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4. RESUMEN

El diagndstico del cancer ha aumentado en las ultimas décadas y su mortalidad debido a
la metéstasis crece mundialmente. Las vesiculas extracelulares (VE) contribuyen a la
comunicacion celular normal y patoldgica, como en el céncer, llevando moléculas
bioldgicamente activas (proteinas, lipidos y acidos nucleicos, entre otros) hacia células
receptoras. En VE de pacientes con melanoma metastasico se ha detectado la proteina
Caveolina-1 (CAV1), la cual se relaciona con un peor pronostico de la enfermedad. La
expresion de CAV1 en células de melanoma metastasico aumenta su capacidad migratoria
e invasiva, contribuyendo al proceso de metastasis, y esta demostrado que esos efectos
son dependientes de la fosforilacion de CAV1 en tirosina 14. Dado que en modelos
distintos al melanoma hay diferencias entre el contenido de VE provenientes de células
altamente metastasicas versus las menos invasivas, cobra interés la relacion entre la
presencia de CAV1 en las VE de tumores y su contenido. Por lo tanto, hipotetizamos que
las vesiculas extracelulares provenientes de lineas tumorales metastasicas que expresan
CAV1y su mutante Y14E aumentan la migracion e invasién de lineas tumorales debido a
la transferencia de proteinas que favorecen la motilidad celular. Para ensayar esta
hipétesis se aislaron VE mediante ultracentrifugacion desde las lineas celulares
B16F10wt, B16F10(Mock), B16F10(CAV1) y mutantes de CAV1l como
B16F10(CAV1/Y14F), mutacion en Y14 no fosforilable y B16F10(CAV1/Y14E),
mutacion en Y14 fosfomimética. Las vesiculas fueron caracterizadas usando
Nanotracking analisis y Western blotting. Células B16F10(Mock) fueron tratadas con VE
de lineas que expresan niveles bajos o altos de CAV1 o CAV1 mutado. Los efectos en las
células tratadas fueron determinados usando ensayos de migracién en transwell y
transmigracion endotelial. Se realizd un ensayo de internalizacion de VE marcadas
fluorescentes y se evaluo la cinética de captacion por las celulas tratadas. Se profundizé
en el contenido proteico de las VE mediante un analisis por protedmica shotgun.

Las vesiculas obtenidas mostraron caracteristicas de exosomas, vesiculas de origen

endosomal. El tratamiento con vesiculas provenientes de celulas que expresan CAV1 'y
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CAV1/Y14E indujo un aumento en la migracion y transmigracion de células
B16F10(Mock). En los ensayos de internalizacion se observo una mayor marca en células
tratadas con vesiculas con CAV1 a las 3 h, pero después de 24 h, la mayoria de las células
poseian marca, independiente del tipo de vesicula utilizada. Los analisis proteémicos
evidencian una riqueza amplia de proteinas relacionadas con migracion celular en las
vesiculas con CAV1 o CAV1/Y14E. Entre las proteinas de interés relacionadas con
eventos bioldgicos como migracién e invasion se encontraron enriquecidas
principalmente moléculas de adhesion celular. También es destacable el nidmero de
proteinas Unicas que se encuentran en las VE que poseen las distintas formas de CAV1,
con un gran numero de proteinas Unicas en VE CAV1/Y14E, sugiriendo la importancia
de CAV1y su forma fosforilada en el cargo de proteinas a las VE.

Estos hallazgos sugieren un importante papel de la CAV1y su fosforilacién en Y14 en la
definicién del contenido de las VE, favoreciendo la presencia de una gran variedad de
proteinas involucradas en procesos metastasicos. Por lo tanto, sera de gran interés
identificar los mecanismos por los cuales estas vesiculas promueven el desarrollo del

cancer.
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S. ABSTRACT

Cancer incidence worldwide has increased notably in recent decades and although some
improvements in treatment have been achieved, the disease essentially becomes incurable
once cancer cells disseminate from the primary tumor to distant sites in the body, in a
process referred to as metastasis. Thus, understanding the molecular underpinnings of this
process becomes essential to the development of potential treatments. In this context,
extracellular vesicles (EV) are receiving widespread interest because they participate in
both normal and pathological communication between cells, by serving as vectors for the
delivery of biologically active molecules, such as proteins, lipids, and nucleic acids,
among others. Interestingly, the detection of Caveolin-1 (CAV1) in EVs from patients
with metastatic melanoma is associated with a worse prognosis and disease outcome. In
addition, the expression of CAV1 in metastatic melanoma cells increases migration and
invasion, traits that favor metastasis, and these effects are dependent on CAV1
phosphorylation on tyrosine-14 (Y14). Establishing a connection between the presence of
CAVL1 in EVs from cancer cells and their content is of interest because EVs from highly
metastatic and non-metastatic cancer cells are known to differ considerably. Therefore,
we hypothesized that EVs from metastatic tumor lines that express CAV1 or the mutant
Y 14E increase the migration and invasion of tumor cell lines due to the transfer of proteins
that favor cell motility.

To evaluate this, EVs were isolated by ultracentrifugation from BI16F10wt,
B16F10(Mock), B16F10(CAV1), phosphomimetic B16F10(CAV1/Y14E), as well as
phosphor null B16F10 (CAV1/Y 14F) cells. EVs were characterized using Nanotracking
analysis and Western blotting. B16F10(Mock) cells were treated with EVs from cell lines
expressing low or high levels of CAV1 or mutated CAV1. The biological effects of EVs
in treated cells were determined using transwell migration and endothelial transmigration
assays. An internalization assay of fluorescently labeled EVs was employed to evaluate
the kinetics of EV uptake by cells. The protein content of these EV's was further analyzed
using shotgun proteomics.
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All vesicles obtained coincide in size characteristics and possess markers indicative of
their endosomal origin. Treatment with vesicles containing CAV1, increased migration
and transmigration of recipient B16F10(Mock) cells. In internalization assays, CAV1-
containing vesicles were initially taken up more rapidly (3 h), but after 24 h essentially all
cells were labelled independent of the type of vesicle being used. Proteomics analysis
revealed enrichment of proteins related to cell adhesion/migration in vesicles containing
CAV1 or CAV1/Y14E. Importantly, CAV1-containing EVs differed significantly from
Mock EVs. Moreover, EVs from CAV1/Y14E expressing cells, contained many unique
proteins, suggesting that CAV1 and particularly phosphorylation on tyrosine-14 are
critical in determining EV protein content. Future studies will seek to identify the precise
mechanisms by which CAV1 and particularly phosphorylation on tyrosine-14 modulate
EV content.

These findings uncover an important role for CAV1 and phosphorylation on Y14 in
determining the content of extracellular vesicles, enriching particularly for proteins
involved in metastasis-related processes. Therefore, it will be of great interest to identify
the mechanisms by which these vesicles promote effects that advance cancer

development.
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6. INTRODUCCION

6.1.  Céncery sus generalidades.

Actualmente, el cancer corresponde a la segunda causa de muerte en Chile y en el mundo,
pronosticandose que serd la primera causa de muerte en 15 afios mas. El cancer es la
consecuencia de un proceso multifactorial que involucra la acumulacion secuencial de
cambios genéticos y epigenéticos que llevan a la pérdida de una comunicacion adecuada
entre las células y su microambiente, y a la transformacion progresiva de células normales
en células altamente malignas (Hanahan and Weinberg, 2011). Una caracteristica que
adquieren las células tumorales, generalmente en fases mas avanzadas de la enfermedad,
es la metéstasis, que corresponde a la capacidad de las células de invadir otros tejidos
distintos al de origen. La metastasis involucra una serie de eventos como invasién local,
intravasacion, extravasacion y colonizacion del nuevo tejido huésped (Nguyen et al.,
2009). Estos eventos finalmente causan la muerte de aproximadamente un 80% de los
pacientes que padecen de cancer (Harlozinska, 2005). En este sentido, no solo es
importante considerar los eventos moleculares intracelulares que llevan a las células
tumorales a este comportamiento, sino también aquellos cambios que les permiten
comunicarse entre ellas y con su microambiente inmediato, facilitando el proceso de

invasion y metastasis.

Considerando la relevancia de la comunicacidn intercelular, en los Gltimos afios, un grupo
especifico de vesiculas extracelulares (VE), liberadas por las células tumorales y

denominadas exosomas han tomado gran relevancia en este proceso (Zhang et al., 2015).

6.2. Vesiculas extracelulares

Las VE corresponden a estructuras vesiculares secretadas por una gran variedad de

células. Estas VE se forman a partir de membranas en compartimentos intracelulares. Su
17



funcion esté relacionada con la eliminacion de componentes celulares como receptores en
el caso de los reticulocitos (Johnstone et al., 1987), y con otros procesos bioldgicos
incluidos en el cancer, como son la comunicacion y modulacién de procesos celulares en
células del microambiente tumoral (La Shu et al., 2018; Pfeiler et al., 2019), la preparacion
del nicho metastésico (Kahlert and Kalluri, 2013), los cambios en la respuesta inmune
(Czernek and Duchler, 2017), entre otras funciones. Una forma de clasificar esta gran
variedad de vesiculas es mediante su origen celular encontrando 2 clases predominantes

respecto a su importancia actual: exosomas y microvesiculas.

Los exosomas corresponden a VE pequefias de un tamafo incluido entre los 30 a 150
nanometros (nm), que se originan de estructuras intracelulares Ilamadas cuerpos
multivesiculares (CMV) (Johnstone et al., 1987) (figura I1A). Los CMV, una clase de
endosomas tardios, provienen de la ruta endocitica y se generan a partir de los endosomas
tempranos, los que aumentan su tamafio y forman gemaciones de su membrana con
contenido citoplasmatico Ilamados vesiculas intraluminares (VIL). Los CMV pueden
fusionarse con lisosomas, lo que lleva a la degradacion del cargo endocitado o pueden
fusionarse con la membrana plasmaética permitiendo el reciclaje de elementos endocitados,
como receptores de membrana. Las VIL pueden también liberarse al espacio extracelular
(Gould and Lippincott-Schwartz, 2009; Klumperman and Raposo, 2014). Entre los
mecanismos involucrados en la formacion de las estructuras VIL encontramos los
dependientes y los independientes de ESCRT (Complejo de clasificacion endosomal
necesarios para el transporte). ESCRT corresponde a una serie de complejos
multiprotéicos que entre sus funciones permiten: 1) marcar proteinas para su movilizacion
a dominios especificos para los CMV, 2) armar los microdominios y formar las
invaginaciones de la membrana endosomal y 3) escindir y liberar las VIL en el lumen
endosomal (Raiborg et al., 2003) Proteinas accesorias de este complejo como Alix y
TSG101 se usan como proteinas marcadoras de VE (Colombo et al., 2013). Los
mecanismos independientes de ESCRT incluyen aquellos relacionados a microdominios
de CMV enriquecidos en proteinas tetraspaninas como CD81, CD9 y CD63 (Buschow et
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al., 2009; Phuyal et al., 2014), entre otros, los cuales tienen interacciones con las proteinas
destinadas a VIL y son marcadores de mayor especificad respecto a su origen endosomal.
Otro mecanismo es aquel relacionado con el enriquecimiento de lipidos en la membrana
destinada a ser VIL, como el caso de ceramida y colesterol (Rappa et al., 2013), siendo
estos dominios similares a los descritos como balsas lipidicas encontradas en la membrana
plasmética. Posteriormente, estos CMV son transportados a la membrana plasmatica,
fusionandose ambas membranas. Debido a esta accion, las VIL son liberadas al espacio
extracelular pasando a denominarse exosomas (figura IA). Los exosomas pueden
transportar una serie de moléculas bioldgicamente activas, las que incluyen proteinas
(asociadas a membrana o solubles), lipidos y acidos nucleicos como DNA, mRNA vy
microRNA (miRNA o miR) (Colombo et al., 2014).

Otro tipo de VE de importancia son las microvesiculas (MV), VE formadas a partir de la
gemacion y fisién de la membrana plasmatica, los que antiguamente poseian diversos
nombres dependiendo del tipo o estado de la célula de donde se aislan (figura IB). Estas
vesiculas son mas heterogéneas desde el punto de vista del tamafio que los exosomas (50
a 1000 nm e incluso mas), sin embargo, en caracteristicas fisicas como en bioquimicas
comparten caracteristicas con exosomas, como elementos de la maquinaria ESCRT (Alix
y TSG101), por lo tanto, es complejo el proceso de separar ambas poblaciones de vesiculas
extracelulares mediante técnicas de ultracentrifugacion diferenciada y kits comerciales

que usan columnas de exclusion por tamafo.

Debido a esta dificultad, la Sociedad Internacional de Vesiculas Extracelulares dicta otra
forma de clasificar las VE obtenidas después de su aislamiento usando rangos de tamafio
(Théry et al., 2018) y el campo de estudio de vesiculas extracelulares se enfoca
actualmente en las VE pequefias, vesiculas de tamario inferior a los 200 nandmetros, las
cuales pueden obtenerse actualmente mediante técnicas de separacion usando

ultracentrifugacion diferenciada o kits comerciales.
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Figura I. Clases se vesiculas extracelulares segun su biogénesis. A) Las vesiculas
extracelulares provienen de distintas estructuras membranosas. Las microvesiculas
provienen a partir de la gemacién de la membrana plasmatica y los exosomas provienen a
partir de los cuerpos o endosomas multivesiculares que se fusionan con la membrana
plasmatica. B) Caracteristicas principales de las vesiculas exosomas y microvesiculas.
Modificado de (van Niel et al., 2018).
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6.3.  Vesiculas extracelulares en cancer y metastasis.

Esta clase de VE se han relacionado con procesos tanto fisiolégicos como patologicos
(Zhang et al., 2015). Asi, los exosomas han tomado real relevancia en cancer, donde la
produccion de estas vesiculas por parte de celulas tumorales pareciera favorecer el
desarrollo y metéstasis del tumor. Ejemplos destacables son la supresién de la respuesta
inmune (Czernek and Duchler, 2017) y el acondicionamiento del microambiente tumoral
cercano junto con la preparacién de tejidos lejanos, dando los cimientos para la futura
colonizacion por las células tumorales (Kahlert and Kalluri, 2013; Yang et al., 2017;
Zhang et al., 2015) . Modelos celulares que dan cuenta de esto son aquellos relacionados
con procesos de migracién, invasion y metastasis. Por ejemplo, modelos de
hepatocarcinoma, asi como cancer de mama humano muestran como el tratamiento con
VE proveniente de lineas altamente metastasicas es capaz de promover mayor migracion

en células tumorales de bajo poder metastasico (Campos et al., 2018; He et al., 2015)

Asi como hay una relacion entre el grado de avance del cancer y las caracteristicas
cualitativas y cuantitativas de los exosomas asociados, se ha encontrado también una
relacion entre la gravedad del cancer y la expresion de Caveolina-1 (CAV1), una proteina
importante en la sefializacion celular que aumenta en las células tumorales, siendo esto
evidente en modelos de cancer in vitro e in vivo (Nufiez-Wehinger et al., 2014).
Interesantemente, en pacientes con melanoma se ha observado que existen exosomas con
CAV1, donde la presencia de esta proteina, asi como el nimero de exosomas presentes en
la sangre se asocian con tumores mas agresivos (Senetta et al., 2013). Sin embargo, ain
gueda por conocer la funcion precisa de esta proteina en exosomas y su contribucion en
generar caracteristicas mas agresivas en células tumorales. Una posibilidad es que
mediante la transferencia de exosomas con CAV1 procedente de células metastasicas, los

exosomas entreguen caracteristicas de metastasis a las células tumorales.
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6.4. Caveolina-1.

Las caveolinas son proteinas integrales de membrana de 21-24 kDa que han sido descritas
como el principal componente funcional y estructural de las caveolas (Brown and London,
1998). CAV1 posee un dominio hidrofobico central entre los residuos 102 y 134 que se
inserta en la bicapa de membranas adoptando una conformaciéon similar a una horquilla.
Ademas, en su region N-terminal, adyacente al dominio hidrofébico, entre los residuos
82-101 se encuentra el dominio de andamiaje (CSD), responsable de las interacciones
entre CAV1 y numerosas proteinas de sefalizacion celular que poseen un dominio de
union a caveolina (CBD), tales como proteinas G heterotriméricas, H-Ras, tirosinas
quinasas de la familia Src, Proteina quinasa C (PKC), 6xido nitrico sintasa endotelial
(eNOS), el receptor del factor de crecimiento epidermal (EGF-R) y componentes de la
cascada p42/44 MAPK (Okamoto et al., 1998).

Debido a esto, CAV1 se ha visto implicada en una amplia variedad de funciones como
endocitosis, trafico de vesiculas, homeostasis de colesterol, regulacién del recambio de
proteinas, transporte y almacenaje de lipidos, sefializacion y muerte celular (Quest et al.,
2008). Sin embargo, es importante destacar que también existen interacciones de proteinas

con CAV1 que son independientes del dominio de andamiaje (ver mas adelante).

6.5. Caveolina-1 en migracién celular y metastasis.

CAV1 promueve procesos de etapas avanzadas del cancer como migracion, invasion y
metastasis (Goetz et al., 2008; Nufiez-Wehinger et al., 2014; Quest et al., 2008). En cancer
de prostata, CAV1 promueve el crecimiento tumoral de manera autocrina y paracrina
mediante la secrecion de CAV1 (Llorente et al., 2004), y en modelos celulares de
melanoma murino y humano, la expresion inducida de CAV1 aumenta el potencial
metastasico de estas células (Lobos-Gonzalez et al., 2014; Lobos-Gonzalez et al., 2013)
en comparacion con las células que tienen niveles bajos de CAV1. Ademas, casos mas
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agresivos de lineas tumorales de cancer de mama y colon se han asociado a una mayor
expresion de CAV1 (Bender et al., 2000; Savage et al., 2007).

