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Laburpena 

CEMIP proteinaren adierazpena hantura kronikoari lotutako egoera patologikoetan deskribatu da, 

minbizia kasu. Egoera horietan, CEMIP matrize estrazelularraren berrantolaketarekin eta 

minbiziaren progresioarekin erlazionatu da. Lan honetan, CEMIPen eragina larruazaleko 

fibroblastoen mugikortasunean ikertu da, larruazaleko melanomaren mikroinguruneko oinarrizko 

zeluletan alegia. Bai melanoma zelulek zein fibroblastoek CEMIP jariatu dezaketela zehaztu 

ondoren, bi zelula horiek  jariatutako CEMIPek  larruazaleko fibroblastoen mugikortasuna 

erregulatzen duela frogatu da.  

Hitz-gakoak: CEMIP, larruazaleko fibroblastoak, zelulaz kanpoko besikulak, mugikortasuna, 

melanoma 

Abstract 

CEMIP is a protein with increased expression under chronic inflammation-involving conditions 

such as cancer, often linked to extracellular matrix remodeling and tumor progression. As shown 

in this work, motility of skin fibroblasts, key components of tumor microenvironment in cutaneous 

melanoma, was regulated by cellular CEMIP levels. Moreover, secreted CEMIP, both by 

fibroblasts and melanoma cells, was also able to modulate skin fibroblast migration. 

Key words: CEMIP, skin fibroblasts, extracellular vesicles, migration, melanoma. 

1.Sarrera/Uneko egoera

CEMIP (Cell migration inducing, hyaluronan binding protein, HYBID edo KIAA1199) hantura 

kronikoari lotutako hainbat egoera patologikotan (e.g. osteoartritisa, minbizia) emendatua 

azaltzen den proteina bat da (Birkenkamp-Demtroder et al., 2011; Deroyer et al., 2022). Berari 

lotutako funtzio nagusien artean matrize estrazelularraren (ME) eraldaketa eta zelulen 

mugikortasunaren kontrola daude. MEari dagokionean, CEMIPek azido hialuronikoa (HA) 

despolimerizatzen du (Nagaoka et al., 2015) eta fibrosia errazten du (Deroyer et al., 2022). 

Bestalde, jatorri epitelialeko minbizi ereduetan tumore zelulen migrazio eta inbasio 

ahalmenarekin lotu da (Liu et al., 2021); ondesteko minbizian, esaterako, proteina honen 

adierazpena gaiztotasunaren adierazle gisa deskribatu da (Xu et al., 2015).  Minbiziaren 

garapenean berebiziko garrantzia du tumore zelulen inguruan eratzen den ekosistemak, hots, 

tumorearen mikroinguruneak. Bertan, hainbat zelula mota ezberdinek zein zelulen arteko 

komunikazio sistemek (e.g. zitokinak, zelulaz kanpoko besikulak) parte hartzen dute. 

Mikroinguruneko zelulen artean minbiziari lotutako fibroblastoek (ingelesezko CAF, cancer 

associated fibroblasts) sostengu funtzio garrantzitsua burutzen dute (Arneth, 2019). Minbiziaren 

testuinguruan, CEMIP proteinaren ikerketa tumore zeluletan zentratu den arren, osteoartritisa eta 

HAren inguruko lanek argi utzi dute proteina honek gaitasuna duela fibroblastoen portaera 
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erregulatzeko. Hala ere, egun ezer gutxi ezagutzen da tumoreko mikroingurunean CEMIPek izan 

dezakeen funtzioari buruz.  

CEMIP ez dago soilik zelula barnean; izan ere, LaPointe eta lankideek ondesteko minbizi 

pazienteen serumean detektatu zuten (LaPointe et al., 2012) eta Rodrigues eta lankideek CEMIP 

zelulaz kanpoko besikuletan (ZKB) garraiatzen dela deskribatu zuten (Rodrigues et al., 2019). 

