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Resumen

Las microvesiculas son pequefias estructuras liberadas por las células al medio extracelular en
respuesta a mediadores inflamatorios, activacion celular y apoptosis. Estas vesiculas son de gran
interés debido a su posible papel como biomarcadores en diversas patologias. Estudios previos
demuestran que las MVs se encuentran incrementadas en sangre en pacientes con esclerosis
maultiple y que pueden contribuir a la progresién de la enfermedad. Para determinar los posibles
mecanismos responsables de dicho efecto es necesario conocer su composicion. En base a esto,
el objetivo de este trabajo es optimizar un método de aislamiento y realizar la caracterizacion
proteica de las MVs de pacientes con esclerosis multiple mediante técnicas protedmicas. Se han
comparado dos protocolos de aislamiento, la ultracentrifugacion y un kit comercial de
precipitacion de exosomas con el fin de esclarecer cuél resulta més eficaz. Ademas, se ha
llevado a cabo un estudio de la integridad, didmetro y concentracién de las vesiculas aisladas
por ambos métodos mediante microscopia electrénica, DLS y Nanosight. Se ha observado que
el kit comercial resulta mas eficiente en cuanto al nimero de vesiculas precipitadas por volumen
inicial de muestra que el método de ultracentrifugacion. El uso de este método implica una
precipitacion &cida de proteinas previa a la electroforesis, no descrita en el protocolo comercial.
Ademas el proceso de digestion de la proteinasa K resulta insuficiente para eliminar la
contaminacion de proteinas solubles, a pesar de haber incrementado su tiempo de incubacion.
En conclusidn, para llevar a cabo un estudio proteémico, el método de aislamiento mas efectivo
en cuanto a pureza de la muestra, seria una ultracentrifugacioén. Dado que el kit comercial es
mas eficiente en cuanto a nimero de vesiculas aisladas seria conveniente combinar este método
con métodos adicionales de purificacion con el fin de obtener una muestra éptima para el
estudio protedmico.

Abstract

Microvesicles (MVs) are small structures released into the extracellular medium by the cells in
response to inflammatory mediators, cell activation and apoptosis. These vesicles are so
interesting due to their potential role as biomarkers in different pathologies. Previous studies
show that MVs are increased in blood in patients with multiple sclerosis (MS) and may
contribute to the progression of the disease. To determine the possible mechanisms responsible
for this effect is necessary to characterize its composition. Based on this, the objective of this
study is to optimize a method of MVs isolation from MS patients to determine their protein
composition using proteomic techniques. We compared two isolation protocols,
ultracentrifugation and a commercial kit of exosomes precipitation in order to clarify which is
the most effective. In addition, a study of integrity, diameter and concentration of vesicles
isolated by both methods was carried out using electron microscopy, DLS and NanoSight. It has
been observed that the commercial kit is more efficient than the ultracentrifugation method, in
terms of the number of vesicles precipitated by initial sample volume. This method implies an
acidic protein precipitation, prior to electrophoresis, which is not described in the commercial
protocol. Furthermore the process of proteinase K digestion is insufficient to remove
contaminating soluble proteins, despite their increased incubation time. In conclusion, to
perform a proteomic study, the most effective isolating method to get the highest purity of the
sample would be ultracentrifugation. Since commercial kit is more efficient in terms of the
number of isolated vesicles, this method should be combined with additional purification
methods in order to obtain an optimal sample for the proteomic study.
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1. Introduccion

1.1. Microvesiculas como biomarcadores de enfermedad y su papel en la

progresion de las mismas

Las microvesiculas (MVs) son pequefias estructuras de entre 0,1 y 1,5 um de didmetro
conformadas por una bicapa lipidica y liberadas al medio extracelular por diferentes tipos
celulares. Las MVs pueden ser detectadas en diferentes fluidos biol6gicos (sangre, orina, liquido
cefalorraquideo, lagrimas, saliva, liquido sinovial, etc), siendo las MVs mas abundantes en
plasma las que provienen de las plaquetas (64%) y de las células endoteliales (17%), seguidas
de los granulocitos y eritrocitos (12% y 7% respectivamente) [1].

Se han llevado a cabo diversos estudios sobre la composicion de las MVs [2,3,4]. Estos estudios
revelaron la presencia de fosfolipidos, como fosfatidilcolina, esfingomielina y
fosfatidiletanolamida en la membrana de estas MV. En su superficie ademas presentan proteinas
de la membrana celular de la célula parental, lo que permite su identificacion. Estan presentes
moléculas de adhesion celular como selectinas e integrinas y moléculas de la respuesta inmune
como HLA y receptores de citoquinas entre otras. Ademas, las MVs portan en su interior ARN
mensajero (MARN), microARN (miARN) y proteinas citoplasmaticas [2].

La clasificacion de las MVs se basa en la determinacion del tamafno de las mismas, la velocidad
a la que sedimentan, su biogénesis (figura 1) y su composicién proteica. Thery y colaboradores
[5] establecieron la siguiente clasificacion segln el tamafio y proceso de formacion:

- Los exosomas, son aquellos derivados de endosomas multivesiculares o cuerpos
multivesiculares (MVE) que tras la fusion de su membrana con la membrana celular
(exocitosis) se liberan al compartimento extracelular. Su principal caracteristica es su
pequefio tamafio. Su diametro varia de 50 a 100 nm, [6] y pueden ser aislados mediante
ultracentrifugacion a 100000g.

- Las vesiculas mayores de 100nm de tamafio, secretadas tras su formacion a partir de las
membranas plasmaticas se han denominado de diversas maneras: microvesiculas,
microparticulas, exovesiculas o ectosomas. Sedimentan por centrifugacién a 10000g y
caracteristicamente se unen a la anexina V (AnxV).

- Los cuerpos apoptoticos, mayores de 1,5 um, son formados en la etapa tardia de la
apoptosis celular a partir de la fragmentacion de la membrana plasmética. Pueden
aislarse mediante centrifugacion a 1200g, 10000g o 100000g, debido a su
heterogeneidad en morfologia y tamafio.

Sin embargo, la tendencia actual es denominar al conjunto de vesiculas (tanto exosomas como
microparticulas) como “microvesiculas extracelulares”, nombre que utilizaremos para

referirnos a ellas a lo largo del presente trabajo.
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Figura 1. Mecanismos de formacion y liberacion de los distintos tipos de MVs de
membrana. Fuente: Modificado de Thery et al [5]

Entre otras funciones, las MVs estan implicadas en la activacion, inhibicién y diferenciacion
celular, la induccién de la apoptosis, la diferenciacion de monocitos, la presentacién antigénica
a las células T, y la estimulacion de la actividad reguladora de células CD4" [2]. Estas y otras
propiedades hacen que las MVs se hayan propuesto como buenos indicadores del estado de
inflamacién y como biomarcadores de diversas enfermedades [7]. Ademas se ha visto que las
MVs juegan un papel muy importante en la comunicacion intercelular [7,8], siendo los
siguientes mecanismos los mas estudiados [9]:

- De manera yuxtacrina, mediante la accion directa de proteinas de membrana de las MVs
sobre receptores de la célula diana desencadenado en ésta vias de sefializacion activadas
por dichos receptores.