Se han descrito varios mecanismos para explicar como CAV1 promueve tales
caracteristicas, siendo el paso inicial, la fosforilacion de CAV1 en el residuo de tirosina-
14 mediante quinasas de la familia Src (Li et al., 1996; Sanguinetti and Mastick, 2003).
El mecanismo desencadenado, descrito por nuestro laboratorio, ocurre mediante la
activacion de una via de sefializacion celular que incluye las proteinas p85alfa-Rab5-Racl
(Diaz et al., 2014a). CAV1 secuestra a p85alfa (también conocido como PIK3R1, unidad
reguladora de PI3K), una proteina activadora de la actividad GTPasa (GAP) de la proteina
G pequefia Rab5, lo que mantiene activa a Rab5 en los endosomas tempranos. Esta a su
vez recluta a un factor intercambiador de nucleétidos de guanina (GEF) llamado TIAM
que a su vez activa a Racl, otra proteina G pequefia involucrada en el remodelamiento del
citoesqueleto, especificamente la formacion de lamelipodios, promoviendo de esta manera
migracion celular e invasion (Diaz et al., 2014b) (figura I1). Sin embargo, no basta s6lo
con la expresion de CAV1, se requiere ademas su fosforilacion en Y14 para desencadenar

esa propiedad.

Estudios realizados en el laboratorio utilizando el compuesto PP2 (inhibidor selectivo de
tirosinas quinasas de la familia Src) (Urra et al., 2012) y mutantes de CAV1
fosfomimeticas y no fosforilables (Ortiz et al., 2016) indican que el efecto de CAV1 sobre
la migracion via p85alfa-Rab5-Racl es dependiente de la fosforilacion en la tirosina 14
por las quinasas de la familia Src. Esta modificacién ademas favorece procesos de
invasion y metastasis in vivo. Al inhibir la actividad quinasa de la familia Src usando PP2
y Dasatinib (inhibidor de Src/Abl aprobado clinicamente para el tratamiento de leucemia),
se observo una baja en la actividad de las metaloproteasas MMP-2 y MMP-9 en celulas
de melanoma que sobreexpresan CAV1 [B16F10(CAV1)]. Esto tiene como consecuencia
un menor numero de células tumorales capaces de degradar matriz extracelular y una masa

tumoral reducida en pulmones (Ortiz et al., 2020).
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Figura Il. Cascada de sefalizacion activada en la migracion celular dependiente de
Caveolina-1. CAV1 al secuestrar p850 promueve la activacion de Rab5, desencadenando
el reclutamiento de TIAML1 hacia los endosomas tempranos. TIAM1 activa a Racl, el cual
promueve el remodelamiento del citoesqueleto de actina favoreciendo la migracion
celular. Modificado de Diaz et al, 2014.

Sin embargo, no se ha estudiado en profundidad si exosomas u otras VE que provienen de
células metastasicas y que expresan CAV1, en especial su forma fosforilada en Y14
provenientes de células de alta agresividad, promueven comportamientos mas agresivos

en células de menor capacidad metastasica.

6.6. Caveolina-1 en vesiculas extracelulares y su contenido.

CAV1 se ha detectado en VE aisladas de sobrenadantes de cultivos celulares tumorales,
asi como de sueros de pacientes con grados avanzados de melanoma (Logozzi et al., 2009).
Trabajos previos demuestran la presencia de CAV1 en VE provenientes de lineas celulares
metastasicas de cancer de mama (Campos et al., 2018). También muy relevante desde el

punto de vista diagnostico y de seguimiento de esta enfermedad, fue posible detectar en
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pacientes con melanoma metastasico, un incremento en el nimero de VE, sumado al
aumento en la deteccion de CAV1 en esas vesiculas, lo que sugiere que en estadios
avanzados, las células tumorales producen un mayor nimero de vesiculas con CAV1
(Logozzi et al., 2009).

Para que CAV1 pase a ser parte de las vesiculas extracelulares, necesita formar parte de
la ruta endocitica. Se ha determinado que CAV1 posee varios sitios de ubiquitinacion, y
un grupo de estos sitios mas la fosforilacion en Y14, son fundamentales en la movilizacién
de CAV1 a las vesiculas intraluminales (Albacete-Albacete et al., 2018). Ademas, la
presencia de CAV1 en las células afecta la composicién proteica de las VE producidas
por las células, lo que confiere cambios en su actividad biol6gica. Campos y colaboradores
observaron que el silenciamiento de CAV1 cambio la composicion proteica de las VE,
mostrando una disminucion de proteinas involucradas en procesos de adhesion y
migracion celular, como las proteinas de matriz extracelular, Cyr61y Tenascina (Campos
et al., 2018). Resultados similares de Albacete, muestran que la presencia de Tenascina-
C en exosomas provenientes de fibroblastos estimulan procesos migratorios, similares a
los vistos en transformaciones epitelio-mesénquima, ademas de favorecer los depositos

de matriz extracelular en areas alrededor del tumor (Albacete-Albacete et al., 2018).

También hay evidencia de que la presencia de CAVL1 influye en el cargo de otras
biomoléculas, como el caso del miRNA en VE del tipo microvesicula, presente en
modelos de neumocitos tipo 1. Los miRNA detectados en estas VE favorecen procesos
proinflamatorios, siendo relevantes en procesos tumorales (Lee et al., 2019a; Lee et al.,
2019b).

Estos antecedentes apoyan la idea que CAV1 juega un papel determinante en definir el

cargo de diferentes moléculas bioldgicamente activas en las vesiculas extracelulares.
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6.7.

Resumen de Antecedentes.

Los exosomas son VE de origen endocitico y transportan moléculas
bioldgicamente activas que pueden ser importantes tanto en procesos fisiologicos
como patoldgicos, por ejemplo, la metastasis.

Exosomas de origen tumoral promueven invasion y metastasis mediante la
preparacion del nicho a invadir.

Exosomas con CAV1 estan presentes en pacientes en estadios de cancer mas
avanzados.

CAV1y su fosforilacion en Y14 promueve la migracion, invasion y metastasis en
modelos in vitro e in vivo.

La presencia de CAV1 en células de cancer metastésico de mama influye en el

contenido de moléculas biologicamente activas presentes en las VE.
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7. HIPOTESIS

Las vesiculas extracelulares provenientes de lineas tumorales metastasicas que expresan
CAV1 y su mutante foafomimética en tirosina 14 (Y14E) aumentan la migracion e
invasion de lineas tumorales menos metastasicas debido a la transferencia de proteinas

que favorecen la motilidad celular.

8. OBJETIVO GENERAL

Determinar si el estado de fosforilacion en Y14 de CAV1 en celulas de melanoma
metastasicas afecta la produccion, caracteristicas fisicas y bioguimicas de las vesiculas
extracelulares, ejerciendo efectos bioldgicos sobre células receptoras de menor capacidad

metastasica.

La novedad de este proyecto reside en relacionar la capacidad de CAV1 de promover
migracion, invasion y metastasis, con la capacidad que tienen las VE provenientes de
lineas tumorales agresivas que expresen CAV1 (fosforilada 0 no en Y14), de aumentar la
agresividad de células tumorales menos malignas mediante transferencia de proteinas

desde las células mas agresivas.

9. OBJETIVOS ESPECIFICOS

9.1. Purificar y caracterizar las VE pequefias provenientes de lineas celulares de
melanoma murino B16F10 que expresan CAV1y mutantes de CAV1en Y14.
9.1.1. Recolectar y purificar VE a partir de sobrenadante de lineas celulares
B16F10wt, B16F10(Mock), B16F10(CAV1), B16F10(CAV1/Y14E) vy
B16F10(CAV1/Y14F).
9.1.2. Caracterizar las VE derivadas de células B16F10wt, B16F10(Mock),
B16F10(CAV1), B16F10(CAV1/Y14E) y B16F10(CAV1/Y14F).
9.2. Determinar si las VE pequefias provenientes de lineas tumorales que

expresan CAV1y mutantes de CAV1 en Y14 inducen respuestas bioldgicas en lineas
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celulares de melanoma murino B16F10 de menor capacidad metastasica que no
expresan CAV1.
9.2.1. Evaluar la interaccion entre la VE derivadas de células B16F10wt,
B16F10(Mock), B16F10(CAV1), B16F10(CAV1/Y14E)y B16F10(CAV1/Y14F)
y células receptoras que no expresan CAV1.
9.2.2. Evaluar los efectos bioldgicos de VE derivadas de células B16F10wt,
B16F10(Mock), B16F10(CAV1), B16F10(CAV1/Y14E)y B16F10(CAV1/Y14F)
sobre células receptoras que no expresan CAV1, mediante ensayos de migracion

y migracion transendotelial.

9.3.  Determinar el perfil proteémico de las VE pequefias de las lineas celulares de
melanoma murino B16F10 que expresan CAV1y mutantes de CAV1 en Y14,
9.3.1. Procesamiento de muestras de VE usando cromatografia liquida de alta
eficacia y espectrometria de masas (LC-MS/MS).
9.3.2. Analisis bioinformaticos de datos obtenidos usando Ontologia Génica
(GO).
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10. MATERIALES Y METODOS

10.1. Modeloy cultivo celular

Se utilizo la linea celular de cancer de melanoma murino, B16F10. Esta linea celular fue
generada a partir de 10 ciclos de inoculacién y recuperacion en el pulmén de células
B16F0 en ratones C57BL/6. Se caracteriza por ser una linea tumoral adherente y
metastasica que no expresa CAV1 por lo que las células wild type (wt) fueron
transfectadas establemente con los vectores pLaclOP (Mock) y pLaclOP-CAV1 (CAV1),
para expresar CAV1 de manera inducible por IPTG (US Biological Cat. 1850), y con los
vectores pLaclOP-CAV1/Y14E (mutante fosfomimética), y pLaclOP-CAV1/Y14F
(mutante no fosforilable), para estudiar el efecto de la fosforilacion de CAV1 en latirosina
14 (ver Ortiz et al., 2016). Para generar lineas establemente transfectadas se selecciond
las células con 750 ug/ml de Higromicina B (US Biological. Cat. H9700-05B) por 3
semanas y las lineas celulares fueron caracterizadas mediante Western blot. Estas lineas
celulares se cultivan en medio RPMI 1640 (Gibco. Cat. 23400-021) suplementado con 5%
suero fetal bovino (SFB) (Biological Industries. Cat. 040011%) libre de VE y 1%
Penicilina/Estreptomicina (Gibco. Cat. 15640-055). Las lineas celulares anteriormente
mencionadas se mantienen a 37°C en atmosfera himeda y 5% de COo.

10.2. Preparacion de suero fetal bovino libre de vesiculas extracelulares
Se llevé a cabo la ultracentrifugacion a 100000 x g de SFB (Biological Industries. Cat
040011®) durante 16 h a 4°C para descartar la presencia de VE de origen bovino. Se utiliza

el rotor de angulo fijo T-1250 en la ultracentrifuga Thermo Fisher Scientific Sorvall a 4°C.

10.3. Purificacion  de  vesiculas  extracelulares  pequefias  mediante
ultracentrifugacion diferenciada

Se recolectd el sobrenadante de las lineas celulares con un 70-80% de confluencia a partir
de placas de 10 cm de didmetro. El sobrenadante primero se centrifug6 a 300 x g por 10
min usando la centrifuga Universal 320 R Hettich refrigerada para sedimentar células u
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otros residuos celulares de gran tamafio. El sobrenadante se centrifugd a 2000 x g durante
30 min para eliminar vesiculas de mayor tamafio, asi como restos celulares. Luego, el
sobrenadante se centrifugo6 adicionalmente a 10000 x g durante 40 min utilizando el rotor
Hitachi R15A y la centrifuga de alta velocidad VX22G. Después de la centrifugacion, el
sobrenadante se recuperd y se centrifugd a 100000 x g durante 90 min usando un rotor de
angulo fijo T-1250 en la ultracentrifuga Thermo Fisher Scientific Sorvall a 4°C. Se
eliminé el sobrenadante y se resuspendid el pellet en 1 ml de PBS 1X, se junt6 toda la
suspension de la misma linea en un tubo Unico y se volvid a centrifugar a 100000 x g
durante 90 min. El sobrenadante se descart6 y el sedimento se resuspendid en 200 pl y se
almacend a -80°C hasta su uso.

10.4. Purificacion de vesiculas extracelulares pequefias mediante Exo-spin™
modificado

Se recolecto el sobrenadante de las lineas celulares con un 70-80% de confluencia a partir
de placas de 10 cm de diametro y se sometieron a una centrifugacion inicial a 300 x g
durante 10 min, posteriormente se rescaté el sobrenadante y se centrifug6 a 15000 x g por
30 min. Posteriormente, el sobrenadante se concentrd con filtro AMICON de 100 K
(Merck. Cat. UFC910024) durante 15 min a 3000 x g. Luego, el concentrado de
sobrenadante se incubd con Exosome precipitation reagent (Cell Guidance systems. Cat.
EX06-250) durante 1 h a 4°C. Luego, se sometié a 16000 x g durante 1 h a 4°C y se
descarto el sobrenadante. El pellet se resuspendié en PBS 1X y se utilizd protocolo
descrito por Cell Guidance Systems, UK para hacer pasar la muestra por la columna de

exclusion por tamafio (Cell Guidance systems. Cat. EX01-25) para obtener los exosomas.

10.5. Analisis de seguimiento de nanoparticulas (NTA)

Las muestras de VE se diluyeron en una razon entre 1:1000 a 10:1000 en PBS estéril para

obtener entre 20 y 80 particulas por campo. El equipo NanoSight NS300 (NanoSight NTA

2.3 version 0033, NanoSight Ltd) se usé para medir la concentracion y el tamafio de

particulas en un sistema de dispersion de luz mediante el propio movimiento browniano
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de las particulas. Se establecié que la camara capturara 3 videos por muestra con una
duracion de 30 s por video. Luego, los videos fueron analizados y se determino el
promedio y moda de las particulas contenidas en la muestra, como también se realizé una

aproximacion a la cantidad total de particulas.

10.6. Microscopia electronica de transmision (MET)

Se coloco 5 pl de muestra de VE sobre grilla de cobre 300-mesh recubierta con pelicula
de Formvar y se dej6 secar a temperatura ambiente, absorbiendo el exceso con papel filtro.
Posteriormente se anadi6 15 pl de acetato de uracilo y se esperd 1 min para luego absorber
el exceso con papel filtro. Finalmente, las imagenes fueron adquiridas en un microscopio
electronico de transmision Philips Tecnai 12 BioTwin perteneciente a la Facultad de

Ciencias Bioldgicas de la Pontificia Universidad Catdlica de Chile.

10.7. Western blot

10.7.1. Purificacién y cuantificacion de proteinas totales.

Para la obtencion de extractos celulares, las placas con células se lavaron con PBS 1X frio
conteniendo una mezcla de inhibidores de proteasas [PMSF 1 mM (Sigma. Cat. P7626),
NasVOs 1mM (Sigma. Cat. S6508), Benzamida 100 ug/ml (Sigma. Cat. B6506),
Antipaina 10 pg/ml (Calbiochem. Cat. 178220), Leupeptina 12,5 pg/ml (USBiological.
Cat. L2050) y NaF 10 mM (Sigma. Cat. S-1504)]. Se elimino el sobrenadante y se coloco
el buffer de sonicado [Hepes 0.2 mM pH 7.4 (Gibco. Cat. 11344-033), SDS 10 %
(USBiological. Cat. 151-21-3), PMSF 1 mM, NasVOs 1mM, Benzamidina 10 pg/ml,
Antipaina 1 pg/ml, Leupeptina 1 pg/ml] sobre la placa. Con un cell scraper se arrastro el
contenido de la placay se traspaso a un tubo de 0.6 ml. Cada muestra en hielo fue sonicada
2 veces durante 10 s. En cuanto a la muestra de VE, 10 ul de buffer de sonicado 5X fue
afiadido a 40 pl de muestra. La muestra de VE mantenida en hielo fue sonicada 3 veces

durante 10 s cada vez.
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Se prepar6 una dilucion 1:10 de cada extracto para la cuantificacion de las muestras de
proteinas haciendo uso del kit BCA Protein Assay (Thermo Scientific. Cat. 23225), en
placa de 96 pocillos para medir en un espectrofotometro UltraQuant. La cuantificacion
proteica se realizo con el método de BCA (&cido bicinconinico) utilizando seroalbimina
bovina como proteina patron para la curva de calibracion medida a 562 nm de absorbancia.
El extracto proteico se conservo a -80°C hasta su uso.