Azken lan honen arabera, ZKBen bidez garraiatutako CEMIPa gai da bularreko minbizi zelulen 

garuneko metastasia bideratzeko, garuna bera tumore zelulen harrerarako prestatuz. Emaitza 

hauen arabera, CEMIPek funtzio garrantzitsua beteko luke tumore eta mikroinguruneko zelulen 

arteko komunikazioan.  

Larruazaleko melanoma minbizi mota erasokorrenen artean dago metastasirako joera handia 

izateagatik (Eddy & Chen, 2020). Testuinguru honetan, bereziki garrantzitsua da gaixotasunaren 

hasierako faseak eraentzen dituzten prozesuak ulertzea. Larruazaleko melanomari lotutako 

fibroblastoak (ingelesezko MAF, melanoma associated fibroblasts) mikroingurune tumoraleko 

zelula ugarienak dira eta beraiek jariatutako molekulak hantura kronikoa eta fibrosia iraunarazteaz 

arduratzen dira (Avagliano & Arcucci, 2022). Hori horrela, interesgarria litzateke jariatutako 

CEMIPek melanoman izan dezakeen eragina aztertzea.  

2. Ikerketaren helburuak

Ikerketa proiektu honen helburu nagusia da CEMIPek mikroingurune tumoraleko zeluletan, 

zehazki fibroblastoetan, betetzen duen funtzioa aztertzea eta bereziki, larruazaleko melanomaren 

testuinguruan izan dezakeen eragina deskribatzea.  

3. Ikerketaren muina

3.1. Azaleko fibroblastoen migrazioa zelula barneko CEMIP mailaren araberakoa da 

CEMIPek azaleko fibroblastoen migrazioan betetzen duen funtzioa aztertzeko Detroit551 zelula-

lerroa erabili zen. Zelulak interferentziazko RNA txikiekin (siRNA) tratatu ziren 24 orduz eta 

beste 24 ordu ondoren (hazkuntza medio hutsean serumik gabe) isilarazpena proteina mailan 

baieztatu zen western plapaketa bidez. Esperimentuak CEMIPen aurkako 2 siRNArekin 

(siCEMIP1 eta siCEMIP2) burutu ziren, lortutako emaitzen sendotasuna bermatzeko. Aldi berean, 

zaurien sendaketa entsegua burutu zen: entsegu honetan, zelulen monogeruza batean zauri bat 

egin (200µl-ko puntekin) eta horren azaleraren murrizpena (“sendaketa”) behatzen da denboran 

zehar. CEMIPen behin behineko isilarazpenak larruazaleko fibroblastoen migrazioa murrizten 

zuela behatu zen (1. irudia). 

1.irudia. CEMIPen isilarazpenak larruazaleko fibroblastoen migrazio ahalmena murrizten du.

Detroit551 zelulak siCEMIP1 eta siCEMIP2-rekin transfektatu ziren eta hauen migrazio ahalmena aztertu 

zen. a) Proteina mailan CEMIPen isilarazpena baieztatu zen. Karga kontrol moduan α-tubulina proteina 

erabili zen. b) Zaurien sendaketa entseguak azaltzen du CEMIPen isilarazpenak migrazioa murrizten 

duela 6, 8 eta 10 orduetara. Bi esperimentu independenteren batez besteko emaitza eta desbideraketa 

estandarra adierazten da, bakoitza hiru erreplika teknikorekin. Esangarritasun estatistikoa siKTRLrekiko 

(*) p<0,05 bezala adierazten da. 
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Literaturaren arabera, histaminak zein TGF-β1ek, hanturari lotutako bitartekariek alegia, 

CEMIPen adierazpena igo edo inhibitzeko ahalmena dute, hurrenez hurren (Liu et al., 2023; 

Nagaoka et al., 2015). Testuinguru honetan, histaminak eta TGF-β1-ek fibroblastoetan duten 

eragina aztertu zen; zehazki CEMIPen mailan eta migrazio-ahalmenean. Histaminak CEMIP 

mailaren gorakadari lotutako migrazioa eragiten zuen bitartean, TGF-β1ek CEMIPen 

adierazpenaren beherakada eragin zuen migrazio-ahalmena murriztearekin batera (2.irudia).   

