nottoli et al.,

1998; Bar-Eli, 1999; Hilger-Eversheim et al., 2000).

Por otra parte, Sp1 pertenece a una familia de factores de transcripcién caracterizada por
una regién de unién a ADN muy conservada que contiene 3 dedos de zinc. Dicha familia incluye
a las proteinas Spl, Sp2, Sp3 y Sp4, que regulan la expresién constitutiva basal de genes
involucrados en diferentes actividades tanto en el tejido normal como en el canceroso (Black et

al., 2001; Safe and Abdelrahim, 2005).

Mediante el andlisis /n silico determinamos la presencia de un gran nimero de secuencias
de reconocimiento para los factores de transcripcién Spl y AP-2. Curiosamente, todas estas
secuencias se encontraban tan sélo en la regién central del promotor, entre los pares de bases
-467 y -120. Anteriormente se habia descrito que ambos factores de transcripcién podrian regular
la transcripcién de algunos genes de manera conjunta, siendo la ratio Spl/AP-2 lo que
determinase la actividad de la célula en cada momento. Por todo esto nos planteamos

determinar el papel que jugaban todas estas secuencias de reconocimiento en la expresién de VS.
De forma paralela a los experimentos descritos anteriormente, realizamos el andlisis de la
regién central de este promotor. En primer lugar determinamos la presencia de Sp1 y AP-2 en

extractos nucleares de las células SK-mel-131 y MeWo mediante Western Blot.

Separamos las proteinas de los extractos nucleares de ambas lineas celulares en SDS-PAGE

al 6% vy posteriormente incubamos con anticuerpos especificos para cada una de las proteinas
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que queriamos detectar. Como se puede observar en la figura 37 fuimos capaces de detectar la

presencia tanto de Spl como de AP-2a en ambas lineas celulares.
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Figura 37: Las lineas de melanoma humano SK-mel-131 y MeWo producen AP-2a y Spl. 30pug de extractos
nucleares de las lineas celulares de melanoma humano SK-mel-131 y MeWo fueron separados en SDS-PAGE
al 6%. La deteccién se realizé con anticuerpos comerciales especificos para AP-2a (1:1000) y Sp1 (1:2000).
Como control de carga se muestra la tincion con Coomassie de las membranas transferidas.

Una vez determinada la presencia de estos factores de transcripcién en nuestras lineas
celulares, decidimos realizar ensayos de EMSA para algunas de las regiones de unién a Sp1y AP-2
del promotor de versicano. Como las secuencias de unién para estos factores de transcripciéon son
muy parecidas, e incluso en algunos casos se encuentran solapadas entre si, en estos ensayos
utilizamos ademas la linea celular humana de carcinoma hepético Hep-G2; como no expresa
AP-2 (Fig. 38) (Johnson et al., 1997), la utilizamos como un control para poder discernir entre las

uniones especificas de Sp1 y de AP-2 a los oligonucleétidos ensayados.
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Figura 38: Las lineas de melanoma humano SK-mel-131, MeWo y Hep-G2 producen AP-2a y Spl. 30ug de
extractos nucleares de las lineas celulares de melanoma humano SK-mel-131, MeWo y Hep-G2 fueron
separados en SDS-PAGE al 6%. La deteccién se realizd con anticuerpos comerciales especificos para AP-2a
(1:1000). Como control de carga se muestra la tincion con Coomassie de las membranas transferidas.

Hibridamos los extractos nucleares de las lineas celulares de melanoma SK-mel-131 vy
MeWo, y de la linea celular Hep-G2 con oligonucleétidos de doble cadena especificos para las
cajas de unién a Spl/AP-2, -428, -352 y -225, del promotor de VS humano marcados
radiactivamente. Separamos posteriormente los complejos ADN-proteina en geles de acrilamida

al 6% en condiciones no desnaturalizantes. Para determinar la especificidad de los complejos
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formados, realizamos competiciones especificas con oligonucleétidos no marcados, competiciéon
con el mismo oligonucledtido y competicién con los oligonucledtidos consenso para Spl y AP-2.

Como se muestra en la figura 39, fuimos capaces de detectar dos complejos especificos formados
en las tres lineas celulares ensayadas, aunque siempre el complejo de mayor intensidad era el

formado en la linea celular SK-mel-131.
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Figura 39: Formacién de complejos ADN-proteina especificos en las secuencias de reconocimiento para Spl
y AP-2 del promotor de VS humano en las células de melanoma humano. 10ug de extracto nuclear de la
lineas celulares SK-mel-131, MeWo y Hep-G2 se incubaron con 100000cpm de los distintos oligonucledtidos
especificos de doble cadena marcados radiactivamente (*) (oligonucledtido -428; oligonucleétido -352;
oligonucledtido-225). La especificidad del complejo se comprobé mediante competicién con el mismo
oligonucledtido sin marcar y con oligonucleétidos consenso para Spl y AP-2, para esto afiadimos a la
reaccion oligonucleétido de doble cadena sin marcar 50 veces méas concentrado. Los complejos de ADN-
proteina fueron separados por electroforesis en geles de acrilamida al 5% en condiciones no
desnaturalizantes.

Para determinar la presencia de los factores de transcripciéon Spl y AP-2 en los complejos
formados competimos las uniones a los oligonucleétidos en la linea celular SK-mel-131 con

anticuerpos especificos para ambos factores de transcripcién.

Como se muestra en la figura 40, al afadir el anticuerpo especifico para Spl en la
reaccién, la intensidad de los complejos formados baja con respecto a la unién sin anticuerpo y
ademds somos capaces de detectar un complejo de mayor tamafio, el cual estaria formado por el
oligonucledtido, las proteinas nucleares del extracto y el anticuerpo especifico para este factor de
transcripcidon (super shiff). Podemos observar que al afadir a la reaccién el anticuerpo especifico

contra AP-2 no somos capaces de desplazar dicha unién.
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Figura 40: Sp1 se une de manera especifica al promotor de VS humano en las células de melanoma humano.
10pg de extracto nuclear de la linea celular SK-mel-131 se incubaron con 100000cpm de los distintos
oligonucleétidos especificos de doble cadena marcados radiactivamente (*) (oligonucleétido -428;
oligonucleétido -352; oligonucledtido -225). La presencia en el complejo de ADN-proteina de Sp1 o AP-2 se
detecté por medio de la adicién de 3ug de anticuerpo especifico contra cualquiera de estas dos proteinas,
como control se afiadieron 3ug de IgG no especificas. Los complejos ADN-proteina fueron separados por
electroforesis en gel de acrilamida al 5% en condiciones no desnaturalizantes. Las flechas sefialan los
complejos de unién ADN-proteina y el super shift generado en cada caso.

Por lo tanto, podemos concluir de estos experimentos que Spl se une de manera
especifica a las secuencias de reconocimiento del promotor de VS, -428, -352 y -225, en las
células de melanoma humano. La existencia de complejos de diferentes tamafos se puede deber
a que los complejos formados pueden tener diferentes componentes de los miembros de la

familia de Sp1 u otros factores de transcripcion como el propio AP-2.

Una vez determinamos la unién de Sp1 al promotor de VS, nos planteamos generar
diversos mutantes de delecién de la regién central del promotor de VS a partir de la construcciéon
pGL2-pVS-626, para visualizar el papel que éstos jugaban en la actividad del promotor. Asi
obtuvimos 3 construcciones nuevas: pGL2-pVS-361, pGL2-pVS-256 y pGL2-pVS-178 (Fig. 41). Al
final tuvimos 5 construcciones: la construccién -467, la que tendria toda la regién central del
promotor de VS; la construccién -361, a la que le haria falta las secuencia de -428; la construccién
-256, en donde no se encuentra la secuencia de unién para Sp1 -356; la construccién -178, en la
que no esta presente la secuencia de unién -225, y por ultimo la construcciéon -120, la que no

tendria ninguna de las secuencias de unién para Sp1 o AP-2.
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Figura 41: Esquema de las mutantes de delecién para la regién Spl/AP-2 del promotor de VS humano. Se
muestran de manera esquemética las cajas de reconocimiento para los diferentes factores de transcripcion:

AP2 @ Spl & y AP-1 y su localizacién.
Transfectamos de manera transiente cada una de las construcciones obtenidas pGL2-pVS-

467, pGL2-pVS-361, pGL2-pVS-256, pGL2-pVS-178 y pGL2-pVS-120, en las lineas celulares de

melanoma humano con diferente grado de diferenciacién SK-mel-131 y MeWo.

Como podemos observar en la figura 42, al transfectar cada una de las mutantes de

delecién en la linea celular MeWo, la actividad relativa de las construcciones no varia de forma

significativa.

Observamos en la linea celular SK-mel-131 que la delecién que tiene un efecto

significativo en la actividad del promotor de VS es aquella del fragmento -467/-361, donde se

localiza la secuencia de reconocimiento -428.

Sin embargo, sabemos que Spl se une también a las secuencias -352 y -225, pero las

deleciones de estas zonas del promotor no parecen tener un gran efecto en su actividad.

Podriamos teorizar que estas zonas de reconocimiento funcionan como secuencias de

modulacién fina en la expresién de VS.
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Figura 42: Efecto de las diferentes deleciones de la regién central del promotor de VS en las lineas celulares
de melanoma humano productoras y no productoras de este proteoglicano. Anélisis de la actividad del
promotor de VS humano. Transfeccidon transiente de las lineas celulares de melanoma humano SK-mel-131
(rojo) y MeWo (azul) con las construcciones del promotor de VS: pGL2-pVS-467, pGL2-pVS-361, pGL2-pVS-
256, pGL2-pVS-178 y pGL2-pVS-120. La actividad de luciferasa se midié después de 24 horas de la
transfeccién. Se utilizd Tug de ADN de cada construccién y 100ng del pldsmido pRL-TK como control de la
transfeccién. Los resultados se muestran expresados en porcentaje de la actividad luciferasa/renilla con
respecto a la del vector pGL2-pVS-467. Se muestran los resultados de un experimento de 8 realizados de
forma independiente.

ACCION DF LAS DELECIONES DEL PROMOTOR DF VERSICANO SOBRE SU ACTIVIDAD EN OTRAS
LINEAS CELULARES.

Nuestros resultados muestran que en las células de melanoma humano: la secuencia de
reconocimiento para AP-1 localizada en el lugar -36 del promotor es la responsable de la
actividad basal de VS, TCF-4 un activador fuerte responsable de més del 50% de la actividad
total del promotor y Spl un modulador o quizéds regulador de respuesta rdpida de este

proteoglicano.

Nos planteamos ver si el comportamiento del promotor de VS en otros contextos
celulares era el mismo o podia obedecer a patrones de regulacién distintos. En cada tipo celular
la expresién de una misma proteina se regula de formas distintas, por lo tanto, las cascadas de
sefializacién y la consiguiente activacién de los distintos factores de transcripcién variardn y esto
nos llevaria a pensar que en otros tipos celulares el papel que juegan los distintos factores de
transcripcidén, que nosotros hemos identificado para la expresiéon de VS, pueden no ser los

mismos.
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Con este fin, hemos analizamos la expresién de VS en lineas celulares humanas con
distintos origenes tumorales: RWP-1 de carcinoma pancreético, U-251 de astrocitoma y Hep-G2
de carcinoma hepético. Determinamos mediante Western Blot la presencia de este proteoglicano
en medios condicionados de las lineas celulares antes mencionadas. De esta manera pudimos
determinar que todas las lineas celulares expresaban altos niveles de este proteoglicano (dato no

mostrado).

Una vez determinada la expresién de VS en las lineas celulares, para poder determinar el
papel que cada una de las regiones del promotor jugaba en los distintos contextos celulares,
decidimos transfectar de forma transiente en las lineas celulares SK-mel-131, MeWo, RWP-I,
U-251 y HEP-G2, todas las construcciones del promotor de VS que habiamos obtenido: pGL2-
pVS-626, pGL2-pVS-518, pGL2-pVS-467, pGL2-pVS-361 pGL2-pVS-256, pGL2-pVS-178, y pGL2-
pVs-120 (Fig. 43)
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Figura 43: Diagrama esquematico de todas las construcciones del promotor de VS humano generadas para
este trabajo. Se muestra la ubicacién en el promotor de VS de las cajas de reconocimiento para los diversos
factores de transcripcion involucrados en la regulacién de la expresién de este proteoglicano (TCF-4Hl,
AP2® o1y AP ).

Como podemos ver en la figura 44, el comportamiento de la actividad del promotor de
VS en cada una de las lineas celulares es diferente. Al transfectar de forma transiente la linea
celular de carcinoma pancreatico RWP-1 (barras amarillas) pudimos observar que la actividad
maéaxima del promotor se obtenia al transfectar la construccién pVS-518 y no la pVS-626, como
habiamos observado en la linea SK-mel-131. La baja actividad de esta ultima (pVS-626) en
comparacion con la pVS-518 nos dice que en el fragmento entre -626 y -518 debe de encontrarse
una secuencia de unién para un represor; es por eso que al quitar esta secuencia observamos el
aumento de la actividad. Entre la construcciéon -518 y -467 hay una diferencia del 40%, como

sabemos que en estas células se encuentra activa la via TCF-4/p-catenina, podemos hipotetizar
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que este 40% de actividad podria deberse a la accién de esta via sobre el promotor. En el resto
de las construcciones podemos observar una disminucién paulatina a medida que vamos
eliminando fragmentos del promotor. Podemos observar que en este caso, la zona central del
promotor juega un papel més importante en la regulacién de la actividad del promotor que en
las células SK-mel-131, ya que esa regién (entre -467 y -120) es responsable del 60% de la
actividad total del mismo. En el fragmento de 120pb mds cercano al promotor sélo reside el 10%

de la actividad total.