10.7.2. Electroforesis, electrotransferencia y revelado.

Los extractos proteicos se cargaron (5-50 pg proteina total) en un gel de
poliacrilamida/SDS al 12% y se sometieron a separacion por electroforesis durante 90 min
a 100 volteos (V). Luego, se realizd la electrotransferencia hacia la membrana de
nitrocelulosa a 100V por 90 min manteniendo frio el proceso. Al finalizar la transferencia,
se desmontd el sistema. Las membranas se tifieron con rojo Ponceau (Sigma. Cat. P3504)
para verificar la transferencia de las proteinas a la membrana de nitrocelulosa. Las
membranas se bloguearon posteriormente en leche 5% diluida en PBS-Tween 0,1%.
Luego se incubaron con el anticuerpo primario y posteriormente después de lavados, se
incubaron con el anticuerpo secundario acoplado a peroxidasa (HRP) (Tabla 1). La
reaccion se reveld por quimioluminiscencia. Se realiz6 la adquisicion de imagenes a

distintos tiempos mediante cAmara digital Hamamatsu (Discovery Gene Xpress).
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Tabla 1. Anticuerpos utilizados en los analisis por Western Blot.
Anticuerpo primario diluido en

Anticuerpo secundario diluido en

leche 5% PBS-Tween-20 0,1% PBS-Tween-20 0,1% Marca2

B-actina (1:1000) monoclonal Sigma-Aldrich  |Anti-lgG de Ratén (1:5000). Origen: Rockland

Origen: ratén (Cat. A5316) cabra (Cat. 610-
gen: : 4302)

Alix (1:3000) monoclonal Santa Cruz

Origen: ratén (Cat. sc-53540)

CD81 (1:3000) monoclonal Santa Cruz

Origen: raton (Cat. sc-166029)

TSG101 (1:3000) monoclonal Santa Cruz

Origen: ratén (Cat. sc-7964)

Calnexina (1:500) policlonal Novus Anti-lgG de Conejo (1:3000) Rockland
Ori en'ratc'm. ’ biological (Cat. Ori e?rcabra J . (Cat. 611-
gen: NB100-1965) gen: 1302)

Caveolina-1 (1:1000) BD

monoclonal Transduction

Origen: ratén Laboratories
(Cat. 610406)

10.8. Ensayos funcionales de vesiculas extracelulares

10.8.1. Ensayo de internalizacion de vesiculas extracelulares

VE purificadas fueron marcadas por 5 min a temperatura ambiente con PKH67 maés
diluyente C (Green Fluorecent Linker Midi Kit for General Cell Membrane. Sigma-
Aldrich. Cat. PKH67GL). Una vez pasados los 5 min, la mezcla se pasé la por columna
Exo-spin y se continu6 el protocolo segun el fabricante (Cell Guidance Systems). La
tincidn no unida a vesicula queda en la columna.

Se sembro 5x10% células B16F10(Mock) en placas de 24 pocillos y se dejo incubar por 24
h. Se cambid medio por medio con 5% suero libre de vesiculas y se agregé 1000, 3000 o
5000 VE marcadas con PKH 67. Las células fueron tratadas por 3 0 24 h para después
tripsinizar, lavar y resuspender en PBS para ser analizadas por citometria de flujo. Como
controles de auto fluorescencia se usaron células tratadas con VE sin marcar. Las muestras
con células resuspendidas se analizaron con el citometro BD FACSCanto (centro de
servicios del CEMC).
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10.8.2. Pretratamiento de células B16F10(Mock) con vesiculas extracelulares para
ensayos de viabilidad, migracion e invasion

Se sembro 3 x 10° células B16F10(Mock) en placas de 6 cm. Al dia siguiente, el medio
de cultivo de cada una de las placas se reemplazé por medio con 5% suero libre de
vesiculas. A cada placa se le anadieron 10 pg de proteina total de VE (equivalente a 30.000
EV por célula) de B16F10(Mock), B16F10(CAV1), B16F10(CAV1/Y14E) o
B16F10(CAV1/Y14F). Las células fueron tratadas con exosomas durante 24 h, para luego

realizar ensayos funcionales.

10.8.3. Ensayo de viabilidad por exclusion de azul de tripano

Las células tratadas fueron tripsinizadas y resuspendidas en medio completo y se conté su
densidad en hemocitometro. Se preparé una solucion de azul de tripano (Biological
Industries) al 0,4% en PBS, pH 7.2-7.3. Se tomé 100 pl de suspension de células y se
agregd a 100 pl de solucion de azul de tripano, mezclando bien y después se cargd 10 pl
en un hemocitometro para observar en microscopio a bajo aumento. Se conto las células

teflidas de azul y las células totales y se calcul6 el % de células viables como sigue:

% células viables= [1.00-(NUmero células azules / Numero células totales)] x 100.

10.8.4. Ensayo de Migracion

Se sembrd 2 x 10° células tratadas 0 no con exosomas en ausencia de suero en transwell
de 6.5 mm de didmetro que poseen una membrana de policarbonato con poros de 8 pum,
previamente cubiertos con 100 ul de fibronectina 2 pg/ml (Gibco. Cat. 33016-015) en la
parte inferior del inserto. Las células se dejaron migrar en ausencia de suero por 2 h, y
después se fijaron y tifieron aquellas células capaces de migrar, con una solucion de cristal
violeta (cristal violeta 0.1% en metanol 20%) durante 30 min. Se conté el numero de

células que migraron en 6 campos diferentes utilizando un microscopio éptico.
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10.8.5. Ensayos de Migracion Transendotelial (MTE)

Se sembré 1 x10° células EAHy926 en 200 ul de medio IMDM mas SFB 20% en camara
de Boyden. 72 h después se verificd que la monocapa de las células endoteliales incubadas
en lamembrana no era permeable. Para probar lo anterior se adicioné un pocillo extra para
la realizacion de una prueba de permeabilidad. La prueba de la permeabilidad consistio en
tomar 200 ul el medio de la parte inferior del inserto antes y después de agregar e incubar,
por 30 min a 37°C, azul de dextrano (Sigma. Cat. D5751) 10 mM sobre la monocapa. Se
midié ambos medios a 620 nm y se definio que la membrana es permeable si la diferencia

entre antes y después es mayor a 0,2 unidades de absorbancia.

Después de comprobar lo anterior Las células B16F10(Mock) pretratadas con EV fueron
tefiidas con CellTracker Green (Life Technologies; TermoFisher. Cat. C2925) por 30 min
en incubadora. Posteriormente, se agregaron 50.000 células B16F10(Mock) en 100 pl de
medio RPMI sin SFB sobre la monocapa. Se agreg6 en la parte inferior, medio de cultivo
RPMI 10% SFB. Se dejé migrar por 16 h y se agregd a la membrana solucion fijadora
[Paraformaldehido 4% (Sigma. Cat. P6148), KOH 0,04M (Fluka. Cat. 60369), PIPES
100mM (Sigma. Cat. P1851), EGTA 2mM (Sigma. Cat. E3889), MgCI2 2mM (Fluka.
Cat. 63072)] a las células. Se eliminaron las células que no migraron usando cotones de
algodon y se contaron las células que quedaron al otro lado de la membrana del inserto en

microscopio de fluorescencia.

10.9. Analisis protedomicos Shotgun de vesiculas extracelulares

10.9.1. Preparacion de muestras para el analisis de perfil proteémico utilizando
Cromatografia Liquida-Espectrometria de Masas (LC-MS/MS)

Las proteinas se extrajeron de VEs obtenidas a partir de celulas B16F10wt,
B16F10(Mock), B16F10(CAV1), B16F10(CAV1/Y14E), B16F10(CAV1/Y14F).
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En un tubo Eppendorf se disolvieron 10 pug de solucién de proteina de VE en solucion de
deoxicolato de sodio (SDC, 3% concentracion final) y bicarbonato de amonio (NHsHCOs,

Concentracion final 100 mM) para llegar a un volumen final de 55 pl.

Para la reduccion se agregd 5 pl de Ditiotreitol (DTT) 100nM y se incubd a 65°C por 45
min en agitacion constante. Después de enfriar se agregd 10 ul de lodoacetamida a 100
mM recién hecha y se incub6 en oscuridad por 30 min para después agregar 5 pul de DTT
100 mM, 188 pul de NHsHCO3 500mM y 727 ul de agua.

En el proceso de digestion enzimatico se agreg6 a la solucion anterior 6 pl de tripsina 0,05
pg/ul y se verifico que la solucion estuviese a un pH > 7,5 para después mezclar en
agitacion constante por 4 h a 37°C. Posteriormente, se realizd una segunda digestién
agregando 4 pl de tripsina 0,05 pg/ul y se dejé incubando en agitacion constante toda la
noche (>14 h) a 37°C.

Se detuvo la digestién agregando 80 ul de acido trifluoroacético (TFA) al 20 %,
chequeando que el pH bajara a menos de 3,0. Se centrifug6 por 20 min a 14400 x rpm y

el sobrenadante se traspasé a un tubo Eppendorf nuevo para continuar con la elusion.

10.9.2. Extraccion de fase sélida usando cartucho Waters de equilibrio hidréfilo-
lipofilico (HLB) 1cc

Se humedecid el cartucho con 1 ml TFA 0.3 % diluido en acetonitrilo (ACN) y se elimino
el eluido. Se lavo con 1 ml de TFA 0.3 % diluido en ACN 60% Yy se elimind el eluido.
Luego, se equilibré con 1 ml de TFA 0.3 % diluido en agua y se eliminé el eluido (2
veces). Se cargo toda la muestra al cartucho y se lavé con 1 ml de TFA 0,3 % diluido en
agua y se elimino el eluido (2 veces). Para la etapa de elusion del digerido se eluyo el
cartucho lentamente con 1 ml de TFA 0.3 % en ACN 60 % Y se secé el eluido obtenido
usando el concentrador SpeedVac por 6 h. Las muestras secas se almacenaron a -80°C
hasta el analisis MS/MS.
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10.9.3. Analisis de protedmica Shotgun en equipo Lumaos.

Se reconstituyo las muestras digeridas secas en 80 ul de ACN 1 % é&cido formico 0.1 %.
Se agitaron vigorosamente (vortex) y se guardaron toda la noche a 4 °C. Luego, se agitaron
nuevamente por 20 min a temperatura ambiente para posteriormente centrifugar la
muestra y traspasar cuidadosamente el sobrenadante al vial y centrifugar a alta velocidad
10 min para que baje todo el liquido y soélidos. Se inyect6 finalmente 2ul (0,2 ug) al

instrumento Lumos.

10.9.4. Analisis de datos de espectrometria de masas e identificacion de proteinas

El analisis de LC-ESI-MS/MS fue hecho en modo ion positivo con el Espectrometro de
Masas Orbitrap Fusion Lumos Tribid acoplado al Cromatografo liquido de ultra
nanoACQUITY. Una vez inyectadas en la columna, las mezclas de péptidos resultantes
se separaron usando un gradiente lineal de solvente A que contenia acido formico/agua
0.1 % y Solvente B que contenia ACN/acido formico 0.1 %. Las muestras reconstituidas
fueron desalinizadas en columna de extraccion en fase sélida C-18 y luego separada en
columna analitica C-18. Las columnas se mantuvieron a temperatura ambiente y los
péptidos fueron eluidos desde la columna a 0.5 pl/min y separados usando el siguiente
gradiente: 1 a 7 % de solvente B en 1 min; 7 a 25 % de solvente B en 75 min; 25 a 35 %
en 15 miny 35 a 80 % en solvente B en 10 min. La columna posteriormente se lavo por 5
min en solvente B 80 % y se reequilibré con solvente A 99 % por 13 min. El espectrometro
de masa se uso6 en modo de adquisicion data-dependiente.

Los espectros MS/MS fueron buscados usando la base de datos UniProtKB de ratdn
(MOUSE.REF.fasta.20190114) usando el motor de busqueda Comet MS/MS con modo
fijo de modificaciones por alquilaciones en cisteina y modo variable para modificaciones
por metilacion en metionina. Se permitieron dos sitios de corte para busquedas
restringidas para tripsina. Los resultados de Comet fueron validados usando

PeptideProphet y ProteinProphet, usando una probabilidad ajustada menor a 0,90 en
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péptidos y menor a 0,95 para proteinas. Para la identificacion de una proteina, al menos 2
péptidos Unicos de la proteina de interés deben ser detectados. Esto permite disminuir las
probabilidades de detectar falsos positivos. El total de conteo de péptidos fue usado para

comparar la abundancia de una proteina.

10.10. Andlisis bioinformaticos

Las proteinas identificadas fueron filtradas manualmente para dejar la lista de proteinas
con al menos 2 péptidos en promedio. Las listas de proteinas obtenidas fueron analizadas
utilizando el analisis de proteinas a través de la herramienta de relaciones evolutivas.
(PANTHER:  Andlisis de  proteinas  mediante  relaciones  evolutivas;

http://www.pantherdb.org) para filtrar los cddigos con identificacion. Se disefiaron

diagramas de Venn con las listas finales usando la herramienta interactiVenn

(http://www.interactivenn.net/). Los andlisis de Ontologia Génica (GO: Gene Ontology)

para mostrar enriquecimiento de proteinas en compartimientos celulares GO y procesos
celulares GO fue hecho usando la plataforma de anotacién funcional DAVID (Base de
Datos para anotacion, visualizacion y descubrimiento integrado) Bioinformatic Database
6.8 (https://david.ncifcrf.gov/home.jsp) (Huang et al., 2009). Se usé el indicador EASE

para representar nivel de enriquecimiento de una lista de proteinas en una categoria GO.
EASE corresponde al valor p de la prueba exacta de Fisher modificada. Para cada
categoria GO un valor de EASE < 0.01 es considerado altamente enriquecido en la

categoria anotada.

10.11. Analisis estadistico

Todos los datos se expresan como media * error estandar de la media (SEM) de tres 0 mas
experimentos independientes segln se indique. Los resultados entre 2 grupos se analizaron
usando la prueba no paramétrica Mann-Whitney. Los resultados entre 3 0 méas grupos se
analizaron estadisticamente con la prueba no paramétrica Kruskal-Wallis y un post test de
Dunns. La significancia (valor de p con IC 95%) se establecid en el nivel nominal de p
<0.05. Todos los datos se procesaron utilizando el software GraphPad 7.0.
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11. RESULTADOS

11.1. OBJETIVO 1. Purificar y caracterizar las vesiculas extracelulares pequefias
provenientes de lineas celulares de melanoma murino B16F10 que expresan CAV1y
mutantes de CAV1en Y14,

Para la obtencion de VE se recolecto aproximadamente 200 ml de sobrenadante (medio
condicionado) por cada linea celular, con un 80% de confluencia por 72 h. Todas las lineas
se trataron de la misma forma, utilizando el mismo medio e incluyendo un tratamiento
con Isopropil-B-D-1-tiogalactopiranésido (IPTG) para favorecer la expresion del
plasmidio pLac-IOP, y como consecuencia, la traduccion de la proteina CAV1 en las

células transfectadas.

Se compararon 2 tipos de metodologias para la obtencién de VE usando en primera
instancia sobrenadante de células B16F10(Mock) y B16F10(CAV1). La primera fue
usando el kit Exo-spin (ES, figura 1A), donde el sobrenadante pasa por una fase de
precipitacion mediante la interaccién de elementos membranosos (exosomas o
microvesiculas pequefias) con Polietilenglicol (PEG), y posterior separacion por columna
de exclusién por tamafio. La segunda metodologia usada fue la ultracentrifugacion
diferencial (UC, figura 1 B), donde el sobrenadante es sometido a centrifugaciones de baja
velocidad y luego a centrifugaciones de alta velocidad. Esto permite la separacion de VE

de diferentes tamafios.

A
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Sobrenadante linea celular EReeNe[[RLINVEXY/ o ELE

Placas cultivo 100 mm

300 x g; 10 min 10 ml RPMI + 5% SFB*

\4

Sobrenadante 48 horas

15.000 x g; 30 min Sobrenadante + Buffer A

v 43C; 1hr
Sobrenadante 16.000x g; 1 hr

Pellet resuspendido en PBS
Filtro amicon 100K l
v

Protocolo Exo-spin descritL
por Cell Guidance systems

Columna

50 x g; 60 sec J'

PBS

v 50 x g; 60 sec

Vesiculas extracelulares
resuspendidos
en 200 ul PBS

ULTRACENTIFUGACION Placas cultivo 100 mm

Sobrenadante linea celular RN OO ISINE{IELE

300xg; 10 min 7 ml RPMI + 5% SFB*

\4

Sobrenadante

72 horas

2.000 x g; 30 min

\4

Sobrenadante

10.000x g; 40 min

\4

Sobrenadante

100.000x g; 90 min
v

Pellet resuspendido en PBS

100.000x g; 90 min

v
Vesiculas extracelulares
resuspendidas
en 100 pl PBS

Figura 1. Esquema de los métodos usados en la obtencidn de vesiculas extracelulares
pequefias y condiciones de cultivo. A) Metodologia de kit comercial Exo-spin. B)
Metodologia de ultracentrifugacion diferenciada.
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Se compar6 ambas metodologias de purificacion, usando Nanoparticle Tracking Analysis
(NTA) y microscopia electronica de transmision (MET) (figura 2).

En la figura 2A se observa una distribucion similar de las particulas detectadas, al
comparar ambas metodologias. Las medidas estadisticas como la media de la VE
obtenidas por Exo-spin (VE Mock: 146.5 nm; VE CAV1: 142.9 nm) son levemente
menores que las VE por ultracentrifugacion (VE Mock: 153.7 nm; VE CAV1: 153.9 nm)
pero sin encontrar diferencias significativas. Lo mismo se observa en el caso de la moda,
el cual es el valor con mas frecuencia en la distribucion de vesiculas detectadas por Exo-
spin (VE Mock: 130.0 nm; VE CAV1: 118.0 nm) y ultracentrifugacion (VE Mock: 124.9
nm; VE CAV1: 123.5 nm). Sumado a lo anterior, como se indica a la derecha de la figura
2A, usando ambas metodologias de preparacion de VE, mas del 80% de éstas son de
tamafios menores que 200 nm. Los andlisis por TEM fueron hechos posteriormente con
las VE obtenidas a partir de UC. Es posible observar mayoritariamente estructuras
concavas con tamafio aproximado de 100 nm en ambas muestras, caracteristicas

correspondientes a VE de tamafios menores de 200 nm.