2.irudia. Histamina eta TGF-β1ek eragin kontrajarria dute zelula barneko CEMIPen

adierazpenean zein azaleko fibroblastoen migrazio-ahalmenean.  Detroit551 zelulak histamina 

(10µM) edo TGF-β1ekin (10ng/ml) tratatu ziren 24 orduz. Histaminak CEMIPen gorakada eragiten du eta 

TGF-β1ek, ordea, proteina kopuruaren murrizpena eragiten du a) RNAm mailan zein b) proteina mailan 

(α-tubulina karga kontrol moduan). d) Histaminak induzitutako CEMIPen gainadierazpenak migrazioa 

bultzatzen du eta TGF-β1ek migrazioa inhibitzen du. a) zein d) irudietan bi esperimentu independenteren 

batez besteko emaitza eta desbideraketa estandarra adierazten da, bakoitza hiru erreplika teknikorekin. 

Esangarritasun estatistikoa siKTRLrekiko (*) p<0,05 bezala adierazten da.  

Histaminak eragindako mugikortasuna CEMIPen adierazpenarekin erlazionatuta dagoen 

ikertzeko, Detroit551 zelulak siRNA eta histaminarekin tratatu ziren. Histaminaz tratatutako 

fibroblastoetan siRNA bidez CEMIP maila jaisteak (3a irudia) horien migrazio-ahalmena 

murriztu zuen (3b irudia); beraz, emaitza hauek histaminaren efektua, neurri batean, zelulako 

CEMIP mailaren araberakoa zela iradokitu zuten (3.irudia).  

3.irudia. Histaminak eragindako migrazio igoera CEMIP-mailaren araberakoa da. Detroit551

zelulak siRNArekin transfektatu (24h) eta histaminarekin (10µM) tratatu ziren beste 24 orduz. CEMIP 

proteinaren maila eta horrek migrazioan duen eragina aztertu ziren western plapaketa eta zaurien 

sendaketa entseguen bidez, hurrenez hurren.  a) Histaminak CEMIPen maila igotzen du zeina siCEMIP 

bidez histamina gabeko siKTRL egoeraren parera murrizten den. Karga kontrol bezala α-tubulina erabili 

zen. b) siCEMIP bidezko CEMIP mailaren murrizpenak histamina-bidezko migrazio emendioa mugatzen 

du. Bi esperimentu independenteren batez besteko emaitza eta desbideraketa estandarra adierazten da, 
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bakoitza hiru erreplika teknikorekin. Esangarritasun estatistikoa siKTRL edo siKTRL + His (*) nahiz 

histaminarik gabeko laginekiko (#) p<0,05 bezala adierazten da. 

3.2. Azaleko fibroblastoek CEMIP jariatzen dute zelulaz kanpoko mediora eta horrek 

migrazioa erregulatzen du.  

CEMIP kanpo mediora jariatu daitekeela deskribatu izan da (Yoshida et al., 2014). Jariatutako 

CEMIPak zelula barneko CEMIP mailarekin zein zelulen portaerarekin izan zezakeen harremana 

aztertzeko asmoarekin, larruazaleko fibroblastoak histaminarekin tratatu ziren (24 ordu) eta 24 

ordu ondoren medioaren edukia aztertu zen. Histaminak zelula barneko CEMIP maila ez ezik, 

jariatutakoa ere emendatu zuen. Medio hori, medio kondizionatua (MK), jaso eta beste fibroblasto 

batzuei gehitu zitzaien; CEMIPen aberatsagoa zen MKak fibroblastoen migrazio-ahalmena 

bultzatu zuen (4.irudia).  