En el caso de la linea celular U-251 observamos que la actividad méxima se encuentra en
las construcciones pVS-626 y pVS-256 (Fig. 44, barras lilas) y que la actividad minima del

promotor se encuentra en la construccién pVS-361.
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Figura 44: Anélisis del efecto de las diferentes deleciones del promotor de VS en las lineas celulares SK-mel-
131 y MeWo, RWP-1, U-251 y Hep-G2. Anélisis de la actividad del promotor de VS humano. Transfeccién
transiente de las lineas celulares de melanoma humano SK-mel-131 (rojo) y MeWo (azul), la linea celular de
carcinoma de péncreas humano RWP-1 (amarillo), la linea celular de astrocitoma humano U-251 (lila), y la
linea celular de carcinoma hepéatico humano Hep-G2 (verde), con las diferentes construcciones del
promotor de versicano: pGL2-pVS-626, pGL2-pVS-518, pGL2-pVS-467, pGL2-pVS-361, pGL2-pVS-256,
pGL2-pVS-178 y pGL2-pVS-120. La actividad de luciferasa se midié después de 24 horas de la transfeccidn.
Se utilizé Tug de ADN de cada construccién y 100ng del plasmido pRL-TK como control de la transfeccién.
Los resultados se muestran expresados en incrementos de la actividad luciferasa/renilla con respecto a la del
vector con mayor expresién. Se muestran los resultados de un experimento de 3 realizados de forma
independiente.

En el caso de la linea celular Hep-G2, observamos que la zona central del promotor tiene

una gran importancia, ya que la actividad maxima la encontramos en la construcciéon pVs-467; el
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fragmento entre -467 y -120 en esta linea celular es responsable del 50% de la actividad total del
promotor (Fig. 44, barras verdes). En este caso hemos determinado la unién especifica de Spl a
las secuencias -428, -352 y -225 (Fig. 39). En cuanto al extremo 5’ del promotor, en esta linea
celular parece una vez més ser regulado por un represor. En este caso desconocemos el estado de
activacién de la via TCF-4/B-catenina, asi que no podemos descartar que en esta linea celular
dicha via este poco activada y eso se traduzca en la falta de protagonismo de TCF-4 en la

regulacién de VS.

Con estos resultados queremos mostrar que la regulacién de la expresiéon de VS difiere
segln el contexto celular en el que se encuentre. Aunque en las células de melanoma humano SK-
mel-131 parece ser que la regulacién via Spl es sélo de un 10%, en otros contextos como por
ejemplo en RWP-1 o Hep-G2 parece tener mayor relevancia. Al igual que en otros contextos
diferentes, la gran cantidad de sitios de reconocimiento para AP-2 podrian regular la expresion
de este proteoglicano, por ejemplo durante el desarrollo, asi como otros factores de
transcripcién, como por ejemplo Smad, NFkB, etc., que también tienen sitios de reconocimiento

en el promotor.

TGF-B AUMENTA LA ACTIVIDAD DEL PROMOTOR DE VERSICANO EN LA LINEA CELULAR DE
MELANOMA HUMANO SK-MEL-131.

TGF-B es un factor de crecimiento involucrado en la regulacién de la proliferacién
celular, la diferenciacién y la produccién de componentes de la MEC como por ejemplo algunos
proteoglicanos. Inicialmente el TGF-f se describié como un inhibidor del crecimiento celular en
condiciones normales; ahora con el tiempo se ha generado cada vez mayor evidencia del papel
que éste juega en la progresién tumoral en general, y en particular en el melanoma. Hay trabajos
en los cuales de describe la expresién de TGF-B por parte de las células transformadas y esta
expresién contribuye a aumentar la proliferacién celular, la migracién, la invasién y la metéstasis
de dichas células, ademés de ayudar a disminuir la respuesta inmune que el huésped genera

(Kaminska et a/., 2005).

En nuestro laboratorio se habia descrito anteriormente como la adicién de TGF-f al
medio aumentaba la expresién de proteoglicanos en las lineas celulares de melanoma humano
(Heredia et al., 1996b). Asi, decidimos determinar el papel que este factor de crecimiento podria
jugar en la regulacién de la actividad del promotor de VS en la linea celular de melanoma
humano SK-mel-131. Con este fin, decidimos transfectar de forma transiente la construccién del

promotor de VS, pGL2-pVS-626, en la linea celular SK-mel-131, afiadiendo al medio TGF-f.
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Este estudio preliminar indica que TGF-f tienen un efecto positivo sobre la actividad del
promotor de VS, ya que al afiadir este factor de crecimiento en el medio somos capaces de

aumentar en un 20% la actividad de dicho promotor (Fig. 45).

Este resultado, aunque requiere de un estudio més detallado, nos abre un camino para
ahondar en el mecanismo mediante el cual TGF- es capaz de inducir este aumento en la
actividad del promotor de VS en las células de melanoma, y asi poder determinar si este efecto es

mediado por el sitio de reconocimiento para Smad3/4 de dicho promotor.
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Figura 45: Efecto de TGF-B en la actividad del promotor de VS. Anélisis de la actividad relativa del
promotor de VS. Transfectamos de forma transiente las células de melanoma humano SK-mel-131 con Tug de
las construcciones pGL2-pVS-626 y 100ng del vector pRL-TK como control de transfeccién. 4 horas antes de
recoger los extractos las células se trataron en medio sin FCS con 200pM TGF- (naranja), como control se
afiadié 1.5ul/ml DMSO (0.15%) (rojo). Los resultados se muestran como el incremento de la actividad
luciferasa/renilla con respecto a la del vector pGL2-pVS-626. Se muestra un experimento de 2 realizados de
manera independiente.
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Discusion

El presente trabajo se divide en dos partes bien diferenciadas pero relacionadas
estrechamente entre si. La primera de ellas se basa en un andlisis de la expresién de las isoformas
de versicano en las células de melanoma humano con diferentes grados de diferenciacién, y
cdmo esta expresidon correlaciona de manera inversa con el grado de diferenciacién de las
mismas. Este hecho parece ser comin a los tumores derivados de células con el mismo origen
embrionario, como se demuestra en los andlisis preliminares realizados en células de

neuroblastoma y astrocitoma.

La segunda parte es un anélisis de la regulacién, en este mismo contexto celular, de la
expresiéon de versicano, del cual concluimos que los principales factores involucrados en la

expresién de este proteoglicano son AP-1, TCF-4 y Spl.

LA EXPRESION DE VERSICANO Y SU CORRELACION CON LA REGRESION DE LAS CELULAS DF
MELANOMA HUMANO A UN ESTADO DESDIFERENCIADO.

Desde hace tiempo es aceptado que durante el proceso de progresién tumoral, a lo largo
del cual las células adquieren una mayor capacidad proliferativa y migratoria, se produce una
regresion de las mismas hacia un fenotipo indiferenciado. La correlacién entre la progresién
tumoral y la desdiferenciacién no es siempre un fenémeno lineal y homogéneo, es decir, en un
mismo tumor podemos encontrar células que se encuentran en diversos estados de
diferenciacién. Esto es debido a que las células al transformarse no estan sincronizadas y ademas
el entorno de cada célula, dentro del tumor, no es el mismo (Albino et a/, 1984). No expresara
las mismas moléculas una célula que se encuentra en el frente invasivo de un tumor, que una que

se encuentra rodeada de células tumorales y en el centro del tumor.

En el melanoma, el proceso de desdiferenciacién que sufren los melanocitos cuando éstos
se transforman en células neoplasicas ha sido caracterizado en base a la morfologia vy fisiologia de
estas células. Esto ha permitido relacionar el grado de diferenciacién de las células de melanoma
con la expresién o la represién de algunas moléculas de superficie o antigenos (Houghton et al.,
1982; Albino and Houghton, 1985). Las lineas celulares utilizadas en el presente estudio han sido
caracterizadas como células con grado de diferenciacién temprano, intermedio o tardio, en base
a diferencias fenotipicas, tasa de crecimiento, morfologia, expresién diferencial de antigenos de
superficie, expresién de glicoproteinas, actividad tirosinasa y la pigmentacién que presentan estas
células (Houghton et al., 1982). En este sentido, se ha propuesto que estos tres grados de
diferenciacién descritos se corresponderian con las caracteristicas que durante el desarrollo
embrionario presentan los melanocitos normales. De esta manera un melanocito indiferenciado o

fetal se correlacionaria con una célula de melanoma indiferenciada; el primero se encontraria en
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las primeras etapas del desarrollo y la segunda se encontraria en las fases més tardias de la

progresién tumoral (Fig. 46).
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Figura 46: Via propuesta de diferenciacién del melanocito segiin su fenotipo de marcadores de superficie
celular y su morfologia. El fenotipo de las células de melanoma que corresponderian a las etapas temprana,
intermedia o tardia, también esta ilustrado. En este esquema como marcadores tempranos estarian AOI10,
EGFr, mel-PG y HLA-DR; como marcadores intermedios, M111 y CALLA, y como marcadores tardios, C350,
CF21, TA99, Mel 1 y MI44 (adaptado de Houghton et a/., 1982).

El proteoglicano especifico de melanoma (mel-PG), el cual ha sido propuesto como
marcador diagndstico para esta enfermedad, es producido por las lineas celulares de melanoma
indiferenciadas (Fig. 10). En nuestro laboratorio determinamos la expresién de versicano como
un nuevo marcador de malignidad en lesiones melanociticas /n vivo (Touab et al., 2002; Touab
et al., 2003), ya que en nevus melanociticos benignos no se observa inmunoreaccién para
versicano; mientras que ésta es positiva en nevus displdsicos, estando directamente
correlacionada la expresién de versicano con el grado de atipia de las lesiones, y en el caso de los
melanomas malignos la reaccién es intensamente positiva (Touab et al, 2003). Este hallazgo
corroboraria la hipdtesis de la existencia de un proceso de progresion tumoral, en el cual el nevus

displésico constituiria la fase precursora del melanoma maligno (Meier et al., 1998).
Teniendo en cuenta todo lo anterior, nos planteamos como objetivo el andlisis de la
relacién existente entre la expresién de VS y sus isoformas y el grado de diferenciacién de las

células de melanoma humano.

Nuestros resultados muestran que las lineas celulares con grado de diferenciacién tardio,

SK-mel-23, MeWo y DX2, no producen ninguna de las isoformas de VS. Las lineas de

84



Discusion

diferenciacién temprana, SK-mel-1.36-1-5, SK-mel-37 y Rider, producen las 4 isoformas, y la linea
celular SK-mel-3.44, de diferenciacién intermedia, sélo expresa tres de las cuatro isoformas, VO,

V1y V3, tal y como se muestra mediante el anélisis de RT-PCR (Fig. 12) y Northern Blot (Fig. 13).

Mediante el anélisis cuantitativo de la expresién de las isoformas de VS (Northern Blot),
pudimos determinar que las isoformas VO y V1 eran las més abundantes en las lineas celulares
indiferenciadas. Es importante hacer notar que, en las lineas celulares indiferenciadas, el nivel de
expresiéon de V2 es menor que el de las isoformas VO y V1, ya que el tiempo de exposicidon
requerido para obtener una intensidad de banda similar fue considerablemente més largo en el
caso de V2 (Fig. 13). Mas aln, no fue posible detectar ninguna banda correspondiente a V2 en
los ensayos de Western Blot, a pesar de que nuestro anticuerpo reconoce una banda similar a V2
en extractos de encéfalo bovino (datos no mostrados). La isoforma més pequefia de VS, V3, fue

detectada por RT-PCR, pero no mediante Northern Blot.
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Figura 47: El grado de diferenciacién de las lineas celulares de melanoma correlaciona de manera inversa
con el patrdn de expresion de las isoformas de VS. Modelo propuesto de la relacién entre la expresion de
las isoformas de VS en nuestro panel de lineas celulares de melanoma humano con diferentes grados de
diferenciacién. Las lineas celulares de diferenciacion tardia no expresan ninguna de las isoformas de VS,
mientras que las lineas celulares mas indiferenciadas expresan todas las isoformas de este proteoglicano.

Estos resultados nos permiten concluir que la pérdida del estado diferenciado por parte
de las células de melanoma, y su subsiguiente transicién hacia un grado de indiferenciacién

mayor durante el proceso de progresién tumoral, se ve acompafiado de la induccién de la
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expresién de las diferentes isoformas de VS. De las diferencias observadas entre las lineas de
diferenciacién intermedia o temprana, podria sugerirse que en este proceso de diferenciacion las
isoformas VO, V1 y V3 se expresan primero en el tiempo, mientras que la isoforma V2 lo haria

posteriormente (Fig. 47).

En el desarrollo embrionario la expresiéon de VS es regulada de manera exquisita, ya que
durante este proceso las isoformas de VS se expresan de forma diferencial. Por ello se ha
propuesto que cada isoforma jugaria un papel especifico en cada una de las fases de este proceso.
Asi, en la fase temprana del desarrollo del sistema nervioso central (SNC) se expresa
principalmente la isoforma VO, mientras que en el adulto la isoforma mé&s abundante es V2
(Milev et al., 1998; Bandtlow and Zimmermann, 2000). Nosotros hemos podido detectar, en las

lineas celulares de melanoma humano indiferenciadas, la presencia de ambas isoformas.

Nuestros resultados acerca de la expresién de las isoformas de VS sugieren la existencia
de un camino de regresién en el patrédn de expresion, ya que las células vuelven a expresar la
isoforma V2, la cual se relaciona casi exclusivamente con el SNC adulto, y las isoformas VO y V1,
relacionadas con el estado mas temprano del desarrollo del SNC. Hay que recordar que los

melanocitos se originan en la cresta neural.