Gracias a los datos obtenidos mediante estas dos técnicas de medicion de VE se concluye
gue ambas técnicas son adecuadas para la obtencion y enriquecimiento de VE pequefias
(<200 nm) a partir de sobrenadantes de cultivo celular para la linea B16F10 de melanoma

murino.

Sin embargo, el andlisis mediante Western blot evidencia que las muestras obtenidas por
Exo-spin tienen niveles bajos de marcadores proteicos de VE (figura 3A) en comparacién
con aquellas obtenidas por ultracentrifugacion. Las VE obtenidas por ultracentrifugacion
muestran proteinas con mayor pureza, esto evidenciado por el enriquecimiento de
proteinas asociadas a la génesis de VE de origen endosomal (figura 3B). Se comparé
ademas las membranas usando Rojo Ponceau S (figura 3C) para observar las diversas
bandas en cada muestra. Al comparar las bandas de muestras obtenidas por UC (lineas VE
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UC) con muestras obtenidas usando ES (linea VE ES), es posible observar en esta ultima,
una banda muy prevalente de 70 kDa, banda correspondiente a la proteina albimina,

indicativo de una gran presencia de SFB en la muestra.
Con el anélisis de caracteristicas fisicas y bioquimicas de las VE obtenidas es posible

concluir que las VE obtenidas a partir de UC cumplen las condiciones necesarias para ser

posteriormente utilizadas para ensayos funcionales, considerando su pureza.
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Figura 2. Caractenzamon por NTAy MET de vesiculas extracelulares obtenidas de
las lineas celulares B16F10(Mock) y (CAV1) purificados por Exo-Spin (ES) y
ultracentrifugacion (UC). A) Datos obtenidos por NTA, mostrando distribucién de
tamafos de vesiculas obtenidas, sus medidas estadisticas de media y moda, y fracciones
de particulas por su tamafio obtenidas por Exo-spin, ES (A, Arriba) y Ultracentrifugacion
diferenciada, UC (A, Abajo). B) Imagenes microscopia electronica de transmision de VE
obtenidas por Ultracentrifugacion diferenciada, UC. Los resultados se analizaron
estadisticamente con la prueba no paramétrica Mann-Whitney. No se encontraron
diferencias significativas.
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Figura 3. Caracterizacion por Western blot de vesiculas extracelulares obtenidas de
las lineas celulares B16F10(Mock) y (CAV1) purificados por Exo-Spin y
ultracentrifugacion diferenciada. Se analizd0 mediante Western blot la presencia de
ALIX, CD81, CAV1, calnexina (CANX) y B-actina. Se cargaron 50 ug (A) o5 ug (B y
C) de proteina total, de lisado celular o lisado de las VE indicadas, por pocillo. A)
Membrana con muestras de lisado total o de VE obtenidas por Exo-Spin. B) Membrana
con muestras obtenidas por ultracentrifugacion diferenciada. C) Membrana tefiida con
Rojo Ponceau S. Las imagenes son representativas de resultados obtenidos en 3
experimentos independientes.
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Con el punto anterior aclarado, se recolectd el sobrenadante de las lineas B16F10wt,
B16F10(Mock), B16F10(CAV1), B16F10(CAV1/Y14E) y B16F10(CAV1/Y14F)
usando las mismas condiciones anteriores. Por cada volumen de sobrenadante por linea,
utilizando ultracentrifugacion, se obtuvo un pellet de VE pequefias que fue resuspendido
a un volumen final de 100 ul y luego almacenado a -80°C o utilizado inmediatamente.

Cada muestra fue caracterizada por NTA y Western blotting.

ElI NTA muestra que la distribucion entre las diferentes vesiculas es similar y mas del 75%
de las vesiculas son de un tamafio menor a 200 nanémetros (figura 4A), con una media de
150 nm y una moda de 130 nm (figura 4B). Se puede evidenciar que la transfeccion afecta
en cierta medida, pero sin ser estadisticamente significativo, el nimero de vesiculas
(figura 4C). Tampoco se encuentran diferencias significativas entre la cantidad de
proteinas detectadas en promedio por muestra (figura 4C), como tampoco en el nimero
de vesiculas obtenidas por linea celular (figura 4D), este dato obtenido mediante el calculo
entre el nimero final de vesiculas obtenidas y el nimero de células totales del cual se

obtuvo el sobrenadante.

45



o
©
h

4x1 120,

-~ EVwt 100} W >200 nm
3%10% -+ EV MOCK 804 [l 50-200 nm

=+ VE CAV1
== VE CAV1/Y14E

Fraccion (%
3

Concentracion (Particulas/ml)

2x10% ~ VE CAVI/Y14F 40
20
9.4
110 ol b
‘«,“;oi\“‘i\“ n>
o AN
————Tr——7 7 4‘('/ [ d?'
0 100 200 300 400 L
Tamaiio (nm)
Media Moda
200 150
—
— 150 =
£ £ 100
2 100 2
1°]
E E 501
F 50 .
’ + ¢ & "
N N & &
\\@& o OV\'\ o ‘\Nb‘ ‘\Q/& O ¥ -\\h Q\Nb‘
* Q, 4\ Q\ é\ Q/ A\\ A’\
L V& F N\ F O F
¢} ¢} &) [¢)
Lo N
C D 15001
Particulas + SEM Proteinas + SEM i
Muestra (ng/ul) (pg/ul) g 1000.
IVE wt 10,3E+08| 14,0E+07| 0,53 0,07 :g- T
VE MOCK 8,6E+08 7,2E+07| 0,52 0,09 ]
IVE CAV1 9,4E+08| 3,2E+07| 0,52 0,08 3 500.
VE CAV1/Y14E 9,4E+08] 17,0E+07] 0,48 | 0,11 @
IVE CAV1/Y14F 9,0E+08 2,5E+07| 0,54 0,06 ~
04




Figura 4. Caracterizacion mediante andlisis de seguimiento de nanoparticulas de
vesiculas extracelulares purificadas de las lineas celulares B16F10(Mock) y (CAV1).
A) Distribucion y fracciones por tamafio de particula. B) Valores de Media y Moda de las
VE obtenidas. C) NUmero de particulas y cuantificacion de las proteinas medidas en cada
extracto de VE. D) Cantidad de vesiculas obtenidas por célula. Los gréaficos muestran el
promedio de 3 muestras de experimentos independientes (promedio £ SEM). Los
resultados se analizaron estadisticamente con la prueba no paramétrica Kruskal-Wallis y
un post test de Dunns. No se encontraron diferencias significativas.
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Debido a los resultados anteriores donde se demostro la pureza de las muestras de VE
obtenidas por ultracentrifugacion mediante el enriquecimiento de marcadores positivos
para VE pequefias (figura 3), se continuo el trabajo de caracterizacion con los anticuerpos
contra ALIX, CD81, CANX (calnexina), BACT (beta-actina) y CAV1.

Se verificd que las vesiculas obtenidas presentaban proteinas enriquecidas en VE de
origen endosomal (ALIX, TSG101 y CD81), con muy bajos niveles o ausencia de
proteinas del reticulo endoplasmico (CANX) o del citoesqueleto (BACT) demostrando la
pureza de las vesiculas obtenidas, y descartando la presencia de restos celulares
apoptoticos o vesiculas no clasificadas como exosomas (Ffgura 5A). Notable es la
diferencia en la cantidad de CAV1 detectada en las muestras de VE obtenidas de las lineas
que expresan CAV1 o CAV1/Y14E, observandose una mayor sefial detectada de CAV1
en VE obtenidas a partir de células B16F10(CAV1) y B16F10(CAV1/Y14E) en
comparacion con la baja cantidad de CAV1 detectada en VE CAV1/Y14F (figura 5B,
derecha). Esto es destacable, considerando que la cantidad detectada de CAV1 en las
células de origen no muestra diferencias significativas (figura 5B, izquierda). En el caso
de CD81, una tetraspanina involucrada en el cargo no dependiente de la maquinaria
ESCRT, se ve unatendencia a la baja en el caso de las vesiculas provenientes de las células
B16F10(CAV1/Y14), aungue no hay diferencias significativas (figura 5C).

Por lo tanto, los resultados anteriores sugieren que la expresion de CAV1 en las células
B16F10 no cambia las caracteristicas cuantitativas de las vesiculas (tamafio, nimero y
distribucion) (Figura 4). También se desprende de los resultados que las vesiculas
obtenidas tienen caracteristicas que corresponden a las VE pequefias con marcadores de
biogénesis endosomal (Figura 5). Asimismo, se desprende la idea de que el impedimento

de la fosforilacion de CAV1 en Y14 reduce su incorporacion a las VE (figura 5).
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Figura 5. Caracterizacion por Western blot de la linea celular B16F10 y las vesiculas
extracelulares que produce. Se analiz6 mediante Western blot la presencia de ALIX,
CDS81, CAV1, calnexina (CANX) y B-actina. A) Imagen representativa de 3 muestras
independientes. B) Cuantificacion de densidad de bandas para CAV1 con relacion a la
actina del lisado celular (ACT) y a nimero de vesiculas cargadas (promedio + SEM). C)
Cuantificacion de la densidad de las bandas de CD81 con relacion al nimero de vesiculas
cargadas (promedio £ SEM). Los resultados se analizaron estadisticamente con la prueba
no paramétrica Kruskal-Wallis y un post test de Dunns. Diferencias significativas estan

indicadas (* p < 0.05).
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11.2. OBJETIVO 2. Determinar si las vesiculas extracelulares pequefias
provenientes de lineas tumorales que expresan CAV1 y mutantes de CAV1 en Y14
inducen respuestas bioldgicas en lineas celulares de melanoma murino B16F10 de

menor capacidad metastasica que no expresa CAV1.

En primer lugar, se evalud la interaccion entre las VE obtenidas de las diferentes lineas de
B16F10 con las células receptoras. VE pequefias provenientes de B16F10(Mock) y
B16F10(CAV1) fueron tratadas previamente con un marcador lipofilico fluorescente
verde PKH67 (Excitacion max: 490nm. Emision max: 502nm), el que se intercala en la
membrana de la vesicula. Posteriormente, las vesiculas marcadas se separaron del
colorante no unido usando columnas de exclusion por tamafio (figura 6A). Se observoé que

las vesiculas obtenidas mantienen sus caracteristicas de distribucion y tamafio (figura 6B).

Posterior a la caracterizacion, se realizd un experimento de adquisicion donde las
vesiculas marcadas fueron agregadas a las células receptoras, B16F10(Mock). Se
evaluaron dos tiempos diferentes de tratamiento (3 y 24 h) en condiciones de incubacién
normal a 37°C y 5% de COs. Las células después del tratamiento fueron analizadas a través
de un citémetro de flujo para determinar el porcentaje de células marcadas bajo el filtro
correspondiente (figura 6C). Una muestra de células blanco con vesiculas sin marcar se

uso para establecer el gate negativo.

Después de 3 h de tratamiento hubo un mayor porcentaje de células marcadas con el
tratamiento de VE CAV1, en comparacion con VE Mock (figura 6C, 3 h). En cambio, a
las 24 h de tratamiento hubo una saturacion de la sefial de fluorescencia en las células
tratadas con las distintas vesiculas. Esto es evidenciable a partir del tratamiento con 3000
y 5000 VE por célula (figura 6C, 24 h). Tambien se us6 como control incubando las
células con las vesiculas marcadas a bajas temperaturas, demostrando que a 4°C no ocurre

adquisicién de vesiculas (figura 6D).
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Figura 6. Ensayo de internalizacion de vesiculas extracelulares en células
B16F10(Mock). A) Protocolo de marcaje de las VE con PKH67 [Modificado de Salas-
Huenuleo y colaboradores (2019)]. B) Caracterizacion de VE después de la tincion,
mostrando la distribucion y fracciones por tamafio de particula. C) Ensayo de
internalizacion. Se incubaron células B16F10(Mock) con VE marcadas a concentraciones
de 1000, 3000 y 5000 VE por célula. Incubacion por 3 h'y 24 h, para después analizar las
células por citometria de flujo. D) Comparacion entre la incubacion con VE marcadas a
4°C y 37°C. Se uso para este grafico, el tratamiento con 5000 VE por célula. Los resultados
se analizaron estadisticamente con la prueba no paramétrica Mann-Whitney. Diferencias
significativas estan indicadas (* p < 0.05).
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Una vez verificada que la adquisicion de VE a 24 h es similar en ambos casos, se evalu6
si las VE pequefas obtenidas por ultracentrifugacion de las diferentes lineas usadas son
capaces de modificar la motilidad de las células tratadas. Para esto, se incubo celulas
B16F10(Mock) con VE provenientes de B16F10(Mock), B16F10(CAV1),
B16F10(CAV1/Y14E)y B16F10(CAV1/Y14F). Después de 24 h de tratamiento se evalud
la migracion de las células tratadas con VE. Se observa que después de exponer estas
células durante 24 h a VE CAV1y VE CAV1/Y14E, hubo un incremento significativo en
la migracion, en comparacion a células no tratadas o tratadas con vesiculas provenientes

de la misma linea celular con otras transfecciones (figura 7A).

A continuacion, se evalud si el tratamiento por 24 h con vesiculas afecta la viabilidad de
las células tratadas. No se observo diferencias significativas en la cantidad de células
viables después de la agregar VE de diferentes tipos (figura 7B) utilizando la técnica de
azul de tripano, colorante que no se incorpora en células vivas. Para descartar que el
tratamiento de las VE influya en la expresién de CAV1 en las células tratadas, se realizé
un Western blot de las células B16F10(Mock) tratadas por 24 h con vesiculas provenientes
de células B16F10(CAV1), no observandose cambios en la expresion de CAV1 (figura
7C).
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Figura 7. Ensayos de migracion y viabilidad de células B16F10(Mock) después del
tratamiento con distintas vesiculas extracelulares. A) Ensayo de migracion. Células
B16F10(Mock) fueron tratadas 24 h con VE Mock, VE CAV1, VE CAV1/Y14E y VE
CAV1/Y14F. Al término del tratamiento, se sembraron las células en transwell de 6.5 mm
de didmetro, que poseen una membrana con poros de 8 pm cubiertos con fibronectina en
la cara inferior del inserto, y las células se dejaron migrar durante 2 h. Se cont6 el namero
total de células que fueron capaces de llegar hasta el lado inferior de la membrana. B)
Ensayo de viabilidad celular mediante azul de tripano. Los graficos muestran el promedio
de 4 experimentos independientes (promedio + SEM). C) Western blot de células tratadas
con EV MOCK y VE CAV1 por 24 h. Se cargaron 50 pg de proteina de lisado celular.
Los resultados se analizaron estadisticamente con la prueba no paramétrica Kruskal-
Wallis y un post test de Dunns. Se indican las diferencias significativas (* p < 0.05).
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Considerando los efectos de las VE en migracion, el siguiente paso fue evaluar un proceso
biolégico de mayor complejidad, el cual incorpore la migracion celular y ademas la
capacidad de atravesar un endotelio integro, proceso conocido como extravasacion,
mecanismo fundamental en la metéastasis. Esto se evalué mediante un ensayo de migracién
transendotelial que incluye los mismos elementos de la migracion, ademas de un endotelio

hecho a partir de células EAHy926, linea celular de endotelio de vena umbilical.

Las células B16F10(Mock) fueron tratadas por 24 h con las VE derivadas de las diferentes
lineas B16F10. Antes de comenzar con el ensayo de migracién transendotelial, se evalud
la permeabilidad de las monocapas formados por las EAHy926 después de las 72 horas
usando azul dextran (Tabla 2). Una vez comprobada la integridad de la monocapa, las
células B16F10(Mock) tratadas fueron marcadas con un colorante vital (Cell tracker) para
posteriormente incluirlas en la cdmara de migracion transendotelial por 24 h. Terminado
el proceso se contaron en microscopio de fluorescencia bajo campo oscuro las células que
pasaron a la parte inferior del inserto. Es posible observar que el tratamiento previo con
las vesiculas provenientes de las lineas que expresan CAV1 y mutantes, es capaz de
aumentar la migracion transendotelial de las ceélulas B16F10 en comparacion de las células
tratadas con las vesiculas provenientes de B16F10(Mock) (figura 8A).

Tabla 2. Absorbancias de ensayo de permeabilidad de la monocapa endotelial.
Mediciones de la absorbancia del medio de cultivo del compartimiento inferior al inserto

transwell con la monocapa antes y 30 minutos despues de agregar azul dextrano sobre la

monocapa.
Absorbancia Absorbancia
Experimento Antes (620 nm) Después (620 nm) Diferencia
N 1 0,053300001 0,124300003 0,071000002
N 2 0,052299999 0,096100003 0,043800004

Se incluyé ademéas otro ensayo de migracion transendotelial en el cual las células

B16F10(Mock) y endotelio de EAHy926 fueron tratadas al mismo tiempo con las distintas
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VE durante el tiempo de migracion (24 h). Se observaron efectos similares sobre la tasa
de migracion de células tratadas con VE de celulas que expresan CAV1 y sus mutantes en
comparacion con las células tratadas con vesiculas provenientes de células B16F10(Mock)
aunque en mayores tasas de migracion en comparacion con el tratamiento sobre las células
B16F10 solamente (figura 8B). Es importante ver que el efecto se acentla en el caso de
las células tratadas con VE provenientes de la linea B16F10(CAV1/Y14E).