4.irudia. Kanpo mediora jariatutako CEMIP gai da larruazaleko fibroblastoen migrazio-ahalmena

erregulatzeko. Detroit551 (D551) zelulak histaminarekin (10µM) tratatu ziren 24 orduz eta beste 24

orduz inkubatu ziren medio hutsean. a) Histaminak zelularen CEMIP maila igotzen du 24 ordutara eta 24 

ordutara oinarrizko mailara itzultzen da. Zelulako lisatuen karga kontrol moduan α-tubulina proteina 

erabili zen. Ponceau gorri bidezko irudia MK laginentzako karga kontrol moduan (mintzeko proteina 

guztiak markatzen ditu). b) Histaminak induzitutako CEMIP jariatua duen medioak (MK) migrazioa 

bultzatzen du 6 eta 8 orduetara. Hiru esperimentu independenteren batez besteko emaitza eta 

desbideraketa estandarra adierazten da, bakoitza hiru erreplika teknikorekin. Esangarritasun estatistikoa 

EMEM medio bakunarekiko (*) p<0,05 bezala adierazten da. 

3.3. Melanoma zelulek CEMIP jariatzen dute zelulaz kanpoko besikuletan eta horrek 

migrazioa induzitzen/bultzatzen du larruazaleko fibroblastoetan.  

Arestian aipatu bezala, minbiziaren testuinguruan CEMIPen funtzioa jatorri epitelialeko zenbait 

minbizietan deskribatu da batik bat, eta zelulaz kanpoko besikulen (ZKB) bidez estromako 

zelulen portaera eragin dezakeela frogatu da. Melanomari dagokionean, ez dago ikerketarik. 

Hortaz, CEMIP proteinaren maila aztertu zen melanozito eta melanoma zeluletan zein horiek 

jariatutako ZKBetan. Kultibo medioko ZKBak ultrazentrifugazio diferentzialaren bidez isolatu 
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ziren eta MISEV (Minimal Information for Studies of Extracellular Vesicles) gida eredutzat hartu 

zen beraien karakterizazioa burutzeko (Théry et al., 2018); hala, ZKBen markatzaileak diren CD9 

eta CD63 presentziak, kalnexinaren (ZKB txikietan jariatzen ez den proteina) ausentziak (5a 

irudia), kriomikroskopia (Crio-EM) bidezko azterketa morfologikoak (5b) eta NTA (ingelesezko 

Nanoparticle Tracking Assay) bidezko partikulen karakterizazioak (5d) baieztatu zuten 

isolatutako frakzioak tamaina txikiko (<200 nm) ZKBtan aberatsak zirela. Emaitzen arabera, 

melanozitoek ez dute CEMIP proteina adierazten; melanoma zelulek, ostera, proteina adierazi eta 

ZKBetan jariatzen dute.  

5.irudia. Melanoma zelulek, baina ez melanozitoek, CEMIP adierazi eta jariatzen dute ZKBetan.

Melanozito (HEMn-LP, HEMn-MP), melanoma primario (A375, MelHO) eta melanoma metastasiko 

(COLO-800, A2058) zelula lerroen CEMIP maila (zeluletan zein ZKBetan) aztertu zen. a) CEMIP 

proteina melanoma zeluletan eta ZKBetan soilik adierazten da. Karga kontrol bezala β-aktina zeluletan. b) 

Crio-EM mikroskopia (eskala 200 nm) eta d) NTA bidez karakterizatu ziren. ZKBek <200 nm-ko 

diametroa azaldu zuten.  