- La MVs pueden fusionarse con la membrana de la célula diana. Con este mecanismo,
los componentes de la membrana de la MV son transferidos a la membrana de la célula
diana, y el contenido de la microvesicula, entre los que se encuentran proteinas, ARN
mensajero y microARN es vertido al interior de la célula diana.

- Las proteinas de membrana de las MVs pueden ser cortadas por proteasas. Los
fragmentos resultantes pueden actuar como ligandos para receptores de la superficie de
la célula diana.

- Por ultimo, las MVs pueden ser internalizadas mediante un proceso de fagocitosis.

Esta caracteristica apoya el posible interés de las MVs no s6lo como biomarcadores de distintas

patologias, sino por su posible implicacion en la progresion de las mismas.

Loreto Pérez Riesgo Pagina | 2



(&9’%
[i

AA Af

LYY i A A . ./ . . . . , .
nnmnnn Caracterizacion de la composicion proteica de microvesiculas circulantes 2014/2015
UNIVERSIDAD DE OVIEDO

\

De hecho en los dltimos afios se han publicado mdltiples evidencias acerca de la participacion
de dichas MVs en procesos patogénicos. Estos incluyen; enfermedades cardiacas o patologias
vasculares como la cardiopatia isquémica [10], la trombosis [11], o el ictus, factores de riesgo
cardiovascular como la diabetes mellitus [12] o la hipertension arterial, enfermedades
infecciosas como el VIH [13], enfermedades hematoldgicas, hipertension pulmonar, pre-
eclampsia durante el embarazo, enfermedades con un componente inmune como artritis
reumatoide[14], lupus eritematoso [14], el sindrome de Sjogren o la Esclerosis Multiple, y en el
cancer [15] entre otras. Todo ello nos permite reforzar la idea de la importancia de las MV en la
comunicacion intercelular, lo que nos ayuda a comprender mejor las enfermedades en las que
estan presentes, establecer marcadores diagnosticos o pronosticos, tener un seguimiento de la
enfermedad y encontrar posibles dianas terapéuticas.

Este trabajo en particular se centra en la caracterizacion de las MVs circulantes en sangre de

pacientes que sufren esclerosis multiple.

1.2. ¢Qué es la Esclerosis Multiple?

La esclerosis multiple (EM) es una enfermedad inflamatoria del sistema nervioso central
consistente en la aparicion de lesiones desmielinizantes, neurodegenerativasy crénicas. De
forma tipica, la EM suele debutar en adultos jovenes, preferentemente mujeres, de entre 20 y 40
afios de edad, causando secuelas que generan un gran impacto en el individuo y en la sociedad
constituyendo la segunda causa de discapacidad de origen neuroldgico. Los estudios
epidemioldgicos realizados en Espafia nos sitlian como una region de prevalencia media, siendo
los afectados en torno a 41-79 pacientes de cada 100.000 habitantes [16].

Esta enfermedad suele presentar un curso en brotes (exacerbacion de los sintomas
neurolégicos), forma conocida como remitente-recidivante (EMRR). Muchos de estos pacientes,
durante el curso de su enfermedad, presentaran un perfil evolutivo, con un aumento progresivo
de la discapacidad (forma secundaria progresiva) y aproximadamente un 15% de los pacientes
presentaran una acumulacion progresiva de la discapacidad desde el inicio (forma primaria
progresiva).

Se desconocen las causas que la producen aungue se sabe a ciencia cierta que hay diversos
mecanismos autoinmunes involucrados y se acepta que en el desarrollo de la enfermedad
participan factores ambientales, genéticos y epigenéticos. Hoy en dia se acepta que se debe a un
proceso inflamatorio mediado por células del sistema inmunoldgico [17]. Los linfocitos T
autorreactivos, atraviesan la barrera hematoencefélica (BHE) y acttan contra antigenos de la
mielina, causando la desmielinizacion del axon. Esto causa una neurodegeneracion que provoca
la aparicion de los sintomas clinicos, que en estados avanzados deja en segundo término la

inflamacion.
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Se ha propuesto que agentes infecciosos o patdgenos puedan ser factores de riesgo para
desarrollar una EM, como pueden ser una infeccion previa por el virus de Epstein Barr (VEB)
[18], la Chlamydia pneumoniae [19], el herpes virus humano tipo 6 (VHH-6) y el retrovirus
enddégeno humano (HERV) [20]. Como factores ambientales involucrados con la EM se han
identificado: la exposicion a la luz solar, el metabolismo de la vitamina D y el habito tabaquico
[21]. En cuanto a los factores genéticos, los casos de agregados familiares y los estudios
epidemioldgicos en gemelos monocigotos y en pacientes proximos demuestran claramente un
componente hereditario en la EM, sin un patron de herencia claro. Estudios de GWAS (genome-
wide association Study) en pacientes de EM y en controles, han permitido encontrar SNPs
(single nucleotide polymorphism) que parecen indicar la presencia de mas de 20 genes

relacionados con la enfermedad [22].

1.3. Antecedentes: Microvesiculas en la esclerosis multiple

En los altimos afos diferentes grupos han explorado el papel de las MVs en la EM. Minagar y
colaboradores [23] describieron por primera vez un incremento de las MVs de origen endotelial
en la EMRR. Posteriormente Sheremata y colaboradores [24] han demostrado una reduccion de
dichas MVs en respuesta al tratamiento con interferén beta. Ademas estudios in vitro con
vesiculas aisladas de células endoteliales evidenciaron su efecto favoreciendo la migracion de
monocitos [25]. Mé&s recientemente se ha descrito que MVs aisladas de pacientes con EM
promueven un incremento de la permeabilidad de la barrera endotelial en comparacién con las
aisladas de individuos sanos, lo que sugiere un posible papel activo de estas vesiculas en la

progresion de la EM [26].
La caracterizacion de la composicion proteica de las MVs puede aportar informacién sobre el

papel que desempefian en el proceso autoinmune e inflamatorio y por tanto abrir nuevas vias de

estudio poder comprender los mecanismos involucrados en la progresion de la enfermedad.
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2. Objetivos

El objetivo general de este trabajo es optimizar un protocolo de aislamiento de MVs para la
posterior caracterizacion de su composicion proteica.
Para ello el presente trabajo plantea los siguientes objetivos:

1. Comparar las caracteristicas de tamafio y pureza de las MVs obtenidas mediante el
aislamiento con el kit comercial “total exosome isolation reagent” de Invitrogen y la
técnica de ultracentrifugacion.