Para verificar si el cambio en la migracion no se debe a un efecto de las VE sobre la
viabilidad o permeabilidad de las células EAHy296 y su endotelio, se ejecutaron ensayos
de viabilidad mediante exclusién de azul de tripano. No se evidencié diferencias en
viabilidad de las células EAHy926 tratadas por 24 h (figura 8C). La permeabilidad del
endotelio bajo el tratamiento por 24 h de VE de las diferentes lineas B16F10 tampoco
muestra diferencias (figura 8D).

En las fases tempranas de este trabajo de tesis, se evaluo el efecto sobre el metabolismo
glucolitico de las células tumorales tratadas con VE. Esto se realizd considerando estudios
previos de este laboratorio usando la linea B16F10(CAV1). En ese trabajo se analizé la
influencia de la expresion de CAV1 sobre el metabolismo celular, determinando que
CAV1 promueve el metabolismo glicolitico, definido por una mayor produccién de
lactato, mayor acidificacion del medio de cultivo y menor consumo de oxigeno (Tesis
Natalia Diaz, articulo no publicado). También se evalu6 la expresion de PTEN después
del tratamiento con VE considerando una hipotesis previa que consideraba que las VE
inducen el cambio metabdlico mediante la inhibicion de la expresion de la fosfatasa
PTEN, supresor de tumores y un regulador negativo del metabolismo glicolitico. Después
de tratar la linea B16F10(Mock) con vesiculas provenientes de B16F10(Mock) y
B16F10(CAV1) se uso la medicion de la produccion de lactato extracelular (figura
suplementaria 1) y la expresion de PTEN (figura suplementaria 2) de las células tratadas
con VE para evaluar la funcion del metabolismo glicolitico, no encontrando diferencias

significativas en ninguno de estos parametros. Se concluye con estos resultados que esta
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transformacion metabdlica y mecanismo molecular no se ven influidos por los

tratamientos con VE.

Por lo tanto, los resultados anteriores sugieren que la expresion de CAV1 en las células
B16F10 genera VE cuyo contenido es importante para promover interacciones tempranas
con células receptoras, aunque a tiempos mas prolongados hay saturacién en la
incorporacion de vesiculas, independiente de la presencia de CAV1. También es
importante mencionar que las VE CAV1 y VE CAV1/Y14E favorecen migracion y
demuestran una tendencia a promover transmigracion endotelial en células receptoras,
mostrando una eventual importancia en los efectos bioldgicos que pueden producir dichas

vesiculas.
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Figura 8. Ensayos de migracion transendotelial de B16F10(Mock) después del
tratamiento con distintas vesiculas extracelulares. A) Ensayo de migracién en el cual
células B16F10(Mock) fueron pretratadas 24 h con VE Mock, VE CAV1, VE
CAV1/Y14E y VE CAV1/Y14F. Al término del tratamiento, se sembraron las células en
transwell, que poseen una membrana con poros de 8§ um cubiertos con monocapa de
células EAHy926, y las células se dejaron migrar durante 16 h. Se contd el nimero total
de células que fueron capaces de llegar hasta el lado inferior de la membrana. B) Ensayo
de migracion en el cual las células B16F10(Mock) y la monocapa de células EAHy926
fueron tratadas simultaneamente con VE durante el tiempo de migracion por 24 h. C)
Ensayo de viabilidad de células EAHy926 tratadas con VE por 24 h. D) Ensayo de
permeabilidad de monocapa de células EAHy926 tratadas con VE por 24 h, se normaliz6
con monocapa tratada con PBS. Los graficos muestran el promedio de 2 experimentos
independientes (promedio + SD).

59



11.3. OBJETIVO 3. Determinar el perfil proteémico de las VE pequefias de las
lineas celulares de melanoma murino B16F10 que expresan CAV1 y mutantes de
CAVlen Y14

Las VE obtenidas a partir de las células B16F10 wt, Mock, CAV1 wt, CAV1/Y14E y
CAV1/Y14F se caracterizaron usando Espectrometria de Masa para analizar las proteinas
presentes. Se uso la técnica “shotgun” para los analisis protedmicos de las muestras
usando cromatografia liquida combinada con Espectrometria de Masa. El analisis detecta
péptidos y los enfrenta a bases de datos (UniProtkK B mouse Database). El total de péptidos
detectados se us6 para comparar la abundancia de una proteina. Se analizaron muestras de
VE obtenidas de 2 (VE wt) y 3 (VE Mock, CAV1, CAV1/Y14E y CAV1/Y14F)

preparaciones distintas. Cada muestra se analiz6 por triplicado.

Obtenida las listas de proteinas encontradas por muestra de VE, en primer lugar, se
consideraron s6lo las proteinas incluidas en la base de datos UniProt Swiss-prot (sp). Esta
base de datos se caracteriza por el grado de anotacién de las proteinas incluidas,
incluyendo las secuencias, estructura, funciones moleculares, localizacion celular, entre

otras caracteristicas.

La lista obtenida indica el codigo de acceso de la proteina segun UniprotKB, nombre de
la proteina/gen y la cantidad promedio de péptidos en 2 (VE wt) o 3 replicados bioldgicos
(VE MOCK, VE CAV1, VE CAV1/Y14E y VE CAV1/Y14E) de cada obtencion de VE.
Se continud el trabajo bioinformético sélo con las proteinas en las que se detect6 a lo
menos 2 péptidos en promedio por proteina. Se determiné que proteinas con menos de 2

péptidos fueran definidas como no presentes en la muestra.

Para las VE obtenidas de todas las lineas celulares, se detectd mas de 300 proteinas Unicas.
Para cada una de las VE por linea de menor a mayor, en las VE wt se detectaron 55
proteinas (tabla suplementaria 1), en las VE Mock se detectaron 124 proteinas (tabla
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suplementaria 2), en las VE CAV1/Y14F se detectaron 210 (tabla suplementaria 3), en las
VE CAV1 225 (tabla suplementaria 4) y finalmente en VE CAV1/Y 14E se encontraron
296 proteinas (tabla suplementaria 5). Usando un diagrama de Venn (figura 9A) se
muestra el nimero de proteinas compartidas y Unicas de cada grupo cuyos ndmeros son
graficados en la figura 9B, siendo notorio la gran cantidad de proteinas Unicas presentes
en las VE CAV1/Y14E. Al agrupar las proteinas detectadas es posible observar el

porcentaje de proteinas compartidas entre los diferentes grupos de VE (figura 9C).
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o [ Proteinas identificadas
300+ 3 I Proteinas Unicas

Namero de proteinas

VE CAV1/Y14F VE CAV1/Y14E
(210) (295)
C VE wt

Comparacioén de pares
VE MOCK 49 (37.7%) 0% 100%

VE CAV1/Y14E 50 (16.7%) 119 (39.7%) _

VE wt VE MOCK VE CAV1 VE CAV1/Y14E VE CAV1/Y14F

Figura 9. Proteinas detectadas por protedmica en vesiculas extracelulares
provenientes de las lineas celulares B16F10wt, (Mock), (CAV1), (CAV1/Y14E) y
(CAV1/Y14F). A) Diagrama de Venn de proteinas detectadas en VE mostrando proteinas
Unicas y compartidas para las diferentes clases de vesiculas B) NUmero de proteinas
identificadas y Unicas en las diferentes preparaciones. C) Porcentaje de proteinas
compartidas entre las distintas preparaciones de VE.

62



Después se continud analizando solo con las proteinas presentes en las VE CAV1, VE
CAV1/Y14E y VE CAV1/Y14F, restando las proteinas en comun y Unicas de las VE wt
y VE MOCK.

Se disefio un nuevo diagrama de Venn el cual muestra la nueva distribucion de proteinas
mostradas en la figura 10A. Posteriormente se realiz6 un anélisis de Ontologia Génica
(Huang et al., 2009) mostrando los 10 componentes celulares (GO) mas enriquecidos por
cada una de las VE (figura 10B). Para cada grupo de VE el mayor enriquecimiento de
proteinas fue asociado con proteinas exosomales (sobre el 60 % de las proteinas presentes
por lista). Este hallazgo refleja el mecanismo de la biogénesis de estas vesiculas
extracelulares. También hay un enriquecimiento importante de proteinas relacionadas con
la membrana plasmatica y citosol, que indica también la presencia de vesiculas del tipo
microvesicula. Otras clasificaciones de compartimiento celular GO en comun son
adhesiones focales, endosoma y melanosoma, lo cual refleja el origen melanocitico de las
EV. Es de destacar el enriquecimiento del componente celular balsas lipidicas en las VE
CAV1/Y14E.
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VE CAV1/Y14E VE CAV1

VE CAV1/ Y14F

VE CAV1

(100) (175
27
9 80
‘|
\ 56
8 12
12
VE CAVA/Y14F
(88)

Compartimiento celular (GO) N° proteinas Porcentaje EASE Score
Exosoma 57 64,8 7,70E-28
Membrana 68 77,3 3,30E-15
Adhesion focal 19 21,6 8,80E-14
Melanosoma 12 13,6 7,60E-13
Endosoma 17 193 1,80E-09
Membrana plasmatica 48 54 .5 4 80E-09
Citosol 24 27,3 2,00E-06
Complejo ribonucleico 10 11,4 1,20E-05
Subunidad ribosomal grande 6 6,8 5,20E-05
Intracelular 20 22,7 5,80E-05
Compartimiento celular (GO) N° proteinas Porcentaje EASE Score
Exosoma 110 62,9 1,30E-51
Membrana 151 86,3 2,10E-44
Adhesion focal 42 24 1,90E-32
Membrana plasmatica 108 61,7 3,30E-25
Melanosoma 19 10,9 7,80E-19
Endosoma 31 17,7 7,70E-16
Componente integral de membrana plasmat 39 223 5,10E-13
Uniones adherentes 22 12,6 6,70E-13
Superficie celular 27 15,4 5,20E-11
Citosol 43 24,6 2,30E-09
Balsas lipidicas 16 Sl 1,20E-08

Compartimiento celular (GO) N° proteinas Porcentaje EASE Score
Exosoma 57 64,8 7,70E-28
Membrana 68 77,3 3,30E-15
Adhesion focal 19 21,6 8,80E-14
Melanosoma 12 13,6 7,60E-13
Endosoma 17 19.3 1,80E-09
Membrana plasmatica 48 54,5 4,80E-09
Citosol 24 27,3 2,00E-06
Complejo ribonucleico 10 11,4 1,20E-05
Subunidad ribosomal grande 6 6,8 5,20E-05
Intracelular 20 22,7 5,80E-05

64



Figura 10. Proteinas detectadas por protedmica en vesiculas extracelulares
provenientes de (CAV1), (CAV1/Y14E), y (CAV1/Y14F). A) Diagrama de Venn de
proteinas detectadas. B) Analisis GO de proteinas de Componentes Celulares mayormente
enriquecidos en las distintas VE por EASE Score.
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Considerando los efectos biolégicos de las vesiculas, se procedié con el anélisis de las
proteinas presentes solo en VE CAV1, s6lo en VE CAV1/Y14E y proteinas compartidas
entre VE CAV1y VE CAV1/Y14E, lo que corresponde en total a 116 proteinas. Se analizo
mediante GO para procesos bioldgicos, mostrando que el proceso mas enriquecido de esta
lista de proteinas corresponde a adhesion celular con 19 proteinas en total. De ellos se
encontr6 4 proteinas en comun entre VE CAV1y VE CAV1/Y14E relacionadas con el
proceso de adhesion. Sin embargo, la mayoria corresponde a moléculas de adhesion
celular. Estas proteinas pueden ser interesantes de estudiar a futuro tanto desde el punto
de vista de los efectos biolégicos que producen estas vesiculas, asi también como posibles

marcadores en el diagndstico.

Por lo tanto, los resultados anteriores sugieren que la expresion de CAV1, pero
especialmente la mutante fosfomimética en las células B16F10, es importante para el
enriquecimiento en las EV de proteinas relevantes en el proceso de adhesion celular, una

actividad clave también para la migracion celular (Tablas 3y 4).
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Tabla 3. Procesos bioldgicos enriquecidos en proteinas comunes y Unicas entre
vesiculas extracelulares provenientes de las lineas celulares B16F10(CAV1) y
(CAV1/Y14E). 116 proteinas entre VE CAV1y VE CA1/Y14E de la figura 10A fueron
agrupadas usando GO para procesos bioldgicos.

Procesos biolégicos (GO) N° proteinas Porcentaje EASE Score
Adhesion celular 19 16,4 1,00E-09
Transporte 30 25,9 1,40E-06
Regulacién negativa de proyecciones neuronales 6 5,2 4,70E-05
Ectodominios de protedlisis 4 3,4 2,40E-04
Aglutinacién 5 4,3 3,00E-04
Transporte de proteinas 13 11,2 3,00E-04
Respuesta celular a indole-3-metanol 3 2,6 3,80E-04
Regulador negativo de biosintesis de amiloide 3 2,6 5,60E-04
Traduccion de sefales mediadas por GTPasas pequefias 8 6,9 6,70E-04
Angiogénesis 8 6,9 7,20E-04

Tabla 4 Proteinas de procesos biolégico de adhesion celular presentes en vesiculas
extracelulares provenientes de las lineas celulares B16F10(CAV1) y (CAV1/Y14E).
19 proteinas en la categoria de adhesion celular de la tabla 3 fueron identificadas. En rojo
estan los péptidos mas abundantes y en azul los menos abundantes.

N° péptidos N° péptidos

Nombre proteina VE CAV1 VE CAV1/Y14E
Integrina beta 5 Itgh5 3,7 3,0
Molécula de adhesion celular keucocitaria activadal Alcam 3,3 6,0
Miembro A de la familia de homélogos de Ras Rhoa 3,0 3,3
Embigin Emb 3,0 2,7
Placoblobina de union Jup 3,0 0,0
Miembro B de la familia de homologos de Ras Rhob 2,3 0,0
Molécula de adhesién celular 1 Cadm1 2,0 0,0
Miosina, Cadena pesada 9 no musclular Myh9 0,0 _
Talina 1 Tin1 0,0 5,3
Receptor proteina tirosina fosfatasa S Ptprs 0,0 4,0
Catenina delta 1 Ctnnd1 0,0 3,7
Catenina alfa 1 Ctnna1 0,0 3,0
Receptor de adhesiéon G1 asociado a proteina G |Adgrg1 0,0 2,3
Molécula de adhesién celular 4 Cadm4 0,0 2,3
Integrina alfa 9 Itga9 0,0 2,3
Zyxina Zyx 0,0 2,3
Catenina beta 1 Ctnnb1 0,0 2,0
Nectina 2 Nectin2 0,0 2,0
Presenilina 1 Psent 0,0 2,0
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12.  DISCUSION

El proposito de este trabajo fue determinar la importancia de CAV1 y su fosforilacion en
tirosina-14 sobre las propiedades de las VE generadas por lineas celulares metastasicas,
ademas de evaluar los efectos bioldgicos que estas vesiculas desencadenan en células
receptoras con un grado de migracion e invasion establecido, que ademéas poseen muy
bajos niveles de expresion de CAV1 [B16F10(Mock)].

En este estudio, VE pequefias (<200 nm) fueron aisladas desde medios de cultivo
condicionados de sublineas de melanoma murino metastasico. La linea parenteral de
B16F10 expresa bajos niveles de CAV1, por lo que, para evaluar el efecto de esta proteina
en células metastasicas, se generaron lineas celulares estables que expresan CAV1. Para
ello, las células fueron transfectadas con el plasmidio pLAC-IOP, el cual ademas de
poseer el transgén de interés (en este caso la secuencia para la sintesis de CAV1), también
contiene un marcador de seleccion gue es la resistencia a higromicina B (Bender et al.,
2000).

Asi, junto a B16F10wt, se usaron las sublineas B16F10(Mock), transfectada con el vector
vacio, B16F10(CAV1), transfectada con el vector que expresa CAV1 sin mutaciones y
B16F10(CAV1/Y14E) y B16F10(CAV1/Y14F), sublineas que expresan CAV1 mutada
en tirosina 14 en forma fosfomimética y en forma no fosforilable, respectivamente (Ortiz
etal., 2016). Los estudios de estas lineas dan cuenta de la importancia de esta proteina en
las propiedades agresivas que poseen las células metastasicas, pero mas importante aln es
el estado de fosforilacion de esta proteina en tirosinal4 (Ortiz et al., 2016). El siguiente

paso fue evaluar las VE producidas por estas lineas.

Despueés de la comparacion de 2 métodos de obtencion de vesiculas extracelulares usado,
se decidio usar la ultracentrifugacion diferencial indicada en la figura 1 (Théry et al.,
2006). Esta metodologia sigue siendo usada ampliamente (Gardiner et al., 2016), y en este
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trabajo se corroboran buenos resultados de produccién, considerando aspectos de
importancia en la identificacion de estas vesiculas. Estos aspectos incluyen el rango de
tamafos obtenidas, la caracterizacion de proteinas enriquecidas en los procesos de
formacion de cuerpos multivesiculares y vias de exportacion de éstas, como es indicado

en las figuras 4 y 5.