Todas las isoformas de VS comparten los mismos dominios N- y C-terminales. Sin
embargo, la regién central o dominio G2, portadora de las cadenas de glicosaminoglicanos
(GAGs), es sometida a splicing alternativo diferencial. En consecuencia, el nimero de cadenas
GAG que contienen las distintas isoformas también es diferente. De esta manera, mientras que la
isoforma VO contiene la mayor cantidad de cadenas GAG, siendo por tanto la isoforma mas
negativamente cargada, V1 y V2 portan un menor nimero de cadenas GAG y poseen una menor
carga negativa. Por dltimo, la isoforma V3 carece por completo de cadenas GAG y es la mas
pequefia de las isoformas. El splicing alternativo diferencial de la regién central también
determina la distancia existente entre los dominios G1 y G3; ésto también es importante, ya que
los dominios G1 y G3 son los responsables de la unién de VS a diversas moléculas como el &cido
hialurénico o de su posible interacciéon con el receptor de EGF o con CD44 (Sheng et al., 2005;
Matsumoto et al, 2006; Miquel-Serra et al., 2006), por lo que la distancia que separa a un

dominio del otro también influird en la actividad de cada una de las isoformas.

Las diferencias en la expresiéon de las isoformas de VS podrian tener implicaciones
funcionales, también debido a que las cadenas GAG modulan el grado de hidrofobicidad de la
molécula, y contribuyen asi al grado de viscosidad o contenido de agua de la matriz de la que
forma parte y que circunda a las células. Por lo tanto, la expresion de cada una de las isoformas y
la concentracién a la cual se encuentren en la MEC afectard seguramente la capacidad del

versicano para interaccionar con sus ligandos y, en consecuencia, a sus propiedades fisiolégicas
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(Zimmermann, 2000). Se ha propuesto que la funcién de V1 en el cerebro seria regular su
desarrollo, mientras que la funcién de V2 seria probablemente mantener la homeostasis de este

tejido (Wu et al., 2004).

Se ha descrito la expresién diferencial de las isoformas de VS en una amplia variedad de
tejidos. Por ejemplo, en cerebro humano fetal se puede detectar la expresion de todas las
isoformas de VS, mientras que en cerebro humano adulto estd presente de forma casi exclusiva la
isoforma V2 (Schmalfeldt et al., 1998). En este sentido, se ha descrito que el tamafo del dominio
de unién a cadenas GAG podria modular acciones como la inhibicién del crecimiento axonal en
el sistema nervioso (Schmalfeldt et a/, 2000) o la migracién de las células de la cresta neural
(Perissinotto et al., 2000). De hecho, recientemente se ha descrito el papel activo de VO y V1 en
la migracion de las células de la cresta neural como moléculas guia, en conjunto con otros
proteoglicanos y proteinas de la MEC (Dutt et al., 2006). Otro ejemplo es el de la expresién
diferencial de las isoformas de VS en los vasos sanguineos; en las lesiones escleréticas se ha
descrito el acimulo de las isoformas VO y V1 y este acimulo se relaciona con la mala prognosis
de la lesion (Wight and Merrilees, 2004). La sobrexpresién de V3 en estas mismas células
promueve la adhesién, incrementa los contactos entre las células e inhibe el crecimiento y la

migracién (Lemire et al., 2002).

En nuestro laboratorio hemos descrito cdmo la adicién al medio de VS, sobre todo de las
isoformas VO y V1, inducia un aumento en la proliferacién celular y una disminucién de la
adhesioén de las células de melanoma (Touab et al., 2002). Al sobrexpresar experimentalmente la
isoforma V3 en estas mismas células, somos capaces de antagonizar algunos de los efectos de la
expresién o adicion al medio de VO y V1, ya que observamos una disminucién en el crecimiento
de las mismas, ademas de un disminucién en la migracién y un incremento en la adhesién sobre
determinados sustratos (Serra et al., 2005; Miquel-Serra et al., 2006). Con esto queremos hacer
notar que la regulacién de las isoformas de VS es muy importante para el comportamiento
celular y que la diferencia en la expresion de cada una de ella determina el efecto que éstas

tengan en el comportamiento celular.

LA INDUCCION IN VITRO DEL PROCESO DF DIFERENCIACION DF LAS CELULAS DF MELANOMA
CONDUCFE A LA DESAPARICION GRADUAL DE LA EXPRESION DE LAS ISOFORMAS DE VERSICANO.

Para determinar si el proceso de desdiferenciacion que siguen las células tumorales es
reversible, nos preguntamos si mediante la induccién de la diferenciacion, en células de
melanoma no diferenciadas (SK-mel-3.44 y SK-mel-1.36-1-5), podriamos inducir la desaparicién

de la expresién de las isoformas de VS. El proceso de diferenciacién ha sido caracterizado
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especificamente en estas lineas celulares (Herndon and Lander, 1990), y por ello es aceptado
cominmente que el TPA suprime el crecimiento de las células de melanoma y que dicho proceso
es acompafnado por una diferenciacién terminal (Heredia et al,, 1996a; Houghton et al., 1987).
Nuestros resultados demuestran que la expresién de versicano disminuye en estas condiciones,
ligando asi una vez més el estado de diferenciacién con la expresiéon de versicano (Fig. 47). En
ambos casos utilizamos como marcadores del proceso de diferenciacién a mel-PG, un antigeno
asociado al melanoma presente en lineas celulares no diferenciadas y que no se presenta en
células diferenciadas, y MI111, un antigeno presente en la diferenciacién tardia del melanoma
(Houghton et al, 1982; Touab et al, 2002). La expresiéon de VO y VI, las dos isoformas
detectadas por Western Blot en estas lineas celulares, disminuye de forma paralela durante el
proceso de diferenciacién /n vitro, aunque es posible detectar tanto VO como V3 mediante RT-
PCR en células SK-mel-1.36-5. Existen datos en la literatura que relacionan la expresién de
versicano con la proliferacién y diferenciacion celular, aunque no existen estudios con isoformas
particulares; por ejemplo, los queratinocitos murinos expresan grandes cantidades de VS en
condiciones proliferativas, mientras que estos mismos queratinocitos, cuando llegan a confluencia
y por lo tanto se encuentran quiescentes, disminuyen la expresién de este proteoglicano
(Zimmermann et al, 1994). A pesar de que no se conoce el mecanismo molecular para la
regulacién de versicano durante la diferenciacién celular, se ha demostrado que tanto la
expresién como el splicing de las isoformas esté regulado durante el desarrollo, especialmente en
el sistema nervioso y durante la migracién y diferenciacién de la cresta neural (lwata et al., 1993;
Dours-Zimmermann and Zimmermann, 1994; Milev et al., 1998; Bandtlow and Zimmermann,
2000), y nuestros datos nos indican que esta regulacién también es importante durante la

progresién tumoral del melanoma.

Por dltimo, es interesante notar que todas las lineas celulares producen la isoforma corta
V3. Esta isoforma no tiene cadenas GAG y por tanto se ha dicho que podria cumplir funciones
opuestas a las de las isoformas largas (al competir funcionalmente con ellas) (Perris et al., 1996;
Serra et al., 2005). Se ha reportado la expresién de V3 en distintas células y tejidos del cerebro
adulto, higado fetal y células de musculo liso (Lemire et al., 1999), entre otras (Cattaruzza et al.,
2002). En las células endoteliales V3 se expresa especificamente tras la activacién con citoquinas
tales como TNF-o o VEGF, por lo que se asocia con los procesos de neoangiogénesis y
cicatrizacién de heridas. Para el caso que nos ocupa, es posible detectar V3 tras la diferenciacion

de las células de melanoma, lo que indica la posibilidad de un rol especifico para esta isoforma.

Ha sido descrito que el VS podria ser regulado por Pax3, un factor de transcripcién
involucrado en el desarrollo de la cresta neural. Pax3 es expresado diferencialmente de manera
espacio-temporal durante la embriogénesis (Goulding et al. 1991) y ha sido relacionado con la
expresion de genes reguladores de la movilidad y adhesién celular, influyendo asi en la migraciéon

de las células de la cresta neural, en la cual se originan los melanocitos (Pla et al., 2001). Se ha

88



Discusion

descrito la sobreexpresién de Pax3 en el melanoma y no en el nevus benigno (Scholl et al,
2001), asi como el aumento en la expresién de V2 en células transfectadas con Pax3 (Mayanil et
al., 2001). Sin embargo, el efecto de Pax3 sobre la expresién de VS podria no ser directo, ya que

no hemos identificado ningln sitio de unién para este factor en el promotor de VS.

En conclusién, proponemos que la produccién de versicano por las células de melanoma
es sefial de la regresién a un estado no diferenciado durante la progresién tumoral, y que existe

un patrén temporal para la expresién de cada isoforma de versicano.

EXPRESION DE VERSICANO EN LAS LINEAS CELULARES DE ASTROCITOMA Y NEUROBLASTOMA.

Hemos podido determinar la relacién entre la expresion de VS y el grado de
diferenciacién de las células de melanoma. Estamos hablando por lo tanto de un proceso de
regresion celular. Los melanocitos, como ya sabemos, derivan de la cresta neural, desde la cual
migran hasta su localizacién final. Por esta razén hemos querido determinar la expresién de VS
en tumores de células con el mismo origen que el de los melanocitos, para asi poder verificar si el
proceso de desdiferenciacién de estas células sigue el mismo camino que el que hemos descrito

para las células de melanoma.

Hemos caracterizado por lo tanto la expresién de VS en células humanas de astrocitoma
y de neuroblastoma. La presencia de versicano ha sido descrita en el cerebro normal (Schmalfeldt
et al., 1998) y se presume que es un componente de la matriz pericelular especial que rodea a
algunas neuronas en el cerebro (Bignami et al/, 1993). Asimismo, su transcripcién se encuentra
regulada durante el desarrollo del cerebro en ratas (Zuo et al., 1998). También se ha descrito una
baja expresiéon de esta molécula en diferentes tumores cerebrales y gliomas (Paulus et al., 1996).
Aunque podria ser que lo que realmente este sucediendo en este caso sea un cambio en la
expresiéon de las isoformas de este proteoglicano de modo que la isoforma V2 es remplazada por
las isoformas VO/VI1. Nuestro trabajo muestra que el versicano es expresado tanto por células de

origen glial como neuronal.

Las principales isoformas de versicano producidas por las lineas celulares de glioma y
neuroblastoma son las VO y VI, tal como se puede ver en los andlisis de Western Blot, Northern
Blot y RT-PCR. Estos resultados indican que dichas lineas celulares tumorigénicas han revertido a
un estado indiferenciado, puesto que se ha descrito que la expresién de VO y V1 es alta durante
los periodos embrionarios y postnatal en rata, en tanto que la isoforma V2 estd presente
principalmente en el cerebro de rata adulto. Como hemos comentado anteriormente, el cerebro

maduro es particularmente rico en la isoforma V2 (Margolis and Margolis, 1997).
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En este caso podemos observar un patrén similar al que hemos podido describir en las
lineas celulares de melanoma humano. La transformaciéon de estos dos tipos celulares, con un
origen embrionario comun, induce un proceso de regresién caracterizado por la induccién de la
expresion de VS. Como ya hemos dicho anteriormente, esta expresion le confiere a la célula
capacidades tumorigénicas como el aumento en la capacidad de migrar o el aumento en la tasa

de proliferacién.

EL PROMOTOR DE VERSICANO ES REGULADO A VARIOS NIVELES Y EN ELLO INTERVIENEN LOS
FACTORES DE TRANSCRIPCION SPI, AP-1y TCF-4.

Hasta este punto hemos podido relacionar la expresién de VS con el grado de
diferenciacién de las células de melanoma. Esta relacién no es trivial, ya que el grado de
diferenciacién también estd relacionado con caracteristicas importantes para la progresiéon
tumoral. Es por ello que conocer los factores de transcripcién y las vias de sefalizaciéon
involucradas en la regulacién de este proteoglicano resulta de gran importancia en las células de

melanoma humano.

La sobrexpresién en el estroma tumoral de VS esté relacionada con la mala prognosis de
una gran cantidad de neoplasias (carcinoma pancredtico, osteosarcoma, tumores cerebrales,
cancer de laringe, etc.), ya que esta sobrexpresidn (sobre todo de las isoformas VO y V1) le
confiere a las células caracteristicas como proliferacion elevada, migracién celular aumentada,
disminucién de la adhesién, etc. Resultados anteriores de nuestro laboratorio han mostrado que
en el melanoma también existe dicha correlacién, donde la adicién de VS al medio induce una

mayor proliferacién y migracién celular (Touab et al., 2002).

Asimismo, desde un punto de vista metodolégico, contdbamos con la ventaja de tener
varias lineas celulares de melanoma productoras y no productoras de VS, lo que nos permitia
estudiar las diferencias entre estas dos situaciones, y asi poder diferenciar los factores involucrados
en la expresion del proteoglicano en unas y otras células. El hecho, muy importante, de no haber
tenido que recurrir a un contexto diferente a la hora de evaluar los resultados, les confiere una

gran validez.

En 1994 se publicé por primera vez la secuencia del promotor de VS, la cual fue aislada
de una biblioteca genémica humana (Naso er al, 1994). La secuencia del promotor de VS
obtenida para nuestro trabajo la aislamos a partir de ADN cromosomal de la linea celular de

melanoma humano SK-mel-1.36-1-5. Esta secuencia se diferencia de la descrita anteriormente en 6
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cambios: dos cambios de base en las posiciones -279 (T>G) y -357 (A>G) y cuatro adiciones de
base; en las posiciones -159, -309 y -406, donde se afiadié una G en cada posicién, y en la
posicion -270, donde se anadié una C. Al realizar el andlisis /n silico de ambas secuencias, tan
s6lo el cambio en la posicién -357 mostrd relevancia, ya que al afiadir estas G se genera un sitio
de unién para Spl, el cual no existia anteriormente. Nuestros resultados muestran que a este

nuevo sitio se une, de manera especifica, el factor de transcripcién Sp1 (Fig. 39 y 40).