2. Explorar la posibilidad de mejorar el protocolo de aislamiento de microvesiculas
mediante el kit comercial

3. Realizar posteriormente la caracterizacion de la composicion proteica de dichas

microvesiculas mediante técnicas proteémicas.

Loreto Pérez Riesgo Pagina | 5
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3. Material y métodos

3.1. Materiales

Los anticuerpos policlonales de conejo anti caveolina-1 (IgG1l), anti-integrina-alfad (IgGl) y
anti-CD63 (IgGl) y los anticuerpos monoclonales de ratén anti-ICAM-1 (IgG1), anti-actina
(1gG1) y anti-Rac (IgG1) fueron adquiridos de Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA,
EE.UU.). El anticuerpo monoclonal de ratdn anti-Anexina-2 de fue adquirido a BD y los
anticuerpos secundarios generados en cabra conjugados con HRP y dirigidos contra ratén y
conejo se obtuvieron de Dako. La membrana de PVDF y las peliculas HyperfilmTM fueron
adquiridas a GE Healtcare Limited (Japdn). El kit de aislamiento de exosomas “Total exosome
isolation reagent” fue de Invitrogen (Life Technologies). La tripsina fue proporcionada por
Promega. EI DTT, procede de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EE.UU.), La acrilamida, los
marcadores de peso molecular para electroforesis en SDS-PAGE y productos quimicos
generales fueron adquiridos a Fisher Scientific.

3.2. Recogida vy procesamiento de las muestras

La sangre venosa se recogio en tubos Vacutainer de citrato sédico con una aguja de 21G. Las
muestras de plasma de pacientes y controles se centrifugaron a 1550¢g, 30 minutos a temperatura
ambiente, en los primeros 30 min post-extraccion. Posteriormente se realiz6 una centrifugacion
del sobrenadante obtenido a 3200g durante 30 min para eliminar restos celulares y plaguetas

(PFP). El PFP fue alicuotado y conservado a -80 ° C hasta su uso.

3.3.  Aislamiento de exosomas

Alicuotas de PFP se centrifugaron a 10.000g durante 20 min para proceder al aislamiento de los
exosomas por dos técnicas: ultra-centrifugacion y aglutinacion y precipitacion a baja velocidad.
En el caso de la ultracentrifugacion, se centrifuga la muestra diluida en PBS a 100.000 g y a
4°C durante 2 hr en una ultracentrifuga (Optima™ L-90K). Se descarta el sobrenadante
obtenido, el sedimento se resuspende en PBS y se realiza una segunda centrifugacion con los
mismos parametros para minimizar la contaminacion de proteinas solubles. Los exosomas son
resuspendidos en PBS y congelados a -80°C hasta su analisis.

En el caso del aislamiento por centrifugacion a baja velocidad se empleo el kit comercial “total
exosome isolation reagent” (Invitrogen) siguiendo las instrucciones del fabricante. Para
minimizar la contaminacion de proteinas solubles se probaron diferentes condiciones de
digestion con proteinasa K (10 y 20 min a 37°C y 10 min a 50°C) o preincubacién con proteina
AJ/G sefarosa durante 2h a 4°C para retener las inmunoglobulinas presentes en la muestra.

Finalmente el precipitado de exosomas fue resuspendido en PBS.

Loreto Pérez Riesgo Pagina | 6
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3.4. Determinacion del tamano y concentracion de las MVs

Microscopia Electrénica de Transmision

Para llevar a cabo la preparacion de la muestra se coloco una rejilla de cobre con pelicula de
carbono, sobre la una gota de suspension de exosomas durante 1 minuto. A continuacion se
realizaron 3 lavados consecutivos con agua destilada (miliQ) y el secado de la rejilla en papel de
filtro. La muestra contrastada con tincion negativa en acetato de uranilo al 2% durante 1 minuto
a temperatura ambiente y secada en estufa sin posteriores lavados. Las preparaciones fueron
analizadas con un microscopio electrénico de transmisién JEOL 1011 EX operando a 80Kv. Las
imagenes obtenidas con la camara del microscopio fueron procesadas utilizando el programa
Adobe Photoshop CS4.0.

Analisis mediante Dynamic Light Scattering (DLS)

Se obtuvo una estimacion del diametro de las vesiculas presentes en la muestras mediante
medida de la dispersion dindmica de luz (DLS) en muestras diluidas en PBS en una Zetasizer
(Malvern).

Cuantificacion de exosomas y determinacion de didmetro mediante Nanosight LM10

Las muestras a caracterizar mediante analisis de seguimiento de nano particulas (Nanoparticle
tracking analysis, NTA), fueron diluidas en HEPES a una dilucion 1:1000 y medidas con el
instrumento NanoSight LM10 (Malvern) con el fin de obtener la distribucién del tamafio y la

medicion de la concentracion de particulas en suspension liquida.

3.5. Precipitacion de proteinas con acido tricloroacético (TCA)

Para observar definidas las bandas de proteinas en la electroforesis se realiz6 una precipitacion
de proteinas con 4cido tricloroacético. Tras una incubacion de la muestra con TCA durante 30
min a 4°C, se centrifuga a la misma temperatura a 15000g durante 15 min. El sedimento
obtenido se lava en acetona fria y se centrifuga de nuevo durante 5 min. El precipitado de
proteina se redisuelve finalmente en tampdn de lisis (50 mM Tris-HCI pH 7.5, 150 mM NacCl,

0,1% SDS) para su analisis posterior.

3.6. Determinacién de la concentracion de proteinas por BCA

La cuantificacion de proteina total se realiza mediante el ensayo BCA (BCA Protein Assay Kit,

Pierce™), siguiendo las instrucciones del proveedor (Thermo Scientific).

3.7. Electroforesis en geles de poliacrilamida

Las muestras se diluyeron en PBS o tampdn de lisis y se hirvieron durante 5 minutos a 95°C en
presencia de un agente reductor, tampon Laemmli (2% SDS, 10% glicerol, 62.5 mM Tris-HCI

pH 6.8, 5% B-mercaptoetanol, 0.002% bromofenol, concentracion final). Las proteinas se
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separaron por electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE), del 10% 0 12% segln la

finalidad. Los geles fueron fijados y tefiidos con azul Coomassie (Blue Safe, BioRad).