Otra metodologia de purificacion y concentracion de vesiculas extracelulares que fue
utilizada en las primeras fases de este trabajo correspondi6 al kit comercial de Exo-spin
(figura 1), método que usa la combinacion de la precipitacion de elementos membranosos
usando PEG y que no requiere ultracentrifugacion (van der Pol et al., 2014). EI método
incluye una filtracion de vesiculas precipitadas segun tamafio por una columna de
exclusion. Dicha metodologia mostro buenos resultados en el caso de la distribucion de
tamarfios, pero result6 limitante en el punto de las proteinas detectadas. Esto es claro al
observar primero las bandas detectadas después de la transferencia y el uso del rojo
Ponceau para tefiir las proteinas, donde aparece una banda caracteristica de la albumina
bovina. Segundo, al revelar las membranas tratadas con los anticuerpos, es posible
observar la presencia de proteinas marcadores de VE, pero con menor intensidad en
comparacion a su contraparte obtenidas por ultracentrifugacion (figura 3).

Los fabricantes de estas metodologias aseguran baja contaminacion de elementos no
relacionados con exosomas, como proteinas y RNAs solubles; sin embargo, a pesar de
obtener numeros 6ptimos de vesiculas, se detectan elementos considerados contaminacion
(albumina, proteinas de origen bovino, fragmentos de membranas) (Oosthuyzen et al.,
2013). Esto hace que al utilizar estas vesiculas en ensayos bioldgicos y funcionales puedan
observarse resultados que no dependan exclusivamente de VE, si no de otros elementos
no vesiculares presentes. Es de importancia considerar esto antes de elegir una

metodologia para la purificacion y concentracion de estas vesiculas.
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Como se desprende de los resultados mostrados en la figura 4, a pesar de no encontrar
diferencias significativas en el nUmero de VE obtenidas para cada sublinea, se puede
advertir un mayor nimero de vesiculas en la preparacion proveniente del sobrenadante de
B16F10wt. Estos resultados sugieren que la transfeccion interfiere con la produccion de
las vesiculas, ya sea por el método de integracion del plasmidio, o por el método de
seleccion con el antibidtico higromicina B, el cual aplica un estrés importante a las células.
Todas las lineas fueron tratadas con IPTG, por lo que no consideramos esto como una
variable a evaluar. Hay ejemplos que muestran el efecto de la transfeccion en la proporcion
y tamafio de estas vesiculas (Campos et al., 2018). Es importante también destacar en este
punto diferencias en la cantidad detectada de proteinas positivas de VE entre las VE wt 'y
las VE mock. Ambas provienen de células metastasicas que expresan muy bajos niveles
de CAV1, sin embargo, es posible observar el efecto de la transfeccidn sobre el contenido
proteico, con influencia en la tetraspanina CD81. Seria de importancia evaluar como la
inclusion del plasmidio interviene en procesos endociticos y asi considerar otras
metodologias de transfeccibn o modulacion de expresién génica, que permitan la
expresion estable de CAV1 y sus mutantes en células metastasicas con menos

interferencias.

Entre otras caracteristicas fisicas de las vesiculas, podemos observar que
aproximadamente un 75-80% de las vesiculas obtenidas son de tamafios menores a 200
nm, independiente de la sublinea productora, rasgos acordes con los descritos en literatura
tanto para demostrar la calidad de la preparacion obtenida (van Niel et al., 2018), como
para la clasificacion por tamafio de las vesiculas méas abundantes segun ISEV (Théry et
al., 2018) .

El uso de la técnica de Western blot ayudo a complementar los datos anteriores, mostrando
coémo las vesiculas obtenidas poseen proteinas involucradas en la génesis de éstas, siendo
de importancia el enriquecimiento de proteinas ALIX y TSG101 (elementos del complejo
ESCRT) y ademas de la tetraspanina CD81, enriquecido en regiones de la membrana
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endoplasmica similares a las balsas lipidicas, el cual actGa independiente del mecanismo
ESCRT (Perez-Hernandez et al., 2013). Hay que notar que en la figura 5 los niveles de
CD81 detectados en las vesiculas obtenidas no es igual en todas las preparaciones,
mostrando mas intensidad en las VE CAV1y VE CAV1/Y14E en comparacion con las
VE CAV1/Y14E (figura 5C). Esto es interesante, considerando que CAV1 y CD81
corresponden a proteinas presentes en balsas lipidicas (Calzolari et al., 2006; Viswanathan
et al., 2017) gue son importantes en procesos endociticos (Pelkmans et al., 2004). Esto
indica la estrecha relacidon que hay entre estas proteinas y sugiere un papel preponderante

de CAV1 en la génesis y cargo de VE originadas de la ruta endocitica.

Relacion entre la presencia de CAV1 en VE y su fosforilacién en tirosina 14.

El primer hallazgo de importancia encontrado en este estudio fue la deteccion de CAV1
en las vesiculas de lineas metastasicas que expresan CAV1 y las mutantes (figura 5),
mientras esta proteina no fue detectada en las vesiculas provenientes de lineas con bajos
niveles de CAV1, datos respaldados con aquellos obtenidos en la proteémica. Estudios
anteriores en otras lineas metastasicas, asi como en pacientes comprueban la presencia de
CAVL1 en VE pequeiias y grandes de origen tumoral (Campos et al., 2018; Dorai et al.,
2018; He et al., 2015; Logozzi et al., 2009). Una pregunta relevante desde el punto de
vista molecular es la ubicacién de CAV1 en VE y su interaccion, ya sea directa o indirecta,
con otros componentes comprometidos en la biogénesis de estas vesiculas, incluyendo

elementos dependientes o independientes de la maquinaria ESCRT.

Los hallazgos demostrados por ensayos de Western blot y analisis del perfil proteémico
de las distintas VE muestran un hecho interesante respecto a como el estado de
fosforilacion de CAV1 puede influir en la presencia de esta misma en las VE liberadas. A
pesar de que CAV1 esté presente en las vesiculas de B16F10 que expresan CAV1y sus
mutantes, es interesante destacar la disminucion de CAV1 detectada en las vesiculas
provenientes de las células B16F10 que expresan CAV1/Y14F, una proteina CAV1

incapaz de ser fosforilada en Y14. La CAV1 fosforilada en Y14, es un punto de control
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de procesos relevantes en metéstasis, siendo notable tanto en la migracion e invasion de
las células, mediante la activacion de la via CAV1-Rab5-Racl (Diaz et al., 2014a; Diaz et
al., 2014b), asi como también en metastasis (Lobos-Gonzalez et al., 2013; Ortiz 2020).
Por lo tanto, la fosforilacion de CAV1 en Y14 les confiere a las células propiedades
especiales como la agresividad, lo que se ve reflejado en el efecto bioldgico que tienen las
VE provenientes de estas células.

Una forma de relacionar la presencia de CAV1 fosforilada en células metastasicas es
mediante la localizacidn que esta proteina tiene durante procesos de expansion celular o
“spreading”. En estudios realizados en las mismas lineas celulares usadas es posible
observar que en las células B16F10(CAV1) y B16F10(CAV1/Y14E) hay un aumento
importante de CAV1 localizada perinuclearmente, en comparacion con la CAV1 no
fosforilable en Y14 de B16F10(CAV1/Y14F) (Ortiz et al., 2016), y que en otros modelos
se relaciona la ubicacion de CAV1 fosforilada en Y14 con elementos endociticos
destinados a CMV (Albacete-Albacete et al., 2018). Esto se suma a que la fosforilacién
descrita, junto a otros procesos postraduccionales en CAV1 como lo es la ubiquitinacion,
son capaces de distribuir CAV1 en CMV destinados a exosomas (Albacete-Albacete et
al., 2018). Esto sugiere un posible mecanismo del cargo de CAV1 en las vesiculas
intraluminales y que el estado de fosforilacion de CAV1 en tirosina 14 es un facilitador
de este proceso. Sin embargo, es discutible el rol del proceso de ubiquitinacion de CAV1,
debido a que no se observo un cambio en el peso molecular de CAV1 presente en
vesiculas. Un punto para investigar a futuro seria definir la fraccion de CMV que son

destinados finalmente a exosomas o al lisosoma.

Otras preguntas que surgen en relacion con otras modificaciones postraduccionales de
CAV1y su destino hacia VE es si otros residuos de fosforilacion importantes que posee
CAV1, como la Serina-80, participan en la formacién de VE. Evidencias indican que la
fosforilacion de este sitio S80 esta relacionada con la localizacién de esta proteina en la
membrana del reticulo endoplasmatico (Schlegel et al.,, 2001). Por lo tanto, esta
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fosforilacion conectaria a CAV1 con la ruta secretora regulada, a diferencia de la mutante
S80A (serina reemplazada por alanina, fosfonula) la cual es dirigida a membrana de

caveolas (Schlegel et al., 2001).

Efectos biologicos de células metastésicas tratadas con vesiculas extracelulares que
poseen CAV1 en su estructura.

Para poder evidenciar los efectos de las VE en células receptoras es importante, en primera
instancia, la interaccion entre ellas. En este trabajo se demuestra que las células tumorales
son capaces de captar las VE. Ademas, que la cantidad de células marcadas depende de la
cantidad de vesiculas utilizadas, independientemente de si éstas tienen o no CAV1. Queda
preguntarse sobre la localizacién de estas vesiculas en las células receptoras, que en
ensayos usando microscopia electronica podria resolverse. Esto nos permitiria ver el
destino de estas vesiculas y la interaccién con diferentes compartimientos celulares,

haciendo ayudar a establecer posibles mecanismos de accion.

Un hallazgo interesante de este trabajo de tesis es la diferencia entre las cinéticas de
internalizacion de VE, siendo mas rapida en el caso de las VE con CAV1. En trabajos
anteriores donde estudian internalizacion de VE y su mecanismo de internalizacion, se
puede observar como la presencia de CAV1 en las células receptoras regulan
negativamente la internalizacién de VE (Svensson et al., 2013). Sin embargo, no existe
evidencia en la literatura que muestre la influencia de CAV1 presente en las vesiculas para
su internalizacion en células receptoras. En este caso seria adecuado relacionar la
adquisicion de estas vesiculas en tiempos tempranos con proteinas de superficie presentes
en estas vesiculas. Las mas importantes son las integrinas, proteinas de transmembrana
relevantes en la adhesion celular con elementos de la matriz extracelular. Los datos de
protedmica evidencian un perfil Unico de estas proteinas presentes exclusivamente en VE
CAV1y VE CAV1/Y14E, como es el caso de integrina beta-5. Esta proteina junto a su
par, la integrina alfa-V tienen afinidad por componentes de la matriz extracelular del tipo
fibronectina y vitronectina, ambos de relevancia en cancer (Desgrosellier and Cheresh,
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2010). Considerando lo anterior, en tiempos tempranos la interaccion entre las integrinas
de VE y fibronectina o vitronectina asociada a integrinas de células receptoras parece ser
el punto inicial para la captacion a las VE, evidenciando como la matriz extracelular juega
un papel fundamental en el homing tanto de VE como de células tratadas con estas
vesiculas (Hoshino et al., 2015). Esto ser& importante de dilucidar usando péptidos RGD
(péptido que bloquea interacciones entre integrinas y proteinas de matriz extracelular
como fibronectina o vitronectina) u otros bloqueadores, como los anticuerpos
neutralizantes de integrinas, sobre las VE o células receptoras y evaluar si hay cambios

tanto en la cinética de adquisicion de VE como en los efectos bioldgicos posteriores.

Sera de importancia evaluar con mayor profundidad el proceso de adquisicion de VE
determinando mediante microscopia confocal junto con inmunofluorescencia, por
ejemplo, la localizacion de las vesiculas adquiridas a distintos tiempos. Esto ayudara a
dilucidar el posible mecanismo de accién de las vesiculas sobre las células receptoras. Sin
embargo, deduciendo de los resultados obtenidos en los ensayos de captacion, el contenido
de las vesiculas ya es parte de la célula receptora, hipotetizando que el tratamiento con
tripsina antes de la citometria separaria por protedlisis a las vesiculas ancladas en la
superficie de las células receptoras. En este caso, ensayos posteriores deben incluir el uso
de inhibidores de endocitosis, tanto para los dependientes como los independientes de
clatrinas. El proximo paso ademas sera evaluar este proceso usando las VE provenientes
de células CAV1/Y14E y CAV1/Y14F para determinar si la fosforilacion de CAV1 y

otros cargos influyen en esta internalizacion temprana.

Respecto a la respuesta bioldgica de las células receptoras, estudios anteriores de nuestro
laboratorio demostraron que el tratamiento con VE de células altamente metastésicas es
capaz de favorecer la motilidad e invasividad de células tumorales con baja capacidad
metastasica que ademas poseen bajos niveles de CAV1 (Campos et al., 2018). En nuestro
trabajo, ademas de confirmar dichos antecedentes, se demostrd que la fosforilacion de
CAVL1 en tirosina 14 juega un papel importante en los efectos biologicos (figuras 7 y 8)
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de las VE, demostrando efectos mas acentuados en ensayos de migracion en transwell y
presentdndose una tendencia en la migracion transendotelial considerando la necesidad de
reproducir mas veces este ensayo para dar una respuesta categorica. Este efecto sobre la
migracion segun los resultados obtenidos no estaria relacionado con la aparente
transferencia de CAV1 o algin mRNA que favorezca la traduccion de esta proteina desde
las VE hacia la célula receptora, indicado por la expresion de CAV1 (figura 7). Sin
embargo, no excluye completamente el hecho que la CAV1 transferida per se pueda tener
algun efecto bioldgico demostrable. Para evaluar esto es necesario realizar ensayos que
muestren si los mecanismos involucrados en migracion e invasion bajo los efectos de VE
son los mismos que los hechos por CAV1 de forma intrinseca. Por ejemplo, evaluar la
actividad de Racl y Rab5 en células tumorales sin CAV1 tratadas con VE derivadas de
células que contienen CAV1 y sus mutantes. Al observar la actividad de Rac-1 y Rab5
después del tratamiento de VE con CAV1 seria posible hipotetizar respecto al papel que
tiene CAV1 presente en las vesiculas extracelulares. Aunque esto podria llevar también a
nuevas preguntas sobre como se ve la misma respuesta molecular sin la presencia aparente

de CAV1 en la célula que actia como receptora de estas VE.

Falta por investigar, la duracion del efecto que tienen las VE sobre los procesos biolégicos
de migracidn e invasion en células tratadas, asi como el tiempo necesario de exposicion
con las vesiculas para que las células receptoras adquieran los rasgos de mayor agresividad
evidenciados. Es decir, ;qué tan temprano se manifiestan los efectos después del
tratamiento con vesiculas? O ¢son estos efectos permanentes o solo se mantienen por un
tiempo limitado? La primera pregunta esta en estrecha relacion con la cinética de la
captacion de VE y para su respuesta se requiere que las células tumorales a estudiar sean
tratadas por diversos tiempos con las diferentes VE. Para la segunda pregunta, el enfoque
se centra en el tiempo después del tratamiento, durante el cual es posible evidenciar los

efectos bioldgicos de las VE sobre estas células.
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En el caso de los cambios metabdlicos producidos por el tratamiento con VE (figura
suplementaria 1), no se observo cambios en los niveles de lactato producido; sin embargo,
no se puede descartar que existan limitantes del método que no estuvieron bien manejadas.
Por ejemplo, seria necesario considerar la estabilidad del lactato en el medio de cultivo,
conservacioén y almacenamiento del sobrenadante e inmediatez de la medicion. Una forma
de medir este pardmetro y otros para determinar la funcién del metabolismo glicolitico es
usando instrumentos que midan en tiempo real estos cambios, como el caso del equipo
Seahorse. Con estos factores a considerar, seria recomendable volver a hacer estas

determinaciones evitando eventos que puedan interferir con los resultados.

Otro punto es respecto al mecanismo propuesto en las primeras etapas de esta tesis, de que
una de las proteinas afectadas en la célula receptora podria haber sido la fosfatasa PTEN.
PTEN es una fosfatasa desfosforila el carbono 3 del anillo inositol del lipido fosfatidil
inositol-3,4,5-trifosfato, antagonizando de esta manera la via de sefializacion PI3K-AKT.
El mecanismo propuesto para la disminucion de PTEN era mediante microRNA
exosomal. Los miR son RNA pequefios no codificantes (19-25 bases) que son capaces de
unirse a la region no-traducida 3’ (3’-UTR) o en el marco de lectura abierta (ORF) de
varios RNA mensajeros, bloqueando su traduccién o disminuyendo su estabilidad (Lin
and Gregory, 2015). Hay documentacion respecto al silenciamiento de PTEN via miRNA,
y que este evento promueve la metastasis en el cerebro ademas de favorecer la glicolisis
por sobre el metabolismo mitocondrial (Rabinowitz and Coller, 2016). Al observar que en
esta linea celular se detectaban bajos niveles de PTEN, sumando ademéas que las
diferencias entre la expresion de PTEN, bajo los distintos tratamientos, no eran
estadisticamente significativas (figura suplementaria 2), no se continué con este
acercamiento. En cambio, se decidié continuar con una aproximacion basada en el estudio

del contenido proteico de estas vesiculas usando protedmica.
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Proteinas presentes en vesiculas extracelulares provenientes de células metastasicas
que expresan CAV1y CAV1/Y14E.

Sumados a los efectos que tienen las vesiculas provenientes de B16F10 CAV1 y
CAV1/Y14E en la migracion e invasion de células metastasicas receptoras, el contenido
de estas vesiculas se ve alterado, demostrable primero por el perfil de proteinas
enriquecidas en estas vesiculas, las cuales favorecen procesos de adhesion celular (Tabla
3). Entre las los principales componentes comunes entre estas vesiculas encontramos
moléculas de adhesion celular (CAM): Integrina beta 5, AICAM y Embigin (Tabla 4).