A lo largo de este trabajo hemos demostrado de forma clara la participacién de los
factores de transcripciéon TCF-4, Sp1 y AP-1 en la regulacién de la expresién de VS en las lineas
celulares de melanoma humano. Asimismo, planteamos que la diferencia entre la expresién o
falta de expresién de VS en la linea celular MeWo no se debe a la accién de un represor sobre la
actividad del promotor, sino a diferencias en el estado de activacién de alguna via de
sefializacion especifica. Como resultado de nuestro trabajo, proponemos como posibles vias, la
via de MAPK, JNK y/o la via de activacion TCF-4/B-catenina. El cambio en la activacién de
dichas vias podria ser debida a que esta linea celular no presente mutaciones en los componentes
de estas vias. Andlisis citogenéticos realizados en ambas lineas celulares (SK-mel-131 y MeWo),
analizando mutaciones cominmente presentes en los melanomas, como por ejemplo deleciones
o mutaciones en el locus CDKN2A, estarian en concordancia con esta hipoétesis. Las mutaciones
activadoras de B-Raf o mutaciones en APC en la linea celular MeWo estén siendo analizadas en la

actualidad.

Como se muestra en los resultados (Fig. 23), después del anadlisis /in silico identificamos
diversas secuencias de unién para los factores de transcripciéon TCF-4, Sp1, AP-2 y AP-1. Aln asi,
es importante sefialar que existen otras secuencias de reconocimiento para la unién de factores de
transcripcion que no hemos analizado en profundidad en el presente trabajo, como NF-kB o
Smad, los cuales han sido también relacionados con la progresién del melanoma (Hussein, 2005;

Ueda and Richmond, 2006).

Por ejemplo, el tratamiento con TGF-$ en la linea celular SK-mel-131 induce la actividad
del promotor de VS (Fig. 45). Esta accién podria estar mediada por la secuencia de
reconocimiento de Smad3/4 del promotor de VS (-366), pero para saber el papel real de esta
secuencia harian falta més experimentos al respecto. La relacién entre TGF-B y la expresién de VS
ha sido descrita anteriormente en diversos contextos celulares incluyendo el melanoma (Schmidt
et al., 2006; Heredia et al., 1996b; Serra et al., 2005). Recientemente se ha descrito en células de
musculo liso la relacién entre TGF-f y la sobrexpresién de VS (Schmidt et al., 2006), pero no la
participacién directa de los efectores clasicos de la sefializacién de TGF-B, los Smads, en esta
regulacién. Es por ello que consideramos de gran importancia poder establecer, en el futuro, el
papel que jugarian las secuencias de reconocimiento a Smad en la regulaciéon de la expresién de

VS.
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Al transfectar el promotor de versicano en las células SK-mel-131 productoras de
versicano y MeWo no productoras, se encontré que la actividad del promotor era 8 veces mas
alta en las primeras que en las segundas. Esto indica que la aproximacion experimental elegida es
vélida para estudiar adecuadamente los factores de transcripciéon involucrados en la regulacién

del versicano en las células de melanoma.

Nosotros hemos podido demostrar, mediante experimentos de EMSA y ensayos de
transfeccion, que TCF-4 juega un papel importante en la regulacion de la expresién de este
proteoglicano en las células de melanoma SK-mel-131. Al hacer el anélisis /in silico, identificamos
en el extremo 5 del promotor de versicano dos cajas de reconocimiento para TCF-4 en las
posiciones -546 y -467 en la linea celular SK-mel-131. Mediante la transfeccién de las mutantes de
delecién de la regién que contenia ambas cajas de reconocimiento pudimos determinar la
importancia de éstas en la actividad del promotor ya que se pierde el 50% de la actividad total
del mismo, mientras que préacticamente no se observd ninguna diferencia en la actividad del
promotor en la linea celular MeWo (que no produce versicano). Para confirmar que la pérdida
de este 50% de actividad era debida a la pérdida de las zonas de reconocimiento para TCF-4, y
dado que la delecién en ambas cajas involucrd a un fragmento de 159pb donde podria haber
diferentes sitios de reconocimiento para otros factores de transcripcién, se sobrexpresaron tanto
activadores como inhibidores de la via TCF-4/B-catenina sin que se observara ningiin efecto sobre
la actividad de las mutantes de delecién (Fig. 29). Ademds, en los ensayos de EMSA, fuimos
capaces de determinar la unién especifica del complejo TCF-4/B-catenina a las dos cajas del
reconocimiento para este factor de transcripcién al promotor de VS. Los Unicos datos publicados
previamente donde se relacione la expresién de VS con la via TCF-4/B-catenina han sido en
células de musculo liso (Rahmani et a/., 2005). En este trabajo describen el papel de PDGF, y més
especificamente de la via de la PI3K/PKB a través de la inhibicién de la accién de GSK3f3, como el

responsable de la regulacién de VS en estas células.

Todos estos datos implican claramente a TCF-4 en la regulacién de la expresién de VS.
Nos preguntamos entonces si la diferencia entre ambas lineas celulares era debida a que la via de
TCF4/B-catenina estuviese mas activa en la linea celular SK-mel-131: mediante los ensayos de la
actividad TOP/FOP hemos podido determinar que esta premisa era cierta, ya que la linea celular
SK-mel-131 tiene una actividad basal TOP/FOP dos veces mds elevada que la de la linea celular
MeWo. Ademés, la actividad en la linea celular MeWo no respondia al estimulo cuando
sobrexpresédbamos tanto B-catenina como TCF-4, lo que nos indica que la via TCF-4/B-catenina
en estas células no se encuentra activa. Es posible que en las células de la linea MeWo haya algin
defecto en el transporte al nicleo de estos factores o falte o sea inactivo alglin otro componente

del sistema (Gordon and Nusse, 2006).
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Gracias a una colaboracién con la Unidad de Genética del Hospital Clinic de Barcelona

hemos realizado anélisis citogenéticos de todo el panel de lineas celulares de melanoma humano

con las que hemos trabajado. Mediante éste anélisis hemos podido determinar la presencia de

una mutacién en APC en la linea celular SK-mel-131 (Tabla 1).

ex6n 2 del locus CDKN2A
difi’:::gacifén Linea Celular | B-RAF | N-RAS | APCexén 15 pl4 ARF p16 INK4A
T1493T/ . .
Temprano | SK-mel-131 | V600E |Wild-type | Gl678E | €O9On 72 Stop | codon 571y Stop
(Hetero) después de 18 aa | después de 60 aa
T1493T/ . .
Temprano | SK-mel-1.36-1-5 | V60OE | Wild-type | Gl678E | €0dOn 72y Stop | codon 571y Stop
(Hetero) después de 18 aa | después de 60 aa
T1493T/
Temprano RIDER Wild-type Q61L G1678E P94L R80OX
(Homo)
Temprano AXIlI ND ND ND wild type ND
T1493T/ delecié n 1
Temprano SK-mel-37 V60OE | Wild-type G1678E elecion exon 1 wild type
(Homo) (Homo)
T1493T/ . .
Intermedio | SK-mel-3.44 | V6OOE | Wild-type | Gl678E | 9o 72 y Stop ;Odon, >7'y Stop
(Hetero) después de 18 aa espués de 60 aa
Tardio MeWo ND ND ND Po4L T79T+R80X
Tardio DX2 Wild-type | Wild-type Wild-type Po4L T79T+R80X

Tabla 1: Mutaciones de las lineas celulares de melanoma humano con diferentes grados de diferenciacion.
Andlisis de las mutaciones en: el exdn 2 del locus CDKN2A, B-Raf, N-ras y el exén 15 de APC. ND: No
determinado.

En la via de degradacién de B-catenina, ésta es fosforilada por un complejo en el cual
participan APC-GSK3B-Axina; dicha fosforilacién dirige a esta proteina a su posterior degradaciéon
via proteosoma. Cuando se encuentra mutada la proteina APC, esta regulacién negativa no se
lleva a cabo, provocando la acumulacién de B-catenina en el citoplasma y finalmente su
translocacién al nucleo, donde activaria mediante su unién con TCF-4 la transcripcién de los
genes dependientes de esta activaciéon (Fig. 48). Mutaciones en APC han sido descritas
principalmente en cédncer de colon, donde su presencia correlaciona con la mala prognosis de la
enfermedad (Gordon and Nusse, 2006). En el melanoma se ha descrito la mutacién en APC en
aproximadamente el 10% de los tumores malignos. La correlacién exacta de esta mutacién con la
prognosis de la enfermedad no se conoce, ya que existen datos contradictorios entre la presencia
o no de B-catenina en los melanomas metastéticos. Se ha descrito la acumulacién de B-catenina
nuclear en el 30% de los tumores de melanoma (Larue and Delmas, 2006), lo que provocaria la
activacién de la transcripcion de los genes regulados por TCF-4, e indicaria un papel importante
de esta via en la progresién tumoral; pero otros grupos de investigacién han descrito en los

melanomas metastéticos la ausencia de B-catenina.
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Aln asi, en nuestro caso parece claro que la presencia de dicha mutacién confiere a las
células SK-mel-131 una activacién de la via TCF-4/B-catenina, y que esta sobreactivacién afecta la

expresién de VS, seglin se esquematiza en la figura 48.

Figura 48: Modelo del papel de la mutacién en APC en las células SK-mel-131 sobre la regulacién del
promotor de VS. La mutacién de APC bloquea la via de degradacién de B-catenina, conduciendo a su
acumulacién en el citoplasma y posterior translocacion al nucleo, con lo que activaria la transcripciéon del
gen de VS entre otros (adaptado de Reya and Clevers, 2005).

Hemos identificado un sitio de unién para AP-1 (-36) en la regién mas proximal del
promotor. Ya que estd ampliamente aceptada la importancia de AP-1 (c-Fos, c-Jun) en la
progresién tumoral (Milde-Langosch, 2005), decidimos ampliar el estudio del mismo en la

regulacién de VS.

La transfeccion, en la linea SK-mel-131, de la construccién més pequefia del promotor de
VS (pGL2-pVS-120) presentaba una actividad luciferasa del 40% respecto a la del promotor
entero. Para analizar el papel especifico de la secuencia de unién a AP-1, llevamos a cabo la
mutagénesis dirigida de la caja de reconocimiento localizada en el sitio -36 del promotor.
Transfectamos dicha construccién en las células SK-mel-131 y el resultado de la mutacién fue la
pérdida casi total de la actividad, por lo que concluimos que esta secuencia es indispensable para

la activacién basal del promotor.

Utilizamos el inhibidor especifico de la quinasa JNK (SP 600125) en la transfeccién de la
construccién més pequeina del promotor (pGL2-pVS-120) y fuimos capaces de inhibir el 50% de
la actividad basal del promotor. Hasta el momento, nunca antes se habia relacionado la
expresidn de VS con AP-1. Nuestros resultados obtenidos a partir de los ensayos de inhibidores
demuestran que esta proteina desempefia un papel, al menos parcial, en la regulacién basal de
VS. Hemos de mencionar que en los ensayos de EMSA, nuestro anticuerpo anti ¢-Jun es incapaz
de desplazar la unién al oligo de la secuencia -36 del promotor. Este hecho puede deberse a la

incapacidad del anticuerpo que utilizamos de unirse a esta proteina en las condiciones en las
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cuales realizamos el experimento o a que c-Jun no se encuentra presente en el complejo formado
para esta secuencia; son necesarios més datos para confirmar cualquiera de las dos hipotesis. En
cuanto a los datos existentes en la literatura referentes a c-Jun y melanoma, éstos son
contradictorios. Estudios /n vitro han demostrado una reduccidon en la expresién de c-Jun en
células de melanoma metastdticas y de melanoma primario en fase tardia, con respecto al
melanocito normal y a células de melanoma primario en fase temprana, sugiriendo una pérdida
del mismo a lo largo de la progresién (Yang et al., 2004). Sin embargo, otros estudios relacionan
el aumento de c-Jun con la transformacién maligna de melanocitos murinos (Govindarajan et al.,
2003). Como ya hemos mencionado en la introduccién, la modificacién de la expresién de otros

miembros de la familia Jun también ha sido descrita en la progresién del melanoma.

Los resultados anteriores determinan la participacion de JNK en la regulacién del 50% de
la actividad basal de VS. Este resultado sugiere la participacién de una via adicional en la
regulacién de la actividad basal de este promotor. Mediante la utilizacién de una bateria de
inhibidores de distintas vias de sefializacién, hemos podido determinar la participacién de la via
MAPK en la regulacién de la actividad del promotor de VS. Al inducir la inactivacién de esta via
mediante el inhibidor especifico de MAPK, PD 098059, somos capaces de inhibir en un 70% la
actividad total del promotor (pGL2-pVS-626) y un 50% la actividad basal (pGL2-pVS-120). Estos
datos otorgan gran relevancia a la presencia de la mutacién B-Raf en la linea SK-mel-131. La
mutacién en B-Raf es una mutacién activadora, como ya habfamos mencionado, por lo tanto la
via de MAPK se encuentra sobreactivada en estas células. Esta via de sefalizacién ha sido
relacionada con la activacién de c-Fos y CREB (van Dam and Castellatzzi, 2001; Monje et al.,
2005). La importancia de c-Fos en el melanoma ha sido descrita por Urabe et a/ (1992) en un
trabajo donde muestran mediante cortes histolégicos de melanomas, un incremento de c-Fos

sobre todo en el frente invasivo.