3.8.  Western Blot

Tras la electroforesis, las proteinas se transfirieron a membranas de PVDF, en un sistema de
transferencia himeda. Las membranas se bloquearon con una solucion de leche en polvo al 5%
en TBS (20 mM Tris-HCI pH 7.5, 500mM NaCl), 0,05% Tween 20 (T-TBS) durante 1 hora.
Las membranas se incubaron con los anticuerpos primarios de interés 16 hr a 4°C seguido de
secundarios 1hr a temperatura ambiente. Las proteinas de interés fueron visualizadas mediante

una reaccion de quimioluminiscencia con el kit de deteccién ECL (Amersham).

3.0. Digestion triptica en gel y espectrometria de masas

Los exosomas obtenidos por las distintas técnicas fueron separados en geles de poliacrilamida
(SDS-PAGE) al 10%. Los geles fueron fijados y tefiidos con azul Coomassie (Blue Safe
BioRad) compatibles con la espectrometria de masas siguiendo las instrucciones del fabricante.
Las calles fueron cortadas en 11 bandas, lavadas en 50% acetonitrilo durante 5 min tres veces y
una vez con 100% acetonitrilo para su deshidratacion. Las bandas fueron secadas por
centrifugacién en vacio (Speed Vac). Los puentes disulfuro de las proteinas se redujeron por
incubacion con 10mM DTT a 50°C durante 45min, fueron modificadas por alquilacion con
50mM iodoacetamida (IAM) 1hora a temperatura ambiente en oscuridad. Tras realizar lavados
con 50% acetonitrilo y secar las bandas por centrifugacion en vacio fueron sometidas a
digestion con tripsina (Promega).

Los péptidos eluidos se analizaron mediante nano LC-MS/MS en un espectrometro de masas Q-
Trap (Applied Biosystems) acoplado a un nano-HPLC (nanoLC Ultimate, LC Packing, Dionex).
Los péptidos identificados fueron analizados con el motor de blsqueda MASCOT (Matrix
Science Ldt. V2.4.01) bajo la taxonomia Homo sapiens, seleccionando tripsina como enzima
para la digestién. La tolerancia de masa de fragmento fue fijada a £ 0,3 u.m.a (unidad de masa
atdmica). Se consideraron los péptidos con una puntuacion tal que el grado de identidad u

homologia resulta significativo (p>0,05).
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4. Resultados

4.1, Purificacion de exosomas de plasma humano

El aislamiento de los exosomas de fluidos bioldgicos presenta gran dificultad técnica pues la
fraccion de exosomas puede incluir otras vesiculas membranosas como pueden ser vesiculas
procedentes de membrana plasmatica o cuerpos apoptoticos e incluso proteinas solubles. Por
este motivo, y especialmente aquellos que se quieran emplear en estudios proteébmicos y
ensayos funcionales requieren una rigurosa purificacion.

En el presente trabajo los exosomas fueron aislados a partir de muestras de plasma de controles
sanos y pacientes con EM por dos técnicas diferentes: ultracentrifugacion a 100000g, 2 hr o
aglutinacién y subsiguiente precipitacion a baja velocidad (10000g) mediante el kit comercial

“total exosome isolation reagent” (Invitrogen).

Analisis inicial mediante electroforesis en geles de poliacrilamida vy tincion con Coomassie

En primer lugar nos propusimos determinar cual de los dos procedimientos es el dptimo para
estudiar la composicion proteica de las vesiculas. El aislamiento por aglutinacion incluye un
paso de digestion de proteinas solubles con proteinasa K, que podria suponer a priori una
ventaja frente al método de ultracentrifugacion.

Se procedid al aislamiento de vesiculas por ambos métodos. Las vesiculas aisladas fueron
lisadas en tampdn de lisis y la concentracién de proteina determinada por BCA. Diez
microgramos de cada muestra: PFP, sobrenadante del aislamiento del Kit, y lisado de proteinas
de exosomas fueron analizados por electroforesis en geles de poliacrilamida y tincién con
Coomassie, observandose un cambio en la movilidad electroforética de las proteinas tras el
empleo del reactivo del kit que impedia su correcta visualizacion (no mostrado). Por ello se
decidid incorporar un paso de precipitacién acida de proteinas con acido tricloroacético. De
modo paralelo se analizd el perfil de proteinas presente en 10 pg de lisado de exosomas
obtenidos mediante ultracentrifugacion de la misma muestra (figura 2).

Como se observa en la figura en el caso de vesiculas aisladas por aglutinacion las bandas
mayoritarias a 25, 50 y 75 KDa (posiblemente inmunoglobulinas y albimina) son mas
abundantes que en la muestra obtenida por ultracentrifugacion, lo que sugiere que el paso de
digestion con proteinasa K es insuficiente para la eliminacion de proteinas solubles en esta

preparacion.
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Figura 2. Comparacion de patrones electroforéticos en gel de poliacrilamida al 12%.
Diez ug de proteina de MVs aisladas en las condiciones indicadas fueron analizadas
mediante electroforesis en geles de acrilamida al 12% y las proteinas visualizadas por
tincion con Coomassie (sn 10000g: sobrenadante obtenido tras centrifugacion inicial
a 10000g; sn Aglu: sobrenadante final del kit comercial; Exo Algu: lisado de
exosomas aislados por aglutinacion; Exo Algu/TCA: lisado de exosomas aislados por
aglutinacion con posterior precipitacién con TCA; Exo Ultra: lisado de exosomas
aislados por ultracentrifugacion. Los marcadores de peso molecular en kDa se
muestran a la izquierda de la figura.

Dado que el objetivo final de este trabajo es la optimizacion del protocolo de aislamiento para el
analisis protedmico de los exosomas decidimos probar dos aproximaciones: intentar mejorar la
eficiencia de la digestion con proteinasa K y eliminar las inmunoglobulinas mediante pre-
incubacion con proteina A/G sefarosa.

El protocolo de la casa comercial propone una digestion con proteinasa K durante 10 minutos a
37°C. Optamos por comparar dicha condicién con una digestion a la misma temperatura pero
durante 20 min, asi como elevando la temperatura a 50°C, condicion habitual cuando se
persigue la digestion total de proteinas en una muestra (figura 3). La digestion a 50°C durante
10 min resulté en un importante descenso del contenido de proteina total de la muestra,
determinado por BCA pero sin diferencias en el patrén de bandas en comparacion con la
condicién de 37°C 10 min. En cambio el incremento del tiempo de digestion conllevd un
incremento en la intensidad relativa de las bandas de alto peso molecular respecto a las bandas
de 25, 50 y 75KDa. Dado que perseguimos principalmente la digestion, al menos parcial, de las
proteinas de estas bandas, asumiendo que son las correspondientes a las proteinas solubles
mayoritarias (cadenas pesadas y ligeras de inmunoglobulinas y albimina), esta condicién
supondria una mejoria respecto al protocolo original. No podemos descartar que parte de esta
sefial se corresponda a estas proteinas unidas a la superficie de las vesiculas y que, por tanto, no

sea posible lograr su eliminacién de la muestras de MVs.