ZKBetan garraiatutako CEMIP proteinaren funtzioan sakontzeko asmoarekin, proteina modu 

egonkorrean isilarazi zen (zelula zein ZKB mailan) COLO-800 zelula-lerroan shRNA 

(ingelesezko short hairpin RNA) bidez (6a eta 6b irudiak). Ondoren, lerro zelular horietatik 

eratorritako ZKBek fibroblastoen (Detroit551) migrazio-ahalmenaren gain izan zezaketen eragina 

aztertu zen zaurien sendaketa (6d) eta Boyden kameratxoetan (6e) oinarritutako entseguetan, 

zeinetan, funtsean, zelulek porodun mintz bat zeharkatu behar duten. Entsegu honetan, denbora 

puntu batean, mintza zeharkatu duten zelulak kontatzen dira. ZKBek, orokorrean,  migrazioa 

bultzatu zuten kontrolarekin alderatuz (ZKB gabe trataturiko fibroblastoak). Gainera, ZKBetako 

CEMIP kantitatearekin loturiko ezberdintasunak ere antzeman ziren; izan ere, ZKB kontrolekin 

(shKTRL1 eta shKTRL2) trataturiko fibroblastoek migrazio-ahalmen emendatua azaldu zuten 

ZKB isilduekin (shCEMIP1 / shCEMIP2) konparatuta. Hortaz melanoma zelulek jariatutako ZKB 

barneko CEMIPek fibroblastoen migrazio-ahalmenean eragiten du.  
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6.irudia. Melanoma jatorria duten ZKBek larruazaleko fibroblastoen migrazioa induzitzen dute

CEMIP kantitatearekiko mendekotasuna azalduz. COLO-800 zelula lerroa shRNArekin transfektatu 

zen CEMIP proteinaren adierazpena isilarazteko. Detroit551 zelulak melanoma jatorria duten ZKBekin 

inkubatu ziren zaurien sendaketaren zein Boyden kameratxoen entseguetan migrazio ahalmena aztertzeko. 

CEMIP proteina isilarazi zen a) RNAm mailan eta b) proteina mailan. Karga kontrol bezala α-tubulina 

erabili zen.ZKB tumoralekin inkubatutako zelulek migrazio ahalmen emendatua azaldu zuten d) zaurien 

sendaketa (10h) eta e) Boyden kameratxoen (28h) entseguetan, tratatu gabekoekin alderatuz. ZKBekin 

inkubatutakoen artean, ZKBen CEMIP mailarekiko mendekotasuna antzeman zen. Hiru esperimentu 

independenteren batez besteko emaitza eta desbideraketa estandarra adierazten da, bakoitza hiru erreplika 

teknikorekin. Esangarritasun estatistikoa EMEM medio bakunarekiko (*) edo shKTRL1-ekiko (*)  

p<0,05 bezala adierazten da.  

4. Ondorioak

Lan hau CEMIP proteinak azaleko fibroblastoengan duen eraginean fokatu da. Emaitzek 

frogatutakoaren arabera, CEMIP proteina garrantzitsua da fibroblastoen mugikortasunean; 

hanturarekin erlazionatutako bitartekariak (histamina, TGF-β1) gai dira fibroblastoen CEMIP 

maila erregulatzeko eta honen bitartez, zelula horien migrazio-ahalmena mugatzeko. Zelula 

barneko CEMIP mailak ez ezik, kanpo mediotik jasotako CEMIP proteinak ere eragina du zelula 

ituen mugikortasunean, zeinak berebiziko garrantzia izan dezakeen melanoma bezalako tumoreek 

mikroingurunea eraldatzeko duten ahalmenean.  

5. Etorkizunerako planteatzen den norabidea

Zelula barneko CEMIPek larruazaleko fibroblastoen migrazioan duen eragina deskribatu dugun 

arren, argitzeke dago oraindik gertaera horren atzean dagoen mekanismo molekularra, baita 

fibroblastoen aktibazio prozesuan CEMIPek izan dezakeen funtzioa ere; esaterako, CEMIPek 

induzitutako adierazpen profila, tumorearen inbasio-, angiogenesi- zein proliferazio-ahalmenean 

duen eragina edo MEren osotasunari lotutako aldaketak. Era berean, melanomaren testuinguruan 

ZKBtako CEMIPek duen eraginaren deskribapen sakonagoa funtsezkoa da.  
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