Otros miembros de AP-1 que han mostrado tener gran relevancia en la progresién del
melanoma son ATF-2 y CREB. Se ha demostrado un papel importante de ATF-2 en la adquisicién
de la resistencia a la apoptosis en las células de melanoma (Ronai et al, 1998), y como la
inhibicién de la accién de ATF-2 ayuda a la sensibilizacion de las células de melanoma hacia la
apoptosis y a la inhibicién de la tumorigénesis (Bhoumik et a/,, 2004). En cuanto a CREB, se ha
demostrado que el dominante negativo de ésta revierte el fenotipo maligno de las células de
melanoma y favorece la apoptosis de las mismas (Jean et al., 1998b). Tomando todo esto en
conjunto, podriamos postular que la actividad basal del promotor de VS viene dada por la
acciéon de c-Jun o ATF-2, via JNK y la via de MAPK, de cuyo efector no sabemos, pero podria ser

CREB o c-Fos.

Por lo tanto podriamos plantear una cooperacién de TCF-4 y AP-1 en la regulacién de la

actividad del promotor de VS (Fig. 49). Este papel cooperativo ya se ha descrito con anterioridad
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en la regulacién de c-Jun en cancer de colon, en el cual la progresién del tumor esté relacionada

con la interaccién cooperativa entre c-Jun y TCF-4 (Nateri et al., 2005).

Figura 49: Posible cooperacién entre TCF-4/B-catenina y AP-1 en la regulacién del promotor de VS.

Un dato interesante es la relacién que se ha establecido entre la sobrexpresién de c-Jun y
c-Fos y el aumento de expresién de CD44 (Lamb et al., 1997). Este proteoglicano formaria parte
de la red extracelular de CD44-HA-VS. CD44 también se encuentra sobrexpresado en el
melanoma y ha sido relacionado con una mala prognosis de esta neoplasia. Estos datos sugieren
que ambos PGs podrian estar regulados de manera coordinada por la via Jun/Fos durante la

progresién del melanoma.

Como hemos presentado en el apartado Resultados, en la regulacién del promotor de
VS en las lineas celulares de melanoma humano no sélo intervienen TCF-4 y AP-1, sino también
Spl. Cuando realizamos el andlisis /n silico del promotor de VS observamos que en la zona
central del promotor habia una regién de aproximadamente 300pb rica en GC y en la cual

encontrdbamos una gran cantidad de secuencias de reconocimiento para Sp1y AP-2.

Al realizar los anélisis de esta regién mediante las transfecciones de las mutantes de
delecién en las lineas celulares SK-mel-131 y MeWo, pudimos determinar que en esta regién
residia el 10% de la actividad del promotor de VS. Ademés, mediante el analisis de EMSA de las
secuencias, pudimos determinar la unién especifica del factor de transcripcién Sp1 al promotor de

VS.

Por lo tanto, pensamos que la regulacién por Spl puede ser ejercida a nivel de respuesta
rdpida y moduladora de este proteoglicano, tal como se ha visto en la regulacién que ejerce
sobre MMP-9. En las células epiteliales MDCK, el promotor de MMP-9 esté regulado de forma
fina por la unién de Spl y Ets, donde juntos ejercen un efecto cooperativo en la activacién de

este promotor mediante diferentes vias de sefializacién como MAPK y PI3K (Jorda et a/., 2005).

La presencia de numerosas secuencias reguladoras de unién a AP-2 sugiere un posible
papel de este factor en la regulacién de versicano. Ademas, ya hemos comentado anteriormente
las evidencias que existen en la literatura sobre su papel en la progresién del melanoma. Asi pues,

AP-2 y Spl podrian estar compitiendo por el mismo sitio de unién, y seria la ratio Sp1/AP-2
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presente en la célula, asi como el grado de activaciéon de éstos, determinaria quien acta sobre el
promotor de VS y en qué sentido. Una situacién similar ha sido descrita anteriormente para el
promotor de PAR-1 (Protease-activated Receptor-1), donde la ratio entre ambos factores
determina la expresién o represién de la proteina (Tellez et al., 2003). En nuestro caso sabemos
que la via de MAPK estad sobreactivada y que Sp1 puede ser fosforilado por esta via. Por tanto,
podemos plantear que la ratio en estas células se decantaria a favor de Sp1, no por cantidad del

mismo, sino por su grado de activaciéon.

En la literatura se ha descrito la pérdida de expresién de AP-2 durante la progresién del
melanoma y cdmo la reexpresién de este factor de transcripcién disminuye la proliferacién y
migracién de las células, ademds de disminuir la expresién de moléculas caracteristicas de la
progresién del melanoma como MUCI8 (Jean et al. 1998; Nyoromoi and Bar-Eli, 2003). En
nuestro caso la situacion es distinta, ya que en las dos lineas celulares estudiadas encontramos una
expresién similar de AP-2 (Fig. 37 y 38). Por tanto, no es la ausencia de AP-2 lo que impide la

unioén de éste al promotor de VS.

Aunque en nuestro caso AP-2 no parece ser un factor esencial en la regulacién de la
expresiéon de VS, la situacién podria ser distinta en otros tipos celulares. Nuestros resultados
preliminares obtenidos al transfectar las distintas construcciones del promotor de VS en lineas
celulares con diversos origenes sugieren que los patrones de regulacién pueden ser diferentes

seglin el contexto celular en que se encuentre.
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MODELO DE REGULACION DEL PROMOTOR DE VERSICANO PROPUESTO PARA LA LINEA CELULAR
SK-MEL-131 DE MELANOMA HUMANO.

Por lo tanto, proponemos un modelo para el promotor de VS en la linea SK-mel-131,

basado en 3 niveles de regulacién (Fig. 50):

En primer lugar, mediante el sitio de unién situado en la posicién -36 del promotor de
VS, el cual contiene la regién AP-1y que seria necesario para la expresién basal. La unién de c-Jun
a este sitio estaria modulando el 30% de la actividad basal del promotor y corresponderia a la
inhibicién causada por el inhibidor de JNK (SP 600125). El resto de la actividad estaria regulada
mediante la activacién de la via de las MAPK, ya que es bloqueada por la inhibicién de esta via.
Este hecho correlacionaria a la perfeccién con la mutacién que presentan estas células en B-Raf.
Ademés, al final de la via de B-Raf encontramos a c-Fos, miembro de la familia de AP-1, que
podria interaccionar con c¢-Jun para la actividad basal, o CREB, del cual se ha demostrado que
juega un papel relevante en la progresién del melanoma y ademés se ha descrito que durante los
procesos neoplasicos puede formar dimeros con miembros de la familia AP-1, dando lugar asi a la
transactivacién de muchos genes dependientes de AP-1. El papel que jueguen en la regulacién de
la expresion de VS estd por demostrar. Nosotros estamos muy interesados en seguir este camino
para asi poder describir con exactitud el papel que juegan estos tres participantes en la regulacién

de VS en las células de melanoma.

El segundo nivel de regulacién se daria a nivel de TCF-4, que sumaria sus efectos a los de
AP-1 y asi serfan responsables de la activacién un 50% por encima de la actividad basal. Como
hemos dicho anteriormente, la actividad de TCF-4 estd regulada por B-catenina, de manera que
el estado de activacién y la localizacién intracelular de la misma es determinante para la
transcripcién de los genes regulados por TCF-4. En este sentido, hemos determinado que: a) la
actividad B-catenina/TCF-4 se encuentra aumentada en las células productoras de VS; b) el
promotor de VS responde selectivamente a este estimulo mediante reguladores de esta misma
via, y ¢) en estas mismas células se encuentra mutada la proteina APC, que seria uno de los
participantes clave de la regulaciéon de B-catenina: por lo tanto, al estar mutada esta proteina se
produciria una acumulacién de B-catenina en el citoplasma que conllevaria la activacién de la

transcripcién de VS.

El dGltimo nivel de regulacién seria proporcionado por Spl, que podria servir como un

estabilizador y como un factor de respuesta répida a la modulacién de la expresién de VS.
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Es importante hacer notar que en todo el proceso de blsqueda de los elementos
reguladores de la expresion de VS en las células de melanoma, la linea celular MeWo no
productora de VS no respondié, lo cual indica que estas células podrian carecer de algin
regulador positivo. Nuestra meta serd poder hacer que esta linea celular exprese VS y asi poder
determinar exactamente cual es el desencadenante de la expresién del proteoglicano. Este hecho
seria de gran importancia para plantear estrategias dirigidas a la inhibicién de los efectos que VS

tiene sobre la progresién de los procesos neoplasicos y en especial del melanoma.
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Fig. 50: Modelo de regulacién de la expresién de VS en la linea celular SK-mel-131. La regulacién de la
actividad del promotor de VS se da a tres niveles: la regulacién de la actividad basal, debida a la secuencia
AP-1 del promotor en la posicidn -36; la activacién y estabilizacion gracias a la accién de Spl, y la activaciéon
fuerte de via mediante la accién de TCF-4/B-catenina. Estas acciones se encuentran sobreactivadas por las
mutaciones en B-Raf y APC que presenta esta linea celular.
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1 = El grado de diferenciacién de las lineas celulares de melanoma humano correlaciona de

manera inversa con la expresién de versicano.

1.1 - Las lineas celulares con grado de diferenciacién tardio, MeWo, SK-mel-23, y DX2,
no expresan ninguna de las isoformas de versicano.

1.2 - La linea celular con grado de diferenciacién intermedio, SK-mel-3.44, expresa las
isoformas VO, V1 y V3 de versicano, pero no la isoforma V2.

1.3 - Las lineas celulares con grado de diferenciacién temprano, SK-mel-1.36-1-5, Rider,
AX-3, y SK-mel-37, expresan en proporciones diferentes todas las isoformas de
versicano: VO, V1, V2 y V3.

1.4 - Las lineas celulares con grado de diferenciacién temprano o intermedio expresan

el marcador mel-PG.

2 = Los ensayos de diferenciacién in vitro de las lineas SK-mel-1.36-1-5 y SK-mel-3.44
mediante tratamiento prolongado con TPA muestran que la expresion de versicano esta
ligada a este proceso. En los estudios realizados se observa la desaparicion de versicano en
los estadios més tardios de diferenciacién. Este evento va acompafado de la disminucién de
la expresion de mel-PG y la aparicién de la expresion del marcador de diferenciacién tardio

M111.

3 =>» El versicano es un proteoglicano indicador de desdiferenciacién celular en células de
melanoma humano y podria ser un buen marcador en el diagnéstico y clasificacion del

melanoma humano.

4 = las isoformas VO y V1 de versicano se expresan en todas las lineas celulares ensayadas de

astrocitoma y neuroblastoma humano.

5 =>» Hemos aislado y analizado la secuencia del promotor de versicano de la linea celular de
melanoma humano SK-mel-1.36-5. El andlisis /n silico de dicha secuencia revelé como
posibles reguladores de este promotor a los factores de transcripcién, TCF-4, AP-2, Spl y

AP-1, entre otros.

6 = Los sitios de unién para TCF-4, -546 y -467, son activadores importantes de la actividad

del promotor de VS en las lineas celulares de VS con grado de diferenciacién temprano.

6.1 > La delecién de estos sitios de unién reduce en mas del 50% la actividad del
promotor de versicano en las células SK-mel-131 (productoras de versicano) y no
tiene ninglin efecto sobre la actividad de este mismo promotor en las células MeWo,

las cuales no producen versicano.
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6.2 > La activacién del promotor de versicano en las células de melanoma fue
demostrada mediante la sobrexpresion de activadores e inhibidores de la via TCF-
4/B-catenina.

6.3 2> TCF-4 y B-catenina se unen de manera especifica a las secuencias -546 y  -492 del
promotor de versicano. La unién de estos factores de transcripcién es mas fuerte en
la linea SK-mel-131 que en la linea MeWo.

6.4 - La via TCF-4/B-catenina se encuentra menos activa en las células MeWo que en las
células SK-mel-131, debido posiblemente a la mutacién en APC encontrada en esta

linea celular.

7 => La caja de reconocimiento para AP-1, -36, tiene un papel preponderante en la activacién,

todo o nada, de la expresién de versicano en las células de melanoma humano.

7.1 > La mutacién especifica de esta caja de reconocimiento disminuye la actividad del
promotor de versicano en méas de un 80% en la linea celular SK-mel-131.

7.2 = La inhibicién de la via de las JNK mediante la adicién del inhibidor SP600125,
disminuye la actividad del promotor de versicano en méas de un 30% en la linea
celular SK-mel-131.

7.3 = La inhibicién de la via de las MAPK mediante la adicién del inhibidor PD098059,
disminuye en méas de un 70% la actividad del promotor de versicano en la linea
celular SKmel-131.

7.4 2> cjun no se une de manera especifica a la caja de reconocimiento -36 del

promotor de versicano en las células SK-mel-131.

8 = Sply AP-2 modulan la expresién de versicano en la linea SK-mel-131.

8.1 = En la regién central del promotor de versicano se encuentran un gran ndmero de
cajas de reconocimiento para Sp1y AP-2.

8.2 > Sélo el 10% de la actividad del promotor de versicano es regulada por esta
region.

8.3 = El factor de transcripcién Spl se une de manera especifica a las secuencias de
reconocimiento -428, -352 y -225 del promotor de versicano en la linea celular SK-

mel-131.

9 => El patréon de regulacion del promotor de versicano varia seglin el contexto celular en el

cual se trabaje.
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CULTIVOS Y LINEAS CELULARES .

La manipulacién de células siempre se ha realizado bajo condiciones de estricta esterilidad para
evitar contaminaciones, ademds de realizarse pruebas de PCR periddicas para la deteccién de
contaminaciones por Mycoplasma en los cultivos.