Loreto Pérez Riesgo Pagina | 10



4

11

A R

b /8%
ﬁnﬁnh ﬂnﬁnh
66668/ 00b Caracterizacion de la composicién proteica de microvesiculas circulantes 2014/2015

UNIVERSIDAD DE OVIEDO

QQQQQ o 6;\7 - O
+S o N N
Wit o9 g¢ 0 ¢
S : \v
! -

10_

Figura 3. Electroforesis en gel de poliacrilamida de MVs aisladas mediante el kit
comercial: efecto de la digestion con proteinasa K. Diez ug de proteina de
sobrenadante obtenido tras centrifugacion inicial a 10000g (sn 10000g), sobrenadante
final del kit comercial (sn Exo) asi como lisado de exosomas obtenidos a tres
condiciones de incubacion de la proteinasa K; (50°C, 10 min), (37°C, 10 min) y
(37°C, 20 min) fueron analizados por electroforesis en gel de poliacrilamida al 12% y
las proteinas visualizadas por tincion con Coomassie. Las posiciones de las masas
moleculares estdndar (MPM) en kDa se muestran a la izquierda de la figura.

En cuanto a la preincubaciéon con proteina A/G sefarosa para retener las inmunoglobulinas
presentes en la muestra no se observaron diferencias significativas en el patron de proteinas en
las condiciones testadas (no mostrado).

En base a estos resultados decidimos continuar nuestro estudio comparando la condicién de

ultracentrifugacion con el aislamiento con el kit comercial modificando la digestion (37°C, 20

min) y sin pre-aclarado con proteina A/G sefarosa.

4.2. Caracterizacion de diametro y determinacion de la concentracion de las

vesiculas
Dado que hemos variado las condiciones de digestion de las muestras decidimos comprobar la
integridad de los exosomas aislados asi como medir su concentracion para poder determinar la
eficiencia de los métodos de aislamiento empleados. El estudio de la integridad, concentracion y

didmetro se llevo a cabo mediante microscopia electrénica, DLS y Nanosight.
1. Microscopia Electronica de Transmision

Los exosomas aislados mediante ultracentrifugacion (ULTRA) o aglutinacion (AGL) fueron

procesados segun se ha descrito en el apartado de métodos y las imagenes fueron adquiridas de
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un microscopio electrénico de Transmisién. Como se observa en la figura 4, las vesiculas son de
un tamarfio aproximado de 50-100 nm con vesiculas mas heterogéneas y de un tamafio mayor en
el caso del aislamiento por ultracentrifugacion.

Cabe destacar que partiendo de volimenes iguales de plasma de controles sanos (Ct) y pacientes
(MS) y con un protocolo similar se observa una concentracion mayor de vesiculas en el caso de
las muestras obtenidas en pacientes. Ademas, cuando las vesiculas son aisladas por aglutinacion
se observa un fondo més limpio indicando posiblemente una menor contaminacién de proteinas

solubles en la muestra.

Figura 4. Imagenes de MVs observadas a microscopia electrénica de transmisién (MET). MVs de
pacientes con esclerosis multiple (MS) y controles sanos (CT) observados a MET tras su aislamiento
mediante ultracentrifugacion (ULTRA) y aglutinacion (AGL).

Basandonos en las imagenes obtenidas concluimos que las vesiculas aisladas mediante

aglutinacién son mas homogéneas.
2. Dynamic Light Scattering (DLS)

El DLS proporciona informacion acerca de la distribucién de tamafios de las vesiculas

calculando el indice de dispersién (PDI) y el didmetro medio de las mismas. No aporta
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informacidn acerca de la concentracion pero si indica el pico mayoritario de la muestra, lo que
proporciona una aproximacion de la poblacion mas abundante de MVs. También podemos
obtener una idea de la calidad de la medida. Las muestras fueron diluidas en PBS y los
resultados obtenidos se recogen en la tabla 1:

Diametro (Promedio) 368,6 nm 711,5 nm
indice de dispersion 0,373 0,476
Diametro (Promedio) 63,11nm 51,08nm

indice de dispersion 0,242 0,228

Tabla 1: Resultados del analisis de MVs mediante DLS

CT MS

Size Distribution by intensity Size Distribution by Intensity

&
-3

ULTRA

Intensity (Percent

Intensity (Py

10000

Size Distroution by Intensity Size Distribution by Intensay

AGL

Per
ensity (Percer

Figura 5. Distribucién de tamafios por DLS. Caracterizacion por DLS de la distribucion de
tamafio y diametro medio de exosomas de controles sanos (CT) y pacientes con EM (MS)
aislados por ultracentrifugacién (ULTRA) y aglutinacion (AGL).

Como se muestra en la tabla 1 y la figura 5, en el caso de las muestras aisladas por aglutinacion
la muestra del paciente (MS) presentaba una dispersion de 0,228 y un diametro medio de
51,08nm mientras que la muestra del control sano (Ct) mostraba una dispersion de 0,242 y unos
exosomas de 63,11 nm de didmetro medio. En las muestras aisladas por ultracentrifugacion el
paciente presentaba un didmetro medio de 711,5 nm, casi el doble que el control sano, 368,6nm.
La dispersion de la muestra fue de 0,476 en el caso del paciente y de 0,373 en el caso del

control, ambas elevadas y consideradas indicativas de una muestra heterogénea y por tanto de
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baja calidad. Estos datos concuerdan con las observaciones en la caracterizacién por MET, que
mostraban una poblacion heterogénea de vesiculas en el caso de las aisladas mediante
ultracentrifugacion.

3. Nanosight LM10

El Nanosight LM10 de Malvern utiliza la tecnologia de andlisis de seguimiento de
nanoparticulas (NTA) con el fin de obtener una distribucién de tamafio y una medicion de la
concentracion de particulas en suspension liquida.

Se realiz6 una dilucion 1:1000 en HEPES de las muestras de exosomas aislados por
ultracentrifugacion y aglutinacion y se sometieron a analisis por dicho equipo (figura 6).

CT MS

Concentration (particles / ml)
Concentration (particles / ml)

1 101 20 o am 501 601 701 801 901
Size (nm)

AGL

oncentration (particles / ml)
Concentration (particles / ml)

o/

&5 P4

T T T T T T T
1 10 201 n 401 501 01 m 801

Size (nm)

101 201 301 401 '}}l 601 01 L 301
Size (nm)

Figura 6. Distribucion de tamafios por Nanosight. Caracterizaciéon mediante Nanosight LM10 de
la distribucion de tamafio y didmetro medio de exosomas determinados por ultracentrifugacion
(ULTRA), y algutinacion (AGL), en las muestras de controles sanos (CT) y pacientes de EM (MS).