Integrina beta 5 actGa primariamente como receptor de fibronectina, pero ha sido de
interés su presencia en VE y posibles efectos. En un trabajo de Hoshino y colaboradores,
se demostro que el perfil de ciertas integrinas presentes en VE proveniente de células
tumorales es capaz de preparar el nicho a invadir otros tejidos. Especificamente, en el caso
de la integrina beta 5 se mostr6 su incorporacion a células de Kupffer en higado,
desencadenando en éstas el aumento de expresion de la proteina S100, perteneciente a una
familia de moléculas proinflamatorias y promigratorias (Hoshino et al., 2015) (figura 11).
Esto es de relevancia, como fue descrito en la parte de adquisicién de VE. Por lo tanto,

seria interesante poder demostrar una respuesta similar en las mismas células tumorales.

AICAM es una molécula transmembrana perteneciente a la familia de las
inmunoglobulinas con 5 dominios extracelulares y una corta porcion citoplasmatica de 32
aminoacidos (Bowen et al., 1995). La interaccion de esta proteina generalmente es del
tipo homodimérica. En melanoma primario, niveles altos de esta proteina estan
relacionados con un peor prondéstico (Donizy et al., 2015). La adhesion celular mediada
por homodimeros de AICAM promueven la activacion de metaloproteasa MMP-2 (Lunter
et al., 2005). Se puede sugerir que la interaccion entre AICAM de las vesiculas con
AICAM de las células receptoras favorezcan metastasis y angiogénesis, dependiendo del

tipo de célula con la que interaccionan. Para demostrar lo anterior seria necesario
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comprobar el aumento de expresion o actividad de MMP-2 en células tumorales tratadas
con VE de celulas expresando CAV1 o CAV1/Y14E (figura 11).

Embigin pertenece a la superfamilia de las inmunoglobulinas y es importante en el
desarrollo neuronal (Lain et al., 2009). En melanoma toma importancia por su interaccion
con otras glicoproteinas como Galectina-3, union que facilita el spreading de las células
que expresan o tienen bloqueada la proteina Embigin (Dange et al., 2017). También se
encuentra sobreexpresada en adenocarcinoma pancreatico, regulando la transicién
epitelio-mesénquima (Jung et al., 2016). De las CAM descritas anteriormente Embigin

muestra menos evidencia de efectos extrinsecos sobre células metastasicas.

Es importante sefialar las diferencias entre las proteinas presentes en las vesiculas
provenientes de las lineas metastasicas que expresan altos niveles de CAV1, en
comparacion con las proteinas encontradas por Campos y colaboradores en las VE
obtenidas de la linea MDA-MB-231, una linea celular de cancer mamario que expresa
altos niveles de CAV1. En el caso del trabajo de América Campos y colaboradores, se
evidencio enriquecimiento de proteinas que permiten interaccion célula-matriz como Cyr-
61 y Tenascina (Campos et al., 2018), mientras en este trabajo de tesis se encontrd
principalmente moléculas de adhesion que median la interaccidn célula-célula. Este es un
hallazgo fascinante ya que, a pesar de las diferencias proteicas presentes en las vesiculas
de ambas lineas metastasicas, los efectos sobre la migracion e invasion de células tratadas
son similares. En este caso, un punto no desarrollado en este estudio con respecto al
contenido de las VE es la presencia de miRNA. Los miRNA son moléculas capaces de
modular la expresién de proteinas, interfiriendo en la traduccidn, lo que lo hacen un topico
de mucha importancia actualmente. Ensayos posteriores deberian enfocarse en identificar
miRNA enriquecidos en estas vesiculas los cuales, en este caso también podrian favorecer

la metastasis de las células tumorales tratadas.
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Otro punto para destacar es el evidente aumento de proteinas presentes en VE
CAV1/Y14E (figura 10A). Esto abre interrogantes sobre la interaccion de CAV1
fosforilada en tirosina 14 con otras proteinas durante su transito por la ruta endocitica. Es
apreciable que un grupo de estas proteinas sean parte estructural de balsas lipidicas (figura
10 B), pero hay también otra gran variedad de proteinas asociadas a otras estructuras
celulares y procesos bioldgicos de relevancia en el desarrollo de un tumor que deberian

ser estudiadas en mas detalle.

Es de interés que al revisar la lista de proteinas presentes en VE CAV1y VE CAV1/Y14E
encontramos enriquecimiento de proteinas implicadas en otros procesos bioldgicos, como
la angiogénesis, importante en el desarrollo tumoral y la metastasis, por lo que puede
considerarse una importante diana terapéutica (Viallard and Larrivée, 2017). Entre
algunas proteinas dentro de este proceso podemos destacar la metaloproteinasa 14 (MMP-
14), presente solo en VE CAV1/Y14E. El papel de MMP-14 es fundamental en la
angiogeénesis tumoral (Yosef et al., 2018). También hay que enfatizar la presencia de otras
proteinas involucradas en procesos de angiogénesis, como AICAM descrita

anteriormente.

Entre otros grupos enriquecidos en VE provenientes de células CAV1/Y14E y de
relevancia en el desarrollo del cancer podemos encontrar proteinas involucradas en
respuesta inmune, especificamente moléculas que permitirian la polarizacion de
monocitos hacia macrofagos proinflamatorios. Podemos encontrar por ejemplo, la ya
descrita integrina beta 5, presente en VE de células CAV1 y CAV1/Y14E (Yao et al.,
2018). Otros ejemplos a destacar en VE de células CAV1/Y14E involucrados en esta
respuesta son galectina-1 (Abebayehu et al., 2017), metaloproteasa-14 (Hohensinner et
al., 2018) ya destacada anteriormente, y beta-catenina (Menck et al., 2013).

Sin lugar a duda, este enriquecimiento notable de proteinas no fue esperado y confiere un
grado de dificultad mayor sobre la complejidad de las respuestas bioldgicas que otorguen

79



estas vesiculas sobre las células receptoras. Una posibilidad de porqué se produce este
efecto seria debido a la interaccion descrita anteriormente entre CAV1 y CD81 en
estructuras membranosas similares a balsas lipidicas. Los datos de protedbmica muestran
en el caso de VE CAV1/Y14E un enriquecimiento importante en proteinas localizadas en
balsas lipidicas (figura 10B). Seria importante evaluar con mas detalle el efecto de CAV1
fosforilado en Y14 en el proceso de cargo de proteinas a los CMV, en especifico el
mecanismo independiente de la maquinaria ESCRT, en el cual toma mayor relevancia la
participacion de tetraspaninas como CD81 y microdominios de membrana. Una hipétesis
derivada de estos datos es que la gran parte de las proteinas enriquecidas en las
CAV1/Y14E son cargadas a las VE por mecanismos dependientes de tetraspaninas. Para
asegurar eso, es necesario intervenir este mecanismo primero silenciando a CD81 y

continuar posteriormente con otras tetraspaninas.

Es importante el efecto de las VE sobre las mismas células tumorales, sirviendo como
educadoras, pero la complejidad de un tumor hace imperante evaluar cdmo estas vesiculas
desencadenan otras respuestas bioldgicas en otros tipos celulares involucrados
intimamente en el ambiente tumoral. Pruebas como polarizacion in vitro de monocitos
hacia una subclase de macrofagos y ensayos de formacion de tubos por parte de células
endoteliales son necesarios para determinar las respuestas de otras células del estroma al
recibir VE de las células de cancer. Esto requiere finalmente de modelos animales que
permiten evaluar en totalidad los diversos efectos que las VE desencadenen para el
desarrollo de metastasis. También es necesario evaluar como la fosforilacion en CAV1en
células metastasicas productoras influye en la gravedad de la metastasis mediadas por VE.
Pasos posteriores deberian incluir el validar la presencia de estas proteinas en la VE
mediante Western blot y luego, silenciar estas proteinas para evaluar el efecto de las

vesiculas obtenidas.

En resumen (ver figura 11), el presente estudio demuestra la presencia de CAV1 en VE
provenientes de lineas altamente metastasicas como las B16F10. También se muestra que

80



la fosforilacion de esta proteina en Y14 es un paso importante para la incorporacion de
esta proteina en VE, ya que al imposibilitar esta modificacion mediante la mutacion Y14F
de CAV1, disminuye significativamente la deteccion de CAV1 en las vesiculas. Los
resultados indican, ademas, que las VE que contienen CAV1 difieren significativamente
de las VE provenientes de células B16F10(Mock) y, que las VE de las células que
expresan CAV1/Y14E, contienen mayor cantidad de proteinas Unicas, sugiriendo que
CAVL1 y particularmente la fosforilacion en tirosina 14 podrian ser criticos para su
localizacion endosomal y posterior interaccion con dominios ricos en CD81 en los CMV
y asi ser determinante sobre el contenido de proteinas cargadas en las VE. Es importante
en este contexto confirmar este evento mediante ensayos que detecten la co-localizacion
de ambas proteinas comparando la forma fosfomimética contra la fosfonula de
CAV1/Y14. Los hallazgos presentados se relacionan también con el efecto que tienen
estas vesiculas sobre células metastasicas, aumentando mas su migracion e invasion
(figura 11). Este efecto probablemente se deba a la transferencia o interaccion de proteinas
implicadas en procesos de adhesion celular que desencadene en las células receptoras
procesos bioldgicos importantes en la metastasis (S100 y MMP-2), que estan enriquecidas
en las VE, asi como otras moléculas biol6gicamente activas.

Estudios futuros buscaran identificar los mecanismos por los cuales CAV1 y

particularmente la fosforilacion en Y14 modulan el contenido de las VE.
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Figura 11. Propuesta de la actividad y respuestas de células tumorales bajo el
estimulo con vesiculas extracelulares provenientes de las lineas celulares
B16F10(CAV1) o (CAV1/Y14F). CAV1 en células altamente metastasicas es fosforilada
en Y14, e ingresa a la ruta endocitica pasando a los CMV. Estas células altamente
metastasicas como B16F10(CAV1) Y B16F10(CAV1/Y14E) liberan VE cargadas con
CAV1 y moléculas de adhesion celular (ITGB5 y AICAM) que en contacto con células
sin CAV1 con menor capacidad metastasica desencadenaria en las células receptoras
mayor migracion e invasion debido a la secrecion de proteinas como metaloproteasa
MMP-2 y S100 como posible respuesta al tratamiento con VE.
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14. MATERIAL COMPLEMENTARIO.
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Figura suplementaria 1. Cuantificacion de lactato en el sobrenadante de células
B16F10(Mock) después del tratamiento con vesiculas extracelulares provenientes de
las lineas celulares B16F10(Mock) y (CAV1). Se sembro 3 x 10° células B16F10(Mock)
en placas de 6 cm. Luego de 24 h, las células se trataron con 10 ug de VE de
B16F10(Mock) y B16F10(CAV1) por 24 h maés. Al término del tratamiento, el
sobrenadante fue separado para realizar la medicién de lactato producido mediante ensayo
colorimétrico. El grafico muestra el promedio de 3 experimentos independientes
(promedio = SEM) de la cantidad de lactato medido en cada condicién normalizado por
el lactato medido en las células B16F10(Mock). Los resultados se analizaron
estadisticamente con la prueba no paramétrico Kruskal-Wallis y un post test de Dunns.
No se encontré diferencias significativas entre las distintas condiciones.
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Figura suplementaria 2. Western blot de la expresion de PTEN en células
B16F10(Mock) tratadas con vesiculas extracelulares provenientes de las lineas
celulares B16F10(Mock) y (CAV1). Se sembrd 3 x 10° células B16F10(Mock) y (CAV1)
en placas de 6 cm, 24 h. Luego, las células B16F10(Mock) fueron tratadas con 10 ug de
vesiculas extracelulares de B16F10(Mock) y B16F10(CAV1). Después de 24 h, se obtuvo
los extractos celulares y se realizé una electroforesis. Se cargd 50 ug de proteina total y
las proteinas se separaron por SDS-PAGE en geles al 10% y se analizaron mediante
Western blot los niveles de PTEN y [-actina. Los graficos muestran el promedio
(promedio + SEM) de 2 experimentos independientes de los niveles de PTEN activo
normalizado respecto a las células B16F10(Mock) sin tratar.
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Tabla suplementaria 1. Proteinas detectadas en vesiculas extracelulares provenientes
de la linea celular B16F10wt

Uniprot
accession
P63017
008992
P11276
Q9WU78
Q05793
Q8R366
P35762
P09055
E9Q557
P17156
P10404
P17742
P21956
QIQWL7
P48036
Q62419
Q68FD5
Q00651
P16627
P63037
P10852
P26041
P40240
Q6PIC6
P61226
P63101
Q8VDN2
Q8K2Y3
P29341
P17879
P19001
P41731

Nombre

Heat shock cognate 71 kDa protein
Syntenin-1
Fibronectin

Programmed cell death 6-interacting protein

Basement membrane-specific heparan sulfate proteoglycan core protein

Immunoglobulin superfamily member 8
CD81 antigen

Integrin beta-1

Desmoplakin

Heat shock-related 70 kDa protein 2
MLV-related proviral Env polyprotein
Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase A
Lactadherin

Keratin, type | cytoskeletal 17

Annexin A5

Endophilin-A2

Clathrin heavy chain 1

Integrin alpha-4

Heat shock 70 kDa protein 1-like

DnaJ homolog subfamily A member 1
4F2 cell-surface antigen heavy chain
Moesin

CD9 antigen
Sodium/potassium-transporting ATPase subunit alpha-3
Ras-related protein Rap-2b

14-3-3 protein zeta/delta
Sodium/potassium-transporting ATPase subunit alpha-1
Protein eva-1 homolog B
Polyadenylate-binding protein 1

Heat shock 70 kDa protein 1B

Keratin, type | cytoskeletal 19

CD63 antigen

Gen

Hspa8
Sdcbp
Fnl
Pdcd6ip
Hspg2
1gsf8
Cds1
Itgbl
Dsp
Hspa2
unassigned
Ppia
Mfge8
Krtl7
Anxa5
Sh3gl1
Cltc
Itgad
Hspall
Dnajal
Slc3a2
Msn
Cd9
Atpla3
Rap2b
Ywhaz
Atplal
Evalb
Pabpcl
Hspalb
Krt19
Cd63

Péptidos

67.0
24.0
23.0
19.0
175
16.0
155
15.0
12.5
12.5
11.0
11.0
11.0
10.0
9.5
8.5
8.5
8.0
7.5
7.0
6.0
6.0
6.0
55
5.0
5.0
5.0
4.5
4.0
35
315
3.5
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P62737
Q9D8B3
P07356
P10853
P18572
P62874
Q63961
QIWVT6
P11370
P15379
P18760
P26040
P62960
P97370
Q8R2Y2
Q9QYJ0
070456
P08905
P11679
P17047
P51150
P62835
QIWVES

Actin, aortic smooth muscle

Charged multivesicular body protein 4b
Annexin A2

Histone H2B type 1-F/J/L

Basigin

Guanine nucleotide-binding protein G(1)/G(S)/G(T) subunit beta-1

Endoglin

Carbonic anhydrase 14

Retrovirus-related Env polyprotein from Fv-4 locus
CD44 antigen

Cofilin-1

Ezrin

Nuclease-sensitive element-binding protein 1
Sodium/potassium-transporting ATPase subunit beta-3
Cell surface glycoprotein MUC18

DnaJ homolog subfamily A member 2

14-3-3 protein sigma

Lysozyme C-2

Keratin, type Il cytoskeletal 8

Lysosome-associated membrane glycoprotein 2
Ras-related protein Rab-7a

Ras-related protein Rap-1A

Protein kinase C and casein kinase substrate in neurons protein 2

Acta2
Chmp4b
Anxa2
Hist1lh2bn
Bsg
Gnbl
Eng
Cald
Fv4
Cd44
Cfl1
Ezr
Ybx1
Atp1b3
Mcam
Dnaja2
Sfn
Lyz2
Krt8
Lamp2
Rab7a
Rapla

Pacsin2

3.5
3.5
3.0
3.0
3.0
3.0
3.0
3.0
2.5
2.5
2.5
2.5
2.5
2.5
2.5
2.5
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
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Tabla suplementaria 2. Proteinas detectadas en vesiculas extracelulares provenientes
de la linea celular B16F10(Mock)

P63017 Heat shock cognate 71 kDa protein Hspa8 119.0
008992 Syntenin-1 Sdcbp 53.0
Q05793 Basement membrane-specific heparan sulfate proteoglycan core = Hspg2 47.3
protein

P11276 Fibronectin Fnl 46.7
Q9WUT78 | Programmed cell death 6-interacting protein Pdcd6ip 40.7
Q68FD5 Clathrin heavy chain 1 Cltc 27.3
P09055 Integrin beta-1 Itghl 25.7
P17742 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase A Ppia 25.3
P35762 CD81 antigen Cds1 25.3
Q00651 Integrin alpha-4 Itgad 25.0
Q8R366 Immunoglobulin superfamily member 8 1gsf8 22.7
P29341 Polyadenylate-binding protein 1 Pabpcl 21.3
Q62419 Endophilin-A2 Sh3gl1l 20.0
P10404 MLV-related proviral Env polyprotein unassigned | 19.7
P26041 Moesin Msn 18.3
P63037 DnaJ homolog subfamily A member 1 Dnajal 18.3
P17156 Heat shock-related 70 kDa protein 2 Hspa2 16.0
P16627 Heat shock 70 kDa protein 1-like Hspall 12.3
P18760 Cofilin-1 Cfl1 11.7
P21956 Lactadherin Mfge8 11.7
Q6PIC6 Sodium/potassium-transporting ATPase subunit alpha-3 Atpla3 11.7
P10852 4F2 cell-surface antigen heavy chain Slc3a2 11.3
Q61739 Integrin alpha-6 Itga6 11.3
P61226 Ras-related protein Rap-2b Rap2b 11.0
P48036 Annexin A5 Anxa5 10.0
P17879 Heat shock 70 kDa protein 1B Hspalb 9.7
P63101 14-3-3 protein zeta/delta Ywhaz 9.3
Q8VDN2 | Sodium/potassium-transporting ATPase subunit alpha-1 Atplal 8.7
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P11370
Q8R2Y2
P15379
Q63961
P62960
Q9IWVES
Q61187
Q9QYJ0
P10107
P40240
P62874
Q9D8B3
P26040
Q99PT1
P07901
P10853
P62259
P97370
Q8K2Y3
P49962
Q80W68
P05213
P23249
P51150
QIWVT6
008585
P07356
P08752
P35278
P41731
P60766
Q8BT07
P35700