Las lineas celulares utilizadas fueron las siguientes:

Lineas originalmente derivadas de melanomas humanos (Houghton et a/., 1987):
SK-mel-131 (estado de diferenciacién temprano)
SK-mel-131(clon 1.36-1-5) (estado de diferenciacién temprano)
Rider (estado de diferenciacién temprano)
SK-mel-37 (estado de diferenciacién temprano)
SK-mel-131 (clon 3.44) (estado de diferenciacion intermedio)
SK-mel-23 (estado de diferenciacién tardio)
MeWo (estado de diferenciacién tardio)
DX-2 (estado de diferenciacién tardio)
Lineas de astrocitoma humano:
U-251
U-373
SW-1088
Lineas de neuroblastoma humano:
SK-NSH
SH-SY5Y
Una linea de carcinoma hepético humano deficiente en el factor de transcripcién AP2a, (Johnson et
al., 1997):
Hep G2
Una linea celular epitelial derivada de un carcinoma pancreético humano (Dexter et al., 1982; Pujal
et al., 2006):
RW/P-1

La linea SK-mel-131 fue amablemente cedida por el Dr. Houghton (Memorial Sloan-Kettering
Cancer Center, NY, USA). El resto de las lineas celulares de melanoma utilizadas y las lineas SK-NSH y U-
251, fueron amablemente cedidas por el Dr. F. X. Real (IMIM, Barcelona). La linea Hep G2 fue
amablemente cedida por la Dra. Angels Fabra (Institut de Recerca Oncologica, IRO). La linea RWP-1 fue
amablemente cedida por el Dr. Garcia de Herreros (IMIM, Barcelona). Las lineas SW-1088 y U-373 fueron
amablemente cedidas por la Dra. A. Garcia (Institut de Biotecnologia i Biomedicina, Barcelona). La linea
celular SH-SY5Y de neuroblastoma humano fue amablemente cedida por la Dra. M. Unzeta (Departament

de Bioquimica i Biologia Molecular, Facultat de Medicina, UAB).
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Todas las lineas celulares fueron mantenidas en cultivos en monocapa a 37°C en atmdsfera
humidificada y con 5% de CO, en medio DMEM suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB),

100U/ml de penicilina, 0.1mg/ml de estreptomicina y 1% de glutamina.

ANTICUERPOS,

Anticuerpos Primarios

Anticuerpo policlonal contra Versicano preparado en el laboratorio (Touab et a/., 2002).

Anticuerpo monoclonal B5 dirigido contra la proteina mel-PG cedido por el Dr. F. X. Real (Heredia
et al., 1996a).

Anticuerpo monoclonal MIIl dirigido contra la proteina gp110 cedido por el Dr. F. X. Real
(Houghton et al., 1982).

Anticuerpo policlonal contra los aminoéacidos 130 al 209 del factor de transcripcién AP-2a (H-79):
s¢-8975 de Santa Cruz Biotechonolgy, Inc.

Anticuerpo policlonal contra la regién N-terminal del factor de transcripcién TCF4 (N-20): sc-86317
de Santa Cruz Biotechnology, Inc.

Anticuerpo monoclonal contra los aminoécidos 530 al 538 del factor de transcripcién SP1 (554129)
de BD Biosciences Pharmigen.

Anticuerpo monoclonal contra la regién C-terminal de la proteina f—catenina (610153) de BD
Biosciences Pharmigen.

Anticuerpo policlonal contra los aminoéacidos 1-79 de la regién N-terminal de c-Jun (H-79): sc-1694

de Santa CruzBiotechnology, Inc.

Anticuerpos Secundarios

Utilizados para los ensayos de Western Blot: Anticuerpos conjugados con peroxidasa anti conejo,
cabra y ratén de Amersham Biosciences.
Utilizados para los ensayos de Inmunocitoquimica: Anticuerpos marcados con fluorocromo: anti

conejo-FITC de Southern Biotechnology Association y anti ratén-TRITC de Sigma.

MEDIOS CONDICIONADOS Y DIGESTIONES ENZIMATICAS.

Para la obtencién de medios condicionados se utilizaron cultivos celulares subconfluentes. Las
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células se lavaron con PBS y se mantuvieron con medio DMEM sin SFB durante 4 horas, después se
incubaron durante 24 horas con el mismo medio y éste se recogid y se le afiadié: ImM EDTA, pH 8, ImM
PMSF y 5mM Benzamidina como inhibidores de proteasas. Las muestras se congelaron hasta su posterior
utilizacion.

Para las digestiones enziméticas de los medios condicionados de las diferentes lineas celulares los
medios se trataron con 50mU/ml de condroitinasa ABC en tampén 33mM Tris-HCl pH 8 y 33mM acetato

sédico a 37°C durante 16 horas. Los medios condicionados fueron estandarizados por el nimero de células.

OBTENCION DE EXTRACTOS DE PROTEINAS TOTALES.

Se lavaron las células con PBS, se afiadieron 200ul de tampén de lisis (1% TriténX-100, TmM
EDTA, ImM EGTA, TmM NazVO,, 10mM B-glicerofosfato sédico, 50mM NaF, 5mM pirofosfato sédico,
0.27M sacarosa, 50mM Tris-HCI pH 7.5, 0.5mM Benzamidina, 0.1% p-Mercaptoetanol, 2mM PMSF), se

incubaron durante 15 minutos en hielo y se centrifugaron para obtener el sobrenadante.

PREPARACION DE EXTRACTOS NUCLEARES.

Los extractos nucleares se obtuvieron mediante el método de Schreiber et al. (1989) el cual se basa
en una primera lisis hipotdnica, seguida de una extraccién de nicleos por medio de altas concentraciones
de sales. Cultivos subconfluentes de las distintas lineas celulares se lavaron con TBS vy se tripsinizaron. Se
contaron las células, se centrifugaron a 1000rpm durante 5 minutos y se lavaron con 1ml de TBS. Se
volvieron a centrifugar 15 segundos a 14000rpm. Se resuspendieron en 400ul de Buffer A frio (10mM
HEPES, pH 7.9, 10mM KCl, 0.1mM EDTA, 0.ImM EGTA, TmM DTT y 0.5mM PMSF) por cada 5x10¢
células. Después de 15 minutos en hielo, se les afiadieron 25ul de NP-40 al 10%. Se agitaron vigorosamente
durante 10 segundos y los nlcleos fueron recuperados por centrifugacién durante 30 segundos a 14000rpm.
Los pellets se resuspendieron en 50ul de Buffer C frio (20mM HEPES, pH7.9, 400mM NaCl, TmM EDTA,
ImM EGTA, TmM DTT y TmM PMSF) por cada 5x10° células. Las células se incubaron durante 15 minutos a
4°C en agitacidn constante. Los restos celulares se retiraron mediante centrifugacién a 14000rpm durante 5

minutos a 4°C.
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DETERMINACION DE PROTFINA.

La determinacién de proteina de los extractos nucleares y los medios condicionados se realizd
siguiendo el protocolo de la casa comercial del kit Micro™ BCA Protein Assay Reagent Kit (PIERCE).
La determinacién de proteina de los extractos totales se realizé mediante el método de Bradford

siguiendo el protocolo de la casa comercial Bio-Rad.

EXTRACCION DE ARN.

La extraccién de ARN total se realizé a partir de cultivos subconfluentes de las distintas lineas

celulares con el RNeasy kit de QIAGEN, siguiendo el protocolo de la casa comercial.

PREPARACION DE ADN PLASMIDICO.

La obtencién de ADN plasmidico de cada una de las cepas de Escherichia coli utilizadas se realizd
con el GFX Micro Plasmid Prep Kitde Amersham Bioscience, siguiendo el protocolo de la casa comercial a
partir de 3ml de cultivo de cada cepa.

Para la obtencién de una mayor cantidad y pureza de ADN plasmidico, para los ensayos de
transfeccién se realizé la purificacién a partir de 500ml de cultivo, utilizando el Plasmid Maxi Purification

Kit de QIAGEN.

OBTENCION DE ADN CROMOSOMAL.

La obtencién de ADN cromosomal de cultivos celulares se realizé a partir de 5x10° células mediante

el protocolo de extraccién Fenol:Cloroformo segiin Sambrook (1989).

INMUNODETECCION POR WESTERN BLOT.

Para la deteccién de proteinas en medios condicionados o extractos tanto celulares como nucleicos,
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las muestras fueron separadas mediante electroforesis, en geles de gradiente de 3-10% o al 8% de
poliacrilamida en presencia de SDS y en condiciones reductoras.

Las proteinas se transfirieron a membranas Immobilon-P (mA 250, Millipore), durante 2 horas a
400mAmp/113Volts.

Las membranas fueron bloqueadas con TBS con 0.05% Tween-20 y 5% de leche desnatada
durante 1 hora a temperatura ambiente. Se incubé con un primer anticuerpo especifico para cada proteina
a identificar, diluido en el mismo buffer de bloqueo durante toda la noche a 4°C.

La inmunodeteccion se realizé por medio de quimioluminiscencia mediante un segundo anticuerpo
conjugado con peroxidasa, con el kit ECL Western Bloting detection assay de Amersham Pharmacia Biotech.

Para una descripcién més detallada ver Anexo.

ANALISIS POR INMUNOCITOQUIMICA DE FLUORESCENCIA.

Las células fueron crecidas, en las condiciones requeridas en cada caso, sobre portaobjetos de vidrio
circulares (1cm de @) previamente esterilizados. Después se realizé una fijacion con 3% paraformaldehido/
2% sacarosa en PBS, durante 25 minutos a 37°C. Se permeabilizaron las células con 0.1% de Triton X-100
en PBS, durante 10 minutos y se bloquearon con 10% de suero de cabra no inmunizado (NGS) y 1% BSA
en PBS, a temperatura ambiente durante 30 minutos. La deteccién se realizd con anticuerpos especificos
para cada proteina incubando durante toda la noche a 4°C. Se incubaron a temperatura ambiente con el
anticuerpo secundario conjugado con un fluorocromo a una dilucién 1:30 durante 1 hora, en oscuridad. Se
lavaron y se tifieron los nicleos con Hoechst #33342 100ug/ml en PBS. Finalmente, se montaron las

preparaciones en medio de montaje VECTASHIELD para su posterior observacién.

ANALIsis RT-PCR.

El andlisis por RT-PCR (Retro Transcripcién-Reaccién en Cadena de la Polimerasa) se realizé a partir
de Tug de ARN total de células en cultivo. Para la fase de Retro Transcripcién (RT) se utilizé oligo-dT como
oligonucledtido de transcripcién y la enzima Expand™ Reverse Transcriptase de Roche siguiendo el
protocolo especifico para esta enzima de Roche. La reaccién se realizé a 39°C durante 50 minutos en un
volumen final de 20pl.

Para la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) se utilizaron 2.5ul de la reaccién de RT en un
volumen final de 25ul con 10U de la enzima Expand™ High Fidelity PCR System de Roche, Buffer 1X,
dNTPs 200uM y un par de oligonucledtidos especificos para cada PCR a una concentracién final de TuM, la

concentracion final de magnesio se varié dependiendo de cada reaccién.
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La siguiente tabla (Tabla 2) muestra las secuencias de cada uno de los oligonucleétidos utilizados

para el ensayo de RT-PCR.

Nombre Secuencia Proteina que identifica

A-UP 5’- GCG CCA CCC TGT GAC -3 Isoforma de versicano V1
A-UP* 5’- TGG AGG TGG TCT ACT TGG -3° Isoforma de versicano V3

B-UP 5- GACCTC AGG CGCTTTC -3 Isoformas de versicano VO y V2
B-LOW 5’- CAG TGG TAA CGA GAT GCT TC -3’ Isoformas de versicano VO y V1
C-LOW 5- TAG CACTGC CCTTGG A -3° Isoforma de versicano V2
C-LOW* 5’- TCA CAT GTC TCG GTATCT TG -3’ Isoforma de versicano V3
GAPDH-UP 5’- TGA AGG TCG GAG TCA ACG GATTTG G -3’ | GAPDH

GAPDH-LOW | 5°- ACCCTG TTG CTG TAG CCA AAT TCG -3° GAPDH

Tabla 2: Secuencias de los oligonucleétidos utilizados para los diferentes ensayos de RT-PCR.

Los tamafios de fragmentos esperados para cada una de las reacciones son los siguientes:

Producto Tamafio
Isoforma VO 351pb.
Isoforma V1 386pb.
Isoforma V2 373pb.
Isoforma V3 342pb.
GAPDH 960pb.

Para una descripcién mas detallada ver Anexo.

ANALISIS POR HIBRIDACION ARN-ADN (NORTHERN BLOT).

Todo el material utilizado para ARN fue esterilizado para evitar la degradaciéon del mismo, y se
trabajé con guantes.

Fueron separados 15ug de ARN total mediante una electroforesis desnaturalizante en geles de
agarosa 1.5% y 2.2M formaldehido en MOPS 1X pH 7. Se transfirieron las muestras por capilaridad a una
membrana de nylon (Hybond-XL, Amersham Pharmacia).

El protocolo para la prehibridacién e hibridacién de la membrana se realizd siguiendo lo descrito
por Amersham Pharmacia Biotech. La deteccién se realizé en placas fotogréficas.

Para una descripcién més detallada ver Anexo.
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OBTENCION DE LAS SONDAS PARA NORTHERN BLOT.

Las sondas utilizadas para los ensayos de Northern Blot se obtuvieron a partir de las digestiones
enzimaticas de los plasmidos pBSC-SK/D7 para la sonda HABR, pBSC-KS/Genomic-PCR y pBSC-KS/C4 para
las sondas GAG-o y GAG-f respectivamente, cedidos amablemente por el Dr. D. R. Zimmermann (Univ.
Zurich, Suiza).