Mediante esta técnica de nuevo se observa una poblacién con didmetros menores en el caso de
las vesiculas aisladas mediante aglutinacion frente a las obtenidas por ultracentrifugacion.
Ademas se obtuvieron concentraciones mayores para las muestras aisladas mediante el kit
comercial en comparacion con el método de ultracentrifugacion (Ct: 6.45x10™ + 5.87x10’ vs.
6.98x10" + 5.92x10" particulas/ml; MS: 6.70x10" #+ 3.06x10" vs 5.76x10™ # 3.59x10’
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particulas/ml). Ademas la dilucién de las muestras en H,O permitié observar que si bien la
concentracién no variaba de manera significativa (6.45x10" + 5.87x10" en HEPES vs.
5.20x10" + 3.38x10’ particulas/ml en H,0) el diametro aumentaba en el caso de las muestras
diluidas en agua, probablemente por fendmenos de 6smosis (figura suplementaria 1, Anexo).

Por tanto podemos concluir que el método de aglutinacion permite el aislamiento mas eficiente
de vesiculas que son ademas de un tamafio mas homogeneo, frente al método de
ultracentrifugacion, no pudiendo descartar que esta diferencia responda a fendmenos de fusion
de vesiculas durante el proceso de centrifugacion a alta velocidad. Ademas estas vesiculas no
son completamente inertes y varian su volumen en presencia de medios hipotdnicos, aunque

dichas condiciones no parecen afectar a la posible fusién de vesiculas, ya comentada.

4.3.  Analisis de la composicion proteica

Ademas de una morfologia caracteristica, se piensa que los exosomas tienen algo Unico en su
composicién proteica y lipidica que les proporciona rasgos adicionales para su identificacion
[26].

La descripcion del proteoma nos permite adquirir una imagen de todas las proteinas expresadas
en un momento dado en diversas condiciones fisiolégicas o patoldgicas, constituyendo una
herramienta fundamental a la hora de identificar nuevos biomarcadores. Los espectrometros de
masas permiten analizar la composicidn de diferentes elementos quimicos separando los nucleos
por su relacion masa-carga. A menudo estan acoplados con sistemas cromatograficos de gases 0
liquidos los cuales permiten la separacion e identificacion de los componentes de mezclas
complejas.

Por ello, se procedi6 finalmente a realizar el analisis proteémico de los exosomas aislados tanto
por ultracentrifugacion como por el protocolo modificado del kit comercial (digestién de 20 min
a 37°C).
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Figura 7. Electroforesis en gel de poliacrilamida para la digestion del Gel. 150 ug de
lisado de exosomas de dos muestras (MS1 y MS2) aisladas mediante ultracentrifugacién
(Ultra), se analizaron por electroforesis en 10% de poliacrilamida para la digestién
triptica. Cada calle fue cortada en 11 bandas indicadas mediante corchetes en el
margen derecho del gel. Las posiciones de las masas moleculares estdndar en kDa (PM)
se muestran a la izquierda de la figura. De modo similar se procedié con muestras
aisladas mediante el kit comercial

El analisis protedmico permiti6 la identificacion de proteinas principalmente solubles
(inmunoglobulinas, albumina, proteinas del complemento) aunque también, en algunos casos,
proteinas citoplasmaticas, aunque en ningln caso se consiguid la identificacion de proteinas de
membranas como las tetraspaninas (CD9, CD81 o CD63), comunmente utilizadas como
marcadores exosomales. Un ejemplo de los resultados obtenidos se muestra como tabla en el
apartado de Anexos. En cambio la presencia de CD63 y otras proteinas presentes en la
membrana de las MVs, como la integrina alfa-4 e ICAM-1 fueron detectadas mediante Western
Blot en 10 (g las mismas muestras (figura 8), lo que nos indica que si bien el aislamiento es
eficiente las sefiales detectadas en la espectrometria de masas para proteinas mayoritarias

impide la deteccion de otras proteinas de interés.
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Figura 8. Western blot de proteinas de membrana en MVs. 10 ug de lisado exosomal de
controles sanos (Ct) y pacientes de esclerosis multiple (MS) obtenidos por
ultracentrifugacion (Ultra) y aglutinacién (Agl) con incubacién de la proteinasa K durante
10 (10) y 20 minutos (207) , asi como lisados celulares de HUVECSs (células endoteliales de
vena umbilical humana) y linfocitos T (T cells) como controles positivos (CT cells), fueron
analizados por electroforesis en geles de poliacrilamida y Western blot para la deteccién de
las proteinas indicadas. o4-Integrina (04-INTG), ICAM-1, anexina-2 (ANX-2), CD63 vy
Caveolina-1 (CAV-1). Las posiciones de las masas moleculares estandar (en kDa) se
muestran a la izquierda de la figura.
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5. Discusion

En los Gltimos afos se ha desarrollado un gran interés por las microvesiculas (microparticulas y
exosomas), liberadas al medio extracelular en respuesta a mediadores inflamatorios, activacion
celular y apoptosis, debido a su valor como biomarcadores en diversas patologias [10-15].
Ademas, su posible implicacion en la progresion de enfermedades como la esclerosis multiple o
la aterosclerosis entre otras ha promovido numerosos trabajos, por su posible interés como

dianas terapéuticas [7,8].

En el caso concreto de la EM se ha descrito que los niveles de MVs de origen plaquetario se
encuentran incrementados en sangre de pacientes con EM [26,27]. MVs de origen endotelial
también se encuentran incrementadas en pacientes durante la exacerbacién de los sintomas
neuroldgicos [27]. Més recientemente se ha descrito un efecto diferencial de las MVs aisladas
de pacientes y de controles sanos en cuanto a la permeabilidad de la barrera endotelial [26].
Resulta de gran interés estudiar su composicion, tanto de proteinas como de acidos nucléicos,
para entender el mecanismo responsable de las diferencias y por consiguiente su implicacion en

la progresion de la enfermedad.

Existen diversos métodos de aislamiento de MVs descritos en diferentes fuentes bibliograficas
[28]. EI método de aislamiento tradicional es la ultracentrifugacion, un procedimiento que a
pesar de procesar un bajo nimero de muestras, consume un largo tiempo y requiere un equipo
costoso, no siempre disponible. Recientemente y debido al gran interés que ha suscitado el
campo, distintas compafiias han desarrollado métodos alternativos comercializando kits basados
en aditivos capaces de modificar la velocidad de sedimentacion de las MVs. Sin embargo, la
mayor parte de ellos estan enfocados principalmente a la cuantificacion posterior mediante
inmunoensayos (ELISA) o al aislamiento de miARNs. Las aplicaciones proteémicas no se

encuentran tan desarrolladas en este campo.

Puesto que el objetivo de este trabajo es llevar a cabo la caracterizacion proteica de las MVs, se
han comparado dos protocolos diferentes con el fin de determinar qué método de asilamiento
resulta mas eficaz. Los métodos utilizados han sido ultracentrifugacion y precipitaciéon a baja
velocidad mediante el kit comercial “reactivo de aislamiento total de exosomas” (Invitrogen).
Tras un analisis inicial mediante electroforesis en geles de poliacrilamida de las muestras de
MVs aisladas de plasma por ambos métodos, los resultados indican que el aditivo del kit
comercial modifica la movilidad electroforética de las proteinas por lo que es necesario afiadir
un paso de precipitacion de las mismas antes de la separacion electroforética, paso que no estaba

indicado en el protocolo proporcionado por la casa comercial.

Loreto Pérez Riesgo Pagina | 18



A
)

A ‘
nnhnn l\nﬂnh
66668/ 00b Caracterizacion de la composicién proteica de microvesiculas circulantes 2014/2015
UNIVERSIDAD DE OVIEDO

El preaclaramiento de la muestra, realizado con proteina A/G sefarosa, no ha permitido la
eliminacion efectiva de las inmunoglobulinas presentes en la muestra, al menos en las
condiciones testadas. Esto puede ser debido a una ineficiente unién de las inmunoglobulinas,
presentes en el plasma o a la temperatura y tiempo de incubacion probados, inmunoglobulinas
presentes en una elevada concentracion en la muestra (600-1.800 mg/100 mL en el caso de las

19G).

Por otra parte, los resultados obtenidos sugieren que la digestion de la proteinasa K a 37°C
durante 20 minutos es mas efectiva que la recomendada por el fabricante. Sin embargo, esta
digestion es parcial y el analisis de los datos obtenidos tras la digestién triptica en gel y el
analisis de los péptidos por nanoLC-MS/MS no permite una caracterizacion del proteoma de las
MVs, obteniéndose mayoritariamente la identificacion de proteinas solubles presentes en
plasma. La confirmacion de la integridad de las MVs mediante MET, de un tamafio en el rango
esperado mediante DLS y la determinacion de su concentracion por NTA asi como y la
confirmacion de la presencia de un marcador exosomal, CD63, mediante western blot el
alicuotas de las mismas muestras procesadas para el analisis mediante nanoLC-MS/MS indica
gue dichas proteinas solubles son las mayoritarias y efectivamente enmascaran las sefiales de
proteinas propias de las MVs, que por tanto no son identificadas y no a un deterioro de las MVs
durante el proceso de ultracentrifugacion o a una digestion parcial en el caso del empleo del Kit.
Hemos de tener en cuenta que, dado que se procesan para esta técnicas 150 ug de lisado de
MVs, la contaminacién de la muestra con proteinas solubles implicaria que estariamos
sobrevalorando la cantidad de muestra real de MVs. Aun asi no podemos descartar que parte de
esta aparente contaminacion de proteinas solubles sea en realidad sefial de proteinas solubles

unidas a la superficie de las MVs.

Seria posible abordar la optimizacion de este método mediante la combinacion de varios
procesos de preaclarado consecutivos, o incluso realizando este proceso tras la el aislamiento
de las MVs mediante el empleo del kit, punto del protocolo en el que la concentracion de las
inmunoglobulinas serd inferior. En cualquier caso se ha de tener en cuenta el posible uso de
electroforesis en dos dimensiones para el anélisis de las muestras. Asi, separando en una
primera dimension por punto isoeléctrico y una segunda dimension por peso molecular se
obtendria un patrén de puntos, cada uno de los cuales corresponderia a una Unica proteina, cuya
digestion triptica permitiria una identificacion inequivoca de la proteina pero incrementando de

manera importante la complejidad del procesamiento.
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Los resultados obtenidos durante la caracterizacion del tamafo, integridad y la determinacion
de la concentracion de MVs por diferentes técnicas han aportado datos adicionales de intereés.
Por una parte los datos obtenidos por DLS y Nanosight para las muestras aisladas por
ultracentrifugacion indican que se obtienen muestras mas heterogénea, con una distribucion de
tamafios que abarca un rango mas amplio (mayor dispersion en el caso del DLS) y que podria
indicar la presencia de vesiculas de mayor tamafio (por ejemplo cuerpos apopt6ticos) o incluso
que tenga lugar la fusion de vesiculas durante el procesamiento. En cambio, la muestra es mas
homogénea, y con un didmetro medio de particulas similar a los descritos en la bibliografia en el
caso de las muestras aisladas mediante el kit comercial. Esto debe de ser tenido en funcién del

uso final de las MVs aisladas (protedmica, analisis de microARNSs, estudios funcionales, etc.)

Por otra parte es importante tener en cuenta el efecto del medio de dilucion de las MVs tras su
aislamiento puesto que hemos observado un incremento importante en el didmetro medio de las
MVs cuando estas son resuspendidas en agua, frente a un medio isoténico como PBS o HEPES.
Es preciso indicar esto pues curiosamente la casa que comercializa el equipo Nanosight
recomienda realizar las medidas tras la dilucion de la muestra en agua. Es posible que, dado que
la aplicacion principal de este equipo es la medida de concentraciones —principalmente de
micro- o nanoesferas de materiales inertes- no se hayan tenido en cuenta posibles fenémenos

osmoticos factibles cuando se trabaja con vesiculas de membrana en medios hipotonicos.
Otro dato de interés obtenido durante nuestros estudios se refiere a la estabilidad de las MVs

puesto que medidas realizadas por Nanosight en muestras conservadas hasta una semana a 4°C

arrojaron datos similares.
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6. Conclusiones

1) El kit comercial resulta mas eficiente que el método de ultracentrifugacion en cuanto al

numero de vesiculas precipitadas por volumen inicial de muestra.

2) El uso del kit comercial requiere una precipitacion &cida de proteinas con TCA previa a
la electroforesis, no descrita en el protocolo comercial.

3) El proceso de digestion de la proteinasa K resulta insuficiente para eliminar la

contaminacion de proteinas solubles, incluso tras incrementar el tiempo de incubacién.