Los fragmentos se obtuvieron por digestiones enzimaticas segiin Sambrook (1989). En el caso de la
sonda D7 la digestidn se realizé con la enzima £coR /y se obtuvo un fragmento de 1Kb, para Genomic-PCR
las enzimas utilizadas fueron £co R I/ Xba |y para C4 Eco R I/ Hind I, los fragmentos obtenidos fueron de
1.5Kb y 2.1Kb respectivamente.

En el caso de GAPDH, se utilizé6 como sonda el fragmento de 960pb obtenido de la reaccién de
RT-PCR partiendo de ARN total de células en cultivo (ver Anélisis RT-PCR en Materiales y Métodos).

Todos los fragmentos fueron separados electroforéticamente en geles de agarosa al 1% vy
purificados utilizando el sistema Q/Aquik® Gel Extraction Kitde QIAGEN, siguiendo el procedimiento para

microcentrifugas del mismo kit.

Marcaje de la sonda vy purificacién

25ng de sonda fueron marcadas con dCTP [a3? P] por medio de Random Primed DNA Labeling Kit

de Roche y purificadas por columna con Probe Quant™ G-50 Micro Columns de Amersham Biosciences.

CLONACION DEL PROMOTOR DE VERSICANO.

Un fragmento de 620pb correspondiente al promotor de versicano fue obtenido mediante PCR
con ADN cromosomal de la linea celular de melanoma humano SK-mel-1.36-1-5 y oligonucledtidos
especificos para la regién -618 a +2 del promotor, seglin la secuencia reportada para dicho promotor
(referencia GenBank U15963). La reaccion fue clonada en el vector pCR2.1 mediante el kit TA-Cloning de
Invitrogen. Se comprobé la insercién y el sentido de este mediante PCR y digestiones comprobativas.

La reaccién de PCR se realizé a partir de 500ng de ADN cromosomal, la reaccién se llevé a cabo
con 10U de la enzima Expand™ High Fidelity PCR System de Roche, Buffer 1X, dNTPs 200uM, 2.5mM de
Mg**, 1% DMSO vy los oligonucledtidos: prVS-Fw 5-ACTTTCCCTCTAGGTCCCCGA-3’ y prVS-Rv 5'-
CGGTACAGTGATATAATGATGATGGGT-3 . El programa utilizado fue el siguiente:
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Temperatura | Tiempo Nurr'iero de
ciclos
94°C 5m
94°C m
50°C Tm 30ciclos
70°C 1:30m
70°C 5m

El sistema de clonacién TA-cloning se basa en la actividad de ciertas polimerasas termoestables
utilizadas para PCR que afiaden una deoxiadenosina en el extremo 3’ de las moléculas amplificadas. Estas
adeninas dirigen la ligacién directa de los productos de PCR al vector pCR2.1, el cual también contiene una
adenina en extremo 3’, facilitando asi la unién de ambos fragmentos (vector—inserto). Ademas contiene
un fragmento del gen de lacZ para facilitar la visualizacion de las colonias positivas.

Una vez obtenido el primer plasmido el inserto se subclond en el vector pGL2basic de Promega,
mediante la digestién con las enzimas Kpn /'y Xho 'y purificacién del mismo. Una vez comprobada la
existencia del inserto mediante PCR comprobativas con oligonucledtidos especificos, se secuencié el
fragmento.

El vector PGL2-basic contiene la regién codificante para la Firefly Luciferasa, que se utiliza como

reportero de la actividad del promotor clonado en las células transfectadas.

MUTANTES DE DELECION.

Para las construcciones de delecién derivadas del promotor de versicano se realizaron PCR
especificas a partir del pldsmido pGL2/prVSs-626 y se repitié el procedimiento anterior con cada una de los
mutantes obtenidos. En la Tabla 3 se muestran las secuencias de los oligonucleétidos utilizados para la

clonacién del promotor de versicano y los mutantes de delecién.

Nombre Secuencia

Fw- pVS -626 5- ACTTTCCCTCTAGGTCCCCGA -3’

Rv- pVS -626 5’- CGGTACAGTGATATAATGATGATGGGT -3’
Fw- pVS -533 5’- GCGCGTAAACACGCTGTA -3’

Fw- pVS -467 5’- GCTCCCGAGAAGAAGTGATCG -3’

Fw- pVS -361 5’- GAAATGGGGGTGGGGAAGGAG -3’

Fw- pVS -256 5- GTACTTCTTGTCAGGAAGAAACGCC -3’
Fw- pVS -178 5’- GAGCTGCCTTTCCGCCCCT -3’

Fw- pVS -120 5’- AAGCTGCGGAGCGCTTTTG -3°

Tabla 3: Secuencias de los oligonucleétidos utilizados para la clonacién
del promotor de versicano y cada uno de los mutantes de delecion del
mismo.
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MUTAGENESIS DIRIGIDA.

Para las construcciones con mutaciones puntuales realizamos una mutagénesis dirigida, que consiste

en introducir mutaciones en nucleétidos especificos por medio de la utilizacién de oligonucledtidos

mutados. Para esto realizamos una reaccion de PCR. Esta reaccion se realizé con una polimerasa de alta

fidelidad y capaz de amplificar fragmentos de gran tamafio, oligonucleétidos mutados, y como ADN molde

utilizamos el plasmido de la construccién que queremos mutar.

En nuestro caso la reaccién de PCR se realizé con la siguiente mezcla:

Las condiciones de la PCR fueron las siguientes:

Compuestos Concentracién
final
dNTPs 40uM
oligo 1 uM
oligo 2 uM
Buffer 1X
Taq polimerasa 3.47V
ADN 10ng
Temperatura | Tiempo Numero de
ciclos
95°C 30s
98°C 30s
50°C Tm 3ciclos
68°C 13m
95°C 30s
50°C Tm 15 ciclos
68°C 13m
68°C 20m

El producto de PCR lo tratamos con la enzima de restriccién Dpn /a 37°C durante 2 horas. De esta

forma digerimos todo el ADN metilado o semimetilado y asi seleccionamos sélo el ADN sintetizado

durante la PCR, el cual contiene la mutacién deseada.

Los oligonucleétidos utilizados para obtener las secuencias promotoras mutadas se muestran en la

Tabla 4.

Nombre

| Secuenci

a

Fw-pGL2basic
Rv-pGL2basic
Fw-pVS-120 APImut
Rv-pVS-120 APImut

| 5- GGTACGTGGAGGTTTTACTTGC -3'

| 5- ATAGCTTCTGCCAACCGAAC -3'

| 5- CGGCTCTAAGGGTACAGTGATATAATGATG -3'
| 5- CTGTACCCT TAGAGCCGAGGAGGAGACTCA -3'

Tabla 4: Secuencias de los oligonucledtidos utilizados para obtener los mutantes puntuales
del promotor de versicano.
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TRANSFECCION TRANSITORIA Y ENSAYO LUCIFERASA/RENILLA.

Se sembraron 30x10* células por pozo en placas de 6 pozos al menos 18 horas antes de realizar la
transfeccién. Las células se transfectaron de forma transitoria utilizando lipofectamina-Reagent PLUS de
Invitrogen. Cada transfecciéon se realizé con Tug de ADN plasmidico y 100ng del pldsmido pRL-TK
(Promega) como control de transfeccién en cada pozo; en caso de transfecciones dobles, se pone también
Tug del segundo plasmido. Después de 24 horas, se lavan las células y se obtienen los extractos segun el
protocolo de congelacién y descongelacién de Promega. La lectura se realiza segln el protocolo del it
Dual-Luciferase Reporter Assay System de Promega en un luminémetro (Lumat LB 9507, Berthold
Tecnologies), para determinar los ratios de luciferasa/renilla de cada transfeccién.

El vector pRL-TK Promega, el cual expresa renilla, es utilizado como control interno de transfeccién
en combinacién con los vectores reporteros experimentales. Este vector contiene el cADN rluc que codifica
para la Renilla Luciferasa, dirigido por un promotor HSV-TK que proporciona una expresién moderada y
estable de la Renilla Luciferasa en las células transfectadas. Esto permite la medicién simultdnea de dos
enzimas reporteras independientes en un mismo sistema. La Firefly Luciferasa es medida primero,
afiadiendo el reactivo especifico que genera la estabilizacion de la sefial luminiscente. Después de cuantificar
la sefial de la luciferasa, esta reaccién se bloquea, al mismo tiempo que se afiade el reactivo para medir y
estabilizar la sefial luminica de la Renilla Luciferasa.

Los valores de actividad relativa se obtienen al final mediante el cociente de la actividad luciferasa
partida en la actividad de la Luciferasa Renilla.

Los plasmidos utilizados en estos ensayos fueron los que se muestran en la tabla siguiente (Tabla 5):

Uso Plasmido Vector de clonacién
pGL2basic
pGL2-pVS -626 pGL2basic
pGL2-pVS -518 pGL2basic
pGL2-pVS -467 pGL2basic
pGL2-pVS -361 pGL2basic
Vectores reporteros de la actividad | pGL2-pVS -256 pGL2basic
luciferasa pGL2-pVS -178 pGL2basic
pGL2-pVS -120 pGL2basic
pGL2-pVS -1204P1 mut pGL2basic
pGL2-pVS -626AP-1 mut pGL2basic
TOP-FLASH*
FOP-FLASH*
pcDNA3-TCF4-His-HA* | pcDNA3
pcDNA3-TCF4-AN* pcDNA3
pcDNA3-TCF4-VP16* pcDNA3
Vectores de expresién en células eucariotas | pcDNA3-B-catenina* pcDNA3
pcDNA3-B-catenina $37Y* | pcDNA3
pcDNA3
pRL-TK

Tabla 5: Plasmidos utilizados para las transfecciones transitorias. *Pldsmidos amablemente
cedidos por el Dr. Garcia de Herreros (IMIM, Barcelona).
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TRATAMIENTOS CON INHIBIDORES.

Para ver el efecto del tratamiento con inhibidores especificos sobre la actividad del promotor de VS
realizamos el siguiente procedimiento: Transfectamos de forma transiente las células SK-mel-131 con los
plasmidos con las diferentes construcciones del promotor de VS y pRL-TK, como se ha descrito
anteriormente. Seis horas antes de recoger los extractos celulares, para su posterior lectura, afiadimos el
inhibidor correspondiente disuelto en DMEM sin FCS. Las concentraciones e inhibidores utilizados se

detallan en la siguiente tabla.

_ . . Concentracién
Inhibidor Via que inhibe final utilizada
SP 600125 Inhibidor especifico de la quinasa JNK 50uM

Mithramycina Inhibidor especifico de la fosforilacién de Sp1 100nM
SB 203580 Inhibidor de la p38 20uM
Wortmannina Inhibidor especifico de la PI3K 210nM
PD 098059 Inhibidor especifico de la MAPKK p42/44 40mM

Tabla 6: Inhibidores utilizados. Se detalla la concentracién final a la cual fueron utilizados
cada uno de ellos y su funcién especifica.

Después del tiempo indicado los extractos celulares se recogieron como se describié anteriormente.

EMSA (ELECTROPHORETIC MOBILITY SHIFT ASSAY).

Esta técnica es ampliamente utilizada para detectar la especificidad de ciertos nucleétidos o
secuencias nucleotidicas necesarias para la interaccién proteinas-ADN. El ensayo se basa en la observacién
de complejos de proteinas-ADN que migran de manera distinta a los fragmentos de ADN de doble cadena
en geles de poliacrilamida no desnaturalizantes. El andlisis se lleva a cabo incubando extractos nucleares
puros o proteinas purificadas con oligonucleétidos de ADN de doble hebra marcados en los extremos con
fésforo radioactivo. Las muestras son analizadas en geles no desnaturalizantes y detectadas por
autoradiografia.

La especificidad de cada complejo se determina a través de la competicién de los complejos
formados con oligonucleétidos no marcados silvestres, consensos y mutados. Para determinar la presencia
de una proteina especifica en el complejo proteina-ADN realizamos competiciones con anticuerpos
especificos para la proteina a identificar, a este ensayo se le denomina Super Shift.

100000cpm de oligonucleétidos de ADN de doble cadena marcados en el nucleétido terminal con
v3?ATP y purificados por medio de columnas MicroSpin $-200 HR Columns de Amersham Biosciences,
fueron incubados 20 minutos a temperatura ambiente con 10ug de extracto nucleico en un buffer que

contenfa: 20mM Hepes pH7.9, 100mM KCl, 10% Glicerol, 2mM MgCl,, TmM EDTA, TmM DTT, 0.4mM
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ZnSOy4, 40uM ZnCl, y 1ug de Poly (dI-dC) (Amersham Biosciences). En el caso de las competiciones y super
shifts afadimos a la mezcla oligonucleétidos no marcados a una concentracién 50 veces mayor que la
utilizada con el oligonucleétido marcado o 2pg de anticuerpo especifico.

Los complejos fueron separados en geles nativos al 5% de poliacrilamida en TBE 1X. Una vez
separados los complejos ADN-proteina, el gel se secé al vacio y se expuso en placas fotogréficas para la
visualizacién de los complejos formados.

Las secuencias de los oligonucleétidos utilizados para este ensayo se muestran en la tabla 7.

Nombre Secuencia

Fw- Bsh TCF consenso 5'- CCCTTTGATCTTACC -3'

Rv- Bsh TCF consenso 5'- GGTAAGATCAAAGGG -3

Fw- Bsh AP2 consenso 5'- GATCGAACTGACCGCCCGCoGCCC -3

Rv- Bsh AP2 consenso 5'- ACGGGCCGCGGGCCGGTCAGTTCGATC -3

Fw- Bsh SP1 consenso 5'- ATTCGATCGGGGCGGGGCAGC -3

Rv- Bsh SP1 consenso 5'- GCTGCCCCGCCCCGATCGAAT -3'

Fw- Bsh AP-1 consenso 5’- CGCTTGATGATGAGTCAGCCGGAA -3’

Rv- Bsh AP-1 consenso 5’- TTCCGGCTGACTCATCAATCAAGCG -3’

Fw- Bsh -544 5’- CACTTCCCTTTGATGGGACAG -3’

Rv- Bsh -544 5’- CTGTCCCATCAAAGGGAAGTG -3

Fw- Bsh -491 5- AAGTTCTTTGCTGATTTTAC -3’

Rv- Bsh -491 5’- GTAAAATCAGCAAAGAACTT -3

Fw- Bsh -428 5- GTCTATTGCTGGCCTGCCCCCTA -3

Rv- Bsh -428 5’- TAGGGGGCAGGCCAGCAATAGAC -3

Fw- Bsh -352 5’- AATGGGGGTGGGGAAGGAGTGGGAGGGCAGTG -3
Rv- Bsh -352 5’- CACTGCCCTCCCACTCCTTCCCCACCCCCATT -3
Fw- Bsh -225 5’- AAGAGGTGGGAGTGCCTGGGGAGGGAGG -3
Rv- Bsh -225 5’- CCTCCCTCCCCAGGCACTCCCACCTCTT -3
Fw- Bsh -36 5’- GGCTCTGACGGTACAGTGAT -3’

Rv- Bsh -36 5’- ATCACTGTACCGTCAGAGCC -3

Fw- Bsh -552mut-548 ve 5’- CACTTCCCTCTGATGGGACAG -3°

Rv- Bsh -552mut-548 /e 5’- CTGTCCCATCAGAGGGAAGTG -3

Fw- Bsh -497mut-495 ¢ 5- AAGTTCTCTGCTGATTTTAC -3’

Rv- Bsh -497mut4951c 5’- GTAAAATCAGCAGAGAACTT -3’

Fw- Bsh -36mt&4 5’- GGCTCTAAGGGTACAGTGAT -3’

Rv- Bsh -36mt&42 5’- ATCACTGTACCCTTAGAGCC -3

Tabla 7: Secuencias de los oligonucleétidos utilizados en los ensayos de EMSA
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INMUNODETECCION POR WESTERN BLOT.

Los medios condicionados, extractos totales o nucleares de las diferentes lineas celulares fueron
separados mediante electroforesis en geles del 3-10% o al 8% de poliacrilamida en presencia de SDS.
Las proteinas se transfirieron a membranas Immobilon-P (ZSOmA. Millipore), durante 2 horas a
400mAmp/ 113Volts.

Se realiz6 el boqueo de la membrana durante una hora a temperatura ambiente con la

solucién de bloqueo: 1X TBS, pH 7.4, 0.05% Tween-20 y 5% leche desnatada

Inmunodeteccién:

1. Se retira la solucién de bloqueo.

2. Se incuba la membrana toda la noche a 4°C en agitacién continua, con el anticuerpo
primario disuelto en TBS pH 7.4 1X, 0.05% Tween-20 y 5% leche desnatada. La dilucién
del anticuerpo primario varia segin el tipo de anticuerpo utilizado (ver Resultados).

3. La membrana se lava cinco veces con TBS 1X y 0.05% Tween-20 (dos lavados rapidos,
dos de 5 minutos y uno de 10 minutos), a temperatura ambiente y en agitacién.

4. Seincuba la membrana con el anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa disuelto en
TBS pH 7.4 1X, 0.05% Tween-20 y 5% leche. La incubacién se realiza a temperatura
ambiente durante 1 hora y en agitacién constante.

5. Se repite la serie de lavados indicada en el paso 3.

6. Finalmente se realiza la deteccién del anticuerpo secundario. Utilizamos el kit
ECL™western blotting (Amersham) y siguiendo el protocolo del mismo.

7. La luminiscencia producida fue detectada por la exposicién de las membranas a peliculas
autoradiogréficas sensibles a la luz. Esta exposicion se prolonga desde un minimo de 15
segundos hasta un maximo de 30 minutos. Las peliculas autoradiogréficas utilizadas son

Hyperfilm™-ECL (Amersham).

ANALISIS RT-PCR.

El anélisis por RT-PCR (Retro Transcripcién-Reaccién en Cadena de la Polimerasa) se hizo a
partir de ARN total de células en cultivo. Para la fase de Retro transcripcién (RT) se utilizd la enzima

Expand™ Reverse Transcriptase de Roche siguiendo el siguiente protocolo:

En tubos previamente enfriados y mantenidos en hielo se ponen los siguientes compuestos para un

volumen final de 20ul:

Oligo dT > Tul
dNTPs[10mM] > 4ul
ARN > Tug
H,O > suficiente para aforar al volumen final.
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Se mezcla y se calienta a 65°C durante 5 minutos y se coloca de nuevo en hielo. Se aflade a la mezcla:

Tampdn 5X > 4ul
DTT, 0.1IM > 2ul
Inhibidor de RNAsa, 40 U/ml > Tul

Se mezcla y se calienta durante 2 minutos a 42°C. Se afiade por ultimo:

La enzima “Expand™ Reverse

. - >
Transcriptase

Tul
Se mezcla con cuidado y se incuba en un termociclador a 39°C durante 50 minutos y a 70°C durante 15
minutos.

De esta reaccién se toman 10ul para realizar la Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR) utilizando

un par de cebadores especificos para cada PCR a realizar.

Nombre Secuencia Proteina que identifica

A-UP: 5’- GCG CCA CCC TGT CGAC -3 Isoformas de versicano; V1
A-UP*: 5’- TGG ACGGC TGG TCT ACT TGG -3° Isoformas de versicano; V3
B-UP: 5’- GACCTC AGG CGCTTTC -3 Isoformas de versicano; VO y V2
B-LOW: 5’- CAG TGG TAA CGA GAT GCT TC -3 Isoformas de versicano; VO y V1
C-LOW: 5-TAG CAC TGC CCT TGG A -3’ Isoformas de versicano; V2
C-LOW?*: 5-TCA CAT GTC TCG GTATCT TG -3’ Isoformas de versicano; V3
GAPDH-UP: 5’- TGA AGG TCG GAG TCA ACG GAT TTG G -3’ | GAPDH

GAPDH-LOW: 5-ACCCTG TTG CTG TAG CCA AAT TCG -3’ GAPDH

Fw-AP2a.: 5’- AAG TAC GAG GAC TGC GAG GA -3 AP2a

Rv-AP2a: 5- ACG TTG GCA GCT TTA CCT CT -3 AP2a

Para realizar la PCR se utilizé la enzima Expand™ High Fidelity PCR System de Roche siguiendo el

protocolo marcado por el comercial. Para la reaccién en un volumen final de 25ul se utilizaron:

Concentracion de la

Compuesto ‘2 Volumen
solucién madre

H,O 17.65pul

Buffer 10X 2ul

Mg+ 50mM Xpul*

Oligo 1 20pmoles/ml 0.5ul

Oligo 2 20pmoles/ml 0.5ul

dNTPs 2mM 1.7ul

ADN 2.5ul

Enzima  Expand™  High 0.25ul

Fidelity PCR System

Se colocd el tubo con la mezcla en la maquina de PCR bajo las siguientes condiciones:

1. 2 minutos a 94°C

2. 30 ciclos de T minuto a 94°C, 1 minuto a una temperatura de hibridacién X°C** y 1 minuto a 72°C

3. 10 minutos a 72°C
4. 4°C
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* Las concentraciones de Mg** varian de la siguiente forma:

GAPDH, V1, V2, AP2 2yl [1.2mM]
VO, V3, AP2a 4pl [2.5mM]

** Las temperaturas de hibridacién también varian siendo éstas:

GAPDH, VO y V1 55°C
V2y V3 53°C,
AP2q 50°C

Los tamafios de fragmentos esperados para cada una de las reacciones son los siguientes:

Isoforma VO, 351pb.
Isoforma V1: 386pb.
Isoforma V2: 373pb.
Isoforma V3: 342pb.
GAPDH: 960pb.
AP2a: 816pb

Los fragmentos fueron separados y visualizado sen en geles de agarosa al 2% y tefiidos posteriormente

con Bromuro de Etidio.

ANALISIS POR HIBRIDACION ARN-ADN (NORTHERN BLOT).

Todo el material utilizado para ARN fue esterilizado para evitar la degradacién del mismo, y se
trabajé con guantes.
Para separar las muestras de ARN se realiza una electroforesis en geles de agarosa al 1.5% vy

formaldehido 2.2M en MOPS 1X, pH 7:

1.- Gel: El agua y la agarosa se ponen en un matraz y se calienta hasta que se deshaga la agarosa.

2.- Se deja enfriar hasta una temperatura aproximada de 65°C, se le aflade MOPS 10X y se agita.

3.- Una vez bien agitado se le afiade el formaldehido al 37% y se deja enfriar un poco maés.

4.- Se vacia en el soporte de la cdmara de electroforesis, la cual fue previamente lavada con NaOH
100mM por una hora y lavado con abundante agua estéril.

5.- Una vez que esté gelificado se coloca en la cubeta de electroforesis la cual se llena con MOPS 10X
hasta que cubra por completo el gel.

6.- Se toman 15ug de ARN total y se les afiade el tampdn de carga en una proporcion 1:5.

7.- Se desnaturalizan las muestras dejdndolas a 70°C durante 10 minutos y en hielo durante 5 minutos.
8.- Se cargan las muestras en los pozos.

9.- Se pone a correr el gel a 80Volts hasta que las muestras entren, para después bajar el voltaje a
40Volts para una mejor separacién de las bandas.

10.- Terminada la separacién se tifie el gel con una solucién de Bromuro de Etidio durante 10 minutos.
11.- Se lava el gel con agua estéril 10minutos o hasta que sea visible el ARN en el transiluminador de
UV.

12.- Desnaturalizacién alcalina: Se coloca el gel en 5 volimenes de una solucién 50mM NaOH, 10mM
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NaCl durante 45 minutos en agitacién suave.
13.- Se quita esta solucién y se lava dos veces con agua.
14.- Se neutraliza la reaccién con Tris (pH7.5) 0.1M durante 45 minutos en agitacién suave.
15.- Después se coloca el gel en SSC 20X por 45 minutos mas.
16.- Transferencia: Se realiza la transferencia por capilaridad. Se cortan: un papel Whatman 3M, 3cm
mas ancho que el gel y de largo lo suficiente para que toque el tampdn de transferencia; cinco papeles
Whatman 3M un poco més grandes que el gel y la membrana de nylon (Hybond-XL, Amersham
Pharmacia) del tamafo del gel que se pone en SSC 2X.
17.- Para montar la transferencia se coloca un soporte en una bandeja con SSC 20X sobre la cual se
colocan en el siguiente orden los papeles, teniendo cuidado de no dejar burbujas:
1. Papel Whatman 3M largo mojado en SSC20X
El gel al cual previamente se le cortaron los pozos.
Membrana mojada en SSC2X
3 papeles Whatman 3M mojados en SSC 20X
2 papeles Whatman 3M secos
Papel absorbente
Peso 750g

N ook W DN

18.- Se cubre todo para que no haya evaporacion y se deja toda la noche.
19.- La fijacién del ARN en la membrana se hace con luz UV (1200uJoules).
20.- Prehibridacién: Se coloca en el tubo de hibridacién la membrana con 20ml de la solucién de

prehibridacién a 42°C durante 2 horas.

Para 20ml de solucién de prehibridacion:

Volumen Solucién madre
10ml 100% Formamida
éml 20X SSC
Tml 100X Denhardt’s
Tml 10% SDS
2ml 50% Dextran-5O,

200ul 10mg/ml SSADN
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El SSDNA (ADN de esperma de salmén, por sus siglas en inglés) se debe desnaturalizar antes de verterlo
en la solucién de prehibridacién, para ello se hierve durante 10 minutos y se deja en hielo durante 5
minutos.
21.- Hibridacién: Se le anade al tubo la sonda marcada (ver Materiales y Métodos) y desnaturalizada
(hervir durante 10 minutos y dejar en hielo durante 5 minutos) y se deja a 42°C toda la noche en
agitaciéon suave.
22.-lavados: Se realizan en los tubos en agitacién fuerte. El volumen ha de ser de por lo menos la
tercera parte del tubo.

1.- Lavar 5 minutos dos veces con 50ml de 2X SSC, 0.1% SDS a 42°C.

2.- 20 minutos con 50ml de 2X SSC, 0.1% SDS a 42°C

3.- 20 minutos con 50ml de 0.3X SSC, 0.1% SDS a 65°C
23.- Se seca un poco la membrana y se expone a una placa fotogréafica por el tiempo necesario. Se deja

durante ese tiempo a —80°C.

Soluciones:
NaOH 100mM
MOPS 10X (pH 7)
Compuesto | peso para 1l
MOPS | 41.8¢g
Acetato de sodio | 6.8g
EDTA | 3.7g
Tampdn de carga 5X
Compuesto volumen para 10ml.
Solucién saturada de Azul de | 16ml
Bromofenol.
EDTA 500mM, pH 8 80ml
Formaldehido 37% 720ml
Glicerol 100% 2ml
Formamida 3.084ml
MOPS 10X 4ml

Aforar a 10ml con agua estéril. (Guardar a 4°C)

§SC 20X
Compuesto | Concentracién final.
NaCl | 3M
Acetato tri-sédico | 0.3M

Solucién desnaturalizante

Compuesto | Concentracién final.
NaOH | 50mM
Nacl | 10mM
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Solucién neutralizante.

Compuesto | concentracién final.
Tris-HCl | 0.IM (pH 7.4)
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