4) Para llevar a cabo un estudio protedmico, el método de aislamiento mas efectivo en
cuanto a pureza de la muestra seria la ultracentrifugacién., pero debido a la baja
eficiencia parece mas adecuado combinar el aislamiento mediante el kit comercial con

técnicas de purificacion adicionales.
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Anexos:

Figura suplementaria: Efecto del medio de dilucion en la distribucién de tamafios de las
MVs. Distribucion de tamafios de MVs de una muestra control determinados mediante NTA

(izquierda) y por DLS (derecha) diluidos en H,O (paneles superiores) o HEPES (paneles
inferiores).
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Tabla suplementaria: Ejemplo del listado de las proteinas identificadas por espectrometria de

masas en una muestra de lisado de exosomas aislados por ultracentrifugacion.

ReCES d L Nombre completo de la proteina IVI’a"sa Score I,\IQ Fle % d?
Proteina tedrica péptidos | Proteina
A2ZMG_HUMAN Alpha-2-macroglobulin 163188 2215 69 52
ALBU_HUMAN Serum albumin 69321 846 27 46
AMBP_HUMAN Protein AMBP 38974 59 3 17
AP2B1_HUMAN AP-2 complex subunit beta 104486 26 4 1
IAPOAL_HUMAN Apolipoprotein A-| 30759 305 7 28
APOL1_HUMAN Apolipoprotein L1 43947 64 1 6
IARLEA_HUMAN ADP-ribosylation factor-like protein 8A 21402 37 2 6
C1QB HUMAN Complement Clg subcomponent subunit B 26704 91 1 5
C1R_HUMAN Complement C1r subcomponent 80067 62 2 3
C1S_HUMAN Complement Cls subcomponent 76635 60 1 1
CABPA_HUMAN C4b-binding protein alpha chain 66989 131 3 6
CBLN4_HUMAN Cerebellin-4 21794 29 2 6
CDC16_HUMAN Cell division cycle protein 16 homolog 71609 24 3 4
CERU_HUMAN Ceruloplasmin 122128 98 4 8
CFAH_HUMAN Complement factorH 139005 112 7 8
CLUS_HUMAN Clusterin 52461 50 1 2
CO3_HUMAN Complement C3 187030 613 22 19
CO4A_HUMAN Complement C4-A 192664 224 7 5
CO4B_HUMAN Complement C4-B 192631 189 5 7
CO5_HUMAN Complement C5 188186 546 23 21
CO8G_HUMAN Complement component C8 gamma chain 22264 99 3 23
ERI2Z_HUMAN ERI1 exoribonuclease 2 77351 18 4 4
EST3_HUMAN Carboxylesterase 3 62242 29 1 5
F13B_HUMAN Coagulation factor XIII B chain 75461 41 2 3
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C6I:. iogtt::;inzla Nombre completo de la proteina t::;'is:a Score pt::t;ideos P:}Gt:?na
FCN2_HUMAN Ficolin-2 33980 85 3 15
FCN3_HUMAN Ficolin-3 32882 122 6 24
FIBA_HUMAN Fibrinogen alpha chain 94914 915 36 30
FIBB_HUMAN Fibrinogen beta chain 55882 1096 39 61
FIBG_HUMAN Fibrinogen gamma chain 51479 412 16 51
FINC_HUMAN Fibronectin 262460 1758 60 31
GELS_HUMAN Gelsolin 85644 87 2 3
HBB_HUMAN Hemoglobin subunit beta 15988 83 3 24
HPT_HUMAN Haptoglobin 45177 93 7 12
HPTR_HUMAN Haptoglobin-related protein 39005 112 7 19
HRG_HUMAN Histidine-rich glycoprotein 59541 24 1 3
HV305_HUMAN Ig heavy chain V-1l region BRO 13218 96 1 15
HV310_HUMAN lg heavy chain V-Ill region 13557 50 1 13
IGHA1 _HUMAN lg alpha-1 chain C region 37631 139 3 9
IGHA2Z_HUMAN lg alpha-2 chain C region 36503 100 3 9
IGHG1_HUMAN lg gamma-1 chain C region 36083 337 13 34
IGHG2_HUMAN lg gamma-2 chain 35878 68 13 11
IGHG3_HUMAN lg gamma-3 chain C 41260 151 13 16
IGHG4_HUMAN lg gamma-4 chain C region 35918 83 2 7
IGHM_HUMAN lg mu chain Cregion 49276 203 7 21
1GJ_HUMAN Immunoglobulin J chain 18087 58 1 9
IGKC_HUMAN Ig kappa chain C region 11602 373 11 80
IGLLS_HUMAN Immunoglobulin lambda-like polypeptide 5 23049 137 6 22
IMPA2 _HUMAN Inositol monophosphatase 2 31301 22 1 4
ITIHL_HUMAN Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H1 101326 120 3 4
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Ct:t:iogtt:;:;la Nombre completo de la proteina t:((l;:"is:a Score ptl::t;i deos Pr‘ft:?na
ITIH2_HUMAN  Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H2 106397 111 4 7
ITIH4_HUMAN  Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H4 103293 84 2 3
KV201 _HUMAN Ig kappa chain V-1l region Cum 12668 63 1 11
KV307_HUMAN Ig kappa chain V-1l region GOL 11823 206 3 48
KV402_HUMAN Ig kappa chain V-1V region Len 12632 154 4 23
LAC1_HUMAN  Iglambda-1 chain C regions 11341 199 9 74
LAC2_HUMAN  Iglambda-2 chain C regions 11287 152 6 46
M3K6_HUMAN Mitogen-activated protein kinase kinase kinase 6 142506 18 1 0
MED1_HUMAN Mediator of RNA polymerase Il transcription subunitl 168373 24 2 1
MUCB_HUMAN Ig mu heavy chain disease protein 43030 117 7 26
NR2E3_HUMAN Photoreceptor-specific nuclear receptor 44663 33 1 3
PAIP1_HUMAN Polyadenylate-binding protein-interacting protein 1 53491 18 1 1
PLMN_HUMAN Plasminogen 90510 221 7 13
POLH_HUMAN  DNA polymerase eta 78364 30 3 1
RET4_HUMAN  Retinol-binding protein 4 22995 47 1 8
RNAS1 HUMAN Ribonuclease pancreatic 17633 25 2 20
S2538 HUMAN Solute carrier family 25 member 38 33544 26 3 5
SPB1_HUMAN  pre-rRNA processing protein FTSJ3 96499 21 1 2
THRB_HUMAN  Prothrombin 69992 59 3 7
TRFE_HUMAN  Serotransferrin 77014 232 9 18
TTHY_HUMAN  Transthyretin 15877 130 3 38
VTNC_HUMAN  Vitronectin 54271 49 1 3
VWF_HUMAN  Von Willebrand factor 309058 333 11 6
YETS2_HUMAN YEATS domain-containing protein 2 150688 28 1 1
YETS4 HUMAN YEATS domain-containing protein 4 26483 32 1 3