Retrovirus-related Env polyprotein from Fv-4 locus
Cell surface glycoprotein MUC18

CD44 antigen

Endoglin

Nuclease-sensitive element-binding protein 1

Protein kinase C and casein kinase substrate in neurons protein 2

Tumor susceptibility gene 101 protein
DnaJ homolog subfamily A member 2
Annexin Al
CD?9 antigen

Guanine nucleotide-binding protein G(1)/G(S)/G(T) subunit beta-1

Charged multivesicular body protein 4b
Ezrin

Rho GDP-dissociation inhibitor 1

Heat shock protein HSP 90-alpha
Histone H2B type 1-F/J/L

14-3-3 protein epsilon
Sodium/potassium-transporting ATPase subunit beta-3
Protein eva-1 homolog B

Signal recognition particle 9 kDa protein
Kin of IRRE-like protein 1

Tubulin alpha-1B chain

Putative helicase MOV-10

Ras-related protein Rab-7a

Carbonic anhydrase 14

Clathrin light chain A

Annexin A2

Guanine nucleotide-binding protein G(i) subunit alpha-2
Ras-related protein Rab-5C

CD63 antigen

Cell division control protein 42 homolog
Centrosomal protein of 55 kDa

Peroxiredoxin-1

Fv4
Mcam
Cd44
Eng
Ybx1
Pacsin2
TSG101
Dnaja2
Anxal
Cd9
Gnbl
Chmp4b
Ezr
Arhgdia
Hsp90aal
Hist1lh2bn
Ywhae
Atplb3
Evalb
Srp9
Kirrell
Tubalb
Mov10
Rab7a
Cal4
Clta
Anxa2
Gnai2
Rab5c
Cd63
Cdc42
Cep55
Prdx1

8.3
8.0
7.7
7.7
7.3
7.0
6.7
6.7
6.3
6.0
6.0
5.7
5.3
5.3
5.0
5.0
5.0
5.0
5.0
4.7
4.7
43
43
43
43
4.0
4.0
4.0
4.0
4.0
40
4.0
37
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Q3UH60
Q61072
Q8K2Q7
Q99L47
Q9JLQO
Q9QYI3
054962
P46638
P62242
Q04447
Q810U5
Q9CX00
Q9DBJ1
QIQUP5
035682
P09411
P19157
P26043
P29812
Q61599
089086
P26645
Q09143
Q61598
Q62351
Q62465
Q8R0J7
Q9EQP2
Q9JKB3
Q9QZI19
B2RSH2
035566
P12815

Disco-interacting protein 2 homolog B
Disintegrin and metalloproteinase domain-containing protein 9
BRO1 domain-containing protein BROX
Hsc70-interacting protein

CD2-associated protein

DnaJ homolog subfamily C member 7
Barrier-to-autointegration factor

Ras-related protein Rab-11B

40S ribosomal protein S8

Creatine kinase B-type

Coiled-coil domain-containing protein 50

IST1 homolog

Phosphoglycerate mutase 1

Hyaluronan and proteoglycan link protein 1
Myeloid-associated differentiation marker
Phosphoglycerate kinase 1

Glutathione S-transferase P 1

Radixin

L-dopachrome tautomerase

Rho GDP-dissociation inhibitor 2

RNA-binding protein 3

Myristoylated alanine-rich C-kinase substrate
High affinity cationic amino acid transporter 1
Rab GDP dissociation inhibitor beta
Transferrin receptor protein 1

Synaptic vesicle membrane protein VAT-1 homolog
Vacuolar protein sorting-associated protein 37B
EH domain-containing protein 4

Y-box-binding protein 3

Serine incorporator 3

Guanine nucleotide-binding protein G(i) subunit alpha-1
CD151 antigen

Programmed cell death protein 6

Dip2b
Adam9
Brox
St13
Cd2ap
Dnajc7
Banfl
Rab11b
Rps8
Ckb
Ccdc50
Istl
Pgam1
Haplnl
Myadm
Pgk1
Gstpl
Rdx
Dct
Arhgdib
Rbm3
Marcks
Slc7al
Gdi2
Tfrc
Vatl
Vps37b
Ehd4
Ybx3
Serinc3
Gnail
Cd151
Pdcd6

3.7
3.7
3.7
3.7
3.7
3.7
3.3
3.3
3.3
3.3
3.3
3.3
3.3
3.3
3.0
3.0
3.0
3.0
3.0
3.0
2.7
2.7
2.7
2.7
2.7
2.7
2.7
2.7
2.7
2.7
2.3
2.3
2.3



P17047
P18572
P43406
P46467
P60764
P61982
Q61990
Q64337
Q6ROH7

Q78HU3
Q9D7S9
Q9DBE6
Q9JIZ9
E9Q557
P08228
P14824
P17751
P29387
P61205
P62835
P68254
P97429
P99024
Q60605
Q8R550
Q99JB8
Q99JR5
Q9DC51
QIQXY6

Lysosome-associated membrane glycoprotein 2
Basigin

Integrin alpha-V

Vacuolar protein sorting-associated protein 4B
Ras-related C3 botulinum toxin substrate 3

14-3-3 protein gamma

Poly(rC)-binding protein 2

Sequestosome-1

Guanine nucleotide-binding protein G(s) subunit alpha isoforms
XLas

Multivesicular body subunit 12A

Charged multivesicular body protein 5

60S ribosomal protein L4

Phospholipid scramblase 3

Desmoplakin

Superoxide dismutase [Cu-Zn]

Annexin A6

Triosephosphate isomerase

Guanine nucleotide-binding protein subunit beta-4
ADP-ribosylation factor 3

Ras-related protein Rap-1A

14-3-3 protein theta

Annexin A4

Tubulin beta-5 chain

Myasin light polypeptide 6

SH3 domain-containing kinase-binding protein 1
Protein kinase C and casein kinase 11 substrate protein 3
Tubulointerstitial nephritis antigen-like

Guanine nucleotide-binding protein G(k) subunit alpha

EH domain-containing protein 3

QIWVML | Rac GTPase-activating protein 1

Lamp2
Bsg
Itgav
Vps4b
Rac3
Ywhag
Pcbp2
Sgstm1l

Gnas

Mvb12a
Chmp5
Rpl4
Plscr3
Dsp
Sod1
Anxa6
Tpil
Gnb4
Arf3
Rapla
Ywhaq
Anxad
Tubb5
Myl6
Sh3kbpl
Pacsin3
Tinagll
Gnai3
Ehd3
Racgapl

2.3
2.3
2.3
2.3
2.3
2.3
2.3
2.3
2.3

2.3
2.3
2.3
2.3
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
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Tabla suplementaria 3. Proteinas detectadas en vesiculas extracelulares provenientes
de la linea celular B16F10(CAV1)

P63017 Heat shock cognate 71 kDa protein Hspa8 199.3
Q05793 Basement membrane-specific heparan sulfate proteoglycan core = Hspg?2 100.7
protein
008992 Syntenin-1 Sdcbp 99.3
Q9WUT78 | Programmed cell death 6-interacting protein Pdcd6ip 84.3
P11276 Fibronectin Fnl 61.3
P35762 CD81 antigen Cd81 51.7
P63037 DnaJ homolog subfamily A member 1 Dnajal 42.7
Q68FD5 Clathrin heavy chain 1 Cltc 40.3
P17742 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase A Ppia 33.3
P26041 Moesin Msn 30.7
Q00651 Integrin alpha-4 Itgad 28.7
P09055 Integrin beta-1 Itghl 28.0
Q8R366 Immunoglobulin superfamily member 8 1gsf8 27.0
Q62419 Endophilin-A2 Sh3gl1l 25.3
Q8R2Y2  Cell surface glycoprotein MUC18 Mcam 23.3
P10404 MLV-related proviral Env polyprotein unassigned = 22.3
P17156 Heat shock-related 70 kDa protein 2 Hspa2 22.3
P16627 Heat shock 70 kDa protein 1-like Hspall 22.0
P17879 Heat shock 70 kDa protein 1B Hspalb 22.0
P21956 Lactadherin Mfge8 22.0
P29341 Polyadenylate-binding protein 1 Pabpcl 21.7
Q9QYJ0 | Dnal homolog subfamily A member 2 Dnaja2 20.3
P48036 Annexin A5 Anxa5 19.7
Q8VDN2 | Sodium/potassium-transporting ATPase subunit alpha-1 Atplal 19.3
P61226 Ras-related protein Rap-2b Rap2b 18.3
P10852 4F2 cell-surface antigen heavy chain Slc3a2 18.0
P10853 Histone H2B type 1-F/J/L Histth2bn  18.0
Q6PIC6 Sodium/potassium-transporting ATPase subunit alpha-3 Atpla3 17.7
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Q61739 Integrin alpha-6 Itga6 16.7

Q3UH60 | Disco-interacting protein 2 homolog B Dip2b 16.3
Q63961 Endoglin Eng 16.3
P63101 14-3-3 protein zeta/delta Ywhaz 15.0
P40240 CD?9 antigen Cd9 147
P18760 Cofilin-1 Cfl1 14.0
P23249 Putative helicase MOV-10 Mov10 12.7
Q61187 Tumor susceptibility gene 101 protein TSG101 12.7
B2RXS4 Plexin-B2 PIxnb2 12.3
P08752 Guanine nucleotide-binding protein G(i) subunit alpha-2 Gnai2 12.3
P29812 L-dopachrome tautomerase Dct 12.3
P07356 Annexin A2 Anxa2 12.0
P62874 Guanine nucleotide-binding protein G(1)/G(S)/G(T) subunit beta-1 ~ Gnb1l 12.0
Q80W68 Kin of IRRE-like protein 1 Kirrell 11.7
P62259 14-3-3 protein epsilon Ywhae 11.3
P07901 Heat shock protein HSP 90-alpha Hsp90aal @ 11.0
P41731 CD63 antigen Cd63 10.3
P43406 Integrin alpha-V Itgav 10.3
P62960 Nuclease-sensitive element-binding protein 1 Ybx1 10.3
Q62351 Transferrin receptor protein 1 Tfrc 10.0
Q9QYI3 DnaJ homolog subfamily C member 7 Dnajc7 10.0
P10107 Annexin Al Anxal 9.7
P26040 Ezrin Ezr 9.3
Q8K2Y3 | Protein eva-1 homolog B Evalb 9.3
P15379 CD44 antigen Cd44 9.0
P97370 Sodium/potassium-transporting ATPase subunit beta-3 Atplb3 9.0
Q99L47 Hsc70-interacting protein St13 8.7
P61982 14-3-3 protein gamma Ywhag 8.3
P35700 Peroxiredoxin-1 Prdx1 7.7
P51150 Ras-related protein Rab-7a Rab7a 7.7
Q60696 Melanocyte protein PMEL Pmel 7.7
Q9J1Z29 Phospholipid scramblase 3 Plscr3 7.7
Q9WVT6  Carbonic anhydrase 14 Cal4 7.7
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P62242 40S ribosomal protein S8 Rps8 7.3

Q9D8E6 60S ribosomal protein L4 Rpl4 7.3
Q9WVES8 | Protein kinase C and casein kinase substrate in neurons protein 2 Pacsin2 7.3
P11370 Retrovirus-related Env polyprotein from Fv-4 locus Fv4 7.0
P17751 Triosephosphate isomerase Tpil 7.0
P26645 Myristoylated alanine-rich C-kinase substrate Marcks 7.0
Q64337 Sequestosome-1 Sgstml 7.0
Q8CFE6  Sodium-coupled neutral amino acid transporter 2 Slc38a2 7.0
E9Q557 Desmoplakin Dsp 6.7
P09411 Phosphoglycerate kinase 1 Pgk1 6.7
P60766 Cell division control protein 42 homolog Cdc42 6.7
Q61072 Disintegrin and metalloproteinase domain-containing protein 9 Adam9 6.7
Q62465 Synaptic vesicle membrane protein VAT-1 homolog Vatl 6.7
Q8ClI32 BAG family molecular chaperone regulator 5 Bag5 6.7
Q9JKB3 | Y-box-binding protein 3 Ybx3 6.7
Q9QZI9 Serine incorporator 3 Serinc3 6.7
Q9WTI7 | Unconventional myosin-lc Myolc 6.7
P35278 Ras-related protein Rab-5C Rab5c¢ 6.3
P49817 Caveolin-1 Cavl 6.3
Q8R0J7 Vacuolar protein sorting-associated protein 37B Vps37b 6.3
Q9DC51 Guanine nucleotide-binding protein G(Kk) subunit alpha Gnai3 6.3
Q9JLQO CD2-associated protein Cd2ap 6.3
035682 Myeloid-associated differentiation marker Myadm 6.0
P14824 Annexin A6 Anxab 6.0
P17047 Lysosome-associated membrane glycoprotein 2 Lamp2 6.0
P18572 Basigin Bsg 6.0
Q8K2Q7 | BRO1 domain-containing protein BROX Brox 6.0
009044 Synaptosomal-associated protein 23 Snap23 5.7
P46467 Vacuolar protein sorting-associated protein 4B Vps4b 5.7
Q8BTO07 Centrosomal protein of 55 kDa Cep55 5.7
Q9D8B3 Charged multivesicular body protein 4b Chmp4b 5.7
Q9WVL3  Solute carrier family 12 member 7 Slc12a7 5.7
P61205 ADP-ribosylation factor 3 Arf3 5.3
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P62835
Q61937
P05213
P11438
P11688
P26043
P28667
P68254
P97351
Q05816
Q09143
Q61598
Q99JR5
Q9DCK3
B2RSH2
P02301
P53986
Q99PT1
035566
035874
054890
P29319
P35802
P62880
P70206
Q04447
Q61599
Q9ICQW9
Q9D7S9
Q9DBJ1
G5E829
035598
P08228

Ras-related protein Rap-1A

Nucleophosmin

Tubulin alpha-1B chain

Lysosome-associated membrane glycoprotein 1
Integrin alpha-5

Radixin

MARCKS-related protein

14-3-3 protein theta

40S ribosomal protein S3a

Fatty acid-binding protein 5

High affinity cationic amino acid transporter 1
Rab GDP dissociation inhibitor beta
Tubulointerstitial nephritis antigen-like
Tetraspanin-4

Guanine nucleotide-binding protein G(i) subunit alpha-1
Histone H3.3C

Monocarboxylate transporter 1

Rho GDP-dissociation inhibitor 1

CD151 antigen

Neutral amino acid transporter A

Integrin beta-3

Ephrin type-A receptor 3

Neuronal membrane glycoprotein M6-a

Guanine nucleotide-binding protein G(1)/G(S)/G(T) subunit beta-2
Plexin-Al

Creatine kinase B-type

Rho GDP-dissociation inhibitor 2
Interferon-induced transmembrane protein 3
Charged multivesicular body protein 5
Phosphoglycerate mutase 1

Plasma membrane calcium-transporting ATPase 1
Disintegrin and metalloproteinase domain-containing protein 10

Superoxide dismutase [Cu-Zn]

Rapla
Npm1l
Tubalb
Lampl
Itga5
Rdx
Marcksl1
Ywhaq
Rps3a
Fabp5
Slc7al
Gdi2
Tinagll
Tspan4
Gnail
H3f3c
Slcl6al
Arhgdia
Cd151
Slcla4
Itgh3
Epha3
Gpmé6a
Gnb2
Plxnal
Ckb
Arhgdib
Ifitm3
Chmp5
Pgam1
Atp2bl
Adam10
Sod1

5.3
5.3
5.0
50
5.0
5.0
5.0
5.0
5.0
5.0
5.0
5.0
5.0
5.0
4.7
4.7
4.7
4.7
4.3
4.3
4.3
4.3
4.3
4.3
4.3
4.3
4.3
4.3
4.3
4.3
4.0
4.0
4.0
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P11344
P31786
P42669
P58252
P63028
P97429
Q8JZZ7
Q99JB8
Q9D1C8
QIDAS9

QIWVML1
F8VQB6
070309
P24668
P55258
P57722
P68510
P99024
Q61990
QB6KAU4
Q9DB34
Q9EQP2
P12815
P60764
P62702
Q61490
Q6ROH7

Q97127
070456
089086
P21995

Tyrosinase

Acyl-CoA-binding protein

Transcriptional activator protein Pur-alpha
Elongation factor 2
Translationally-controlled tumor protein
Annexin A4

Adhesion G protein-coupled receptor L2

Protein kinase C and casein kinase |1 substrate protein 3
Vacuolar protein sorting-associated protein 28 homolog
Guanine nucleotide-binding protein  G(1)/G(S)/G(O) subunit

gamma-12

Rac GTPase-activating protein 1
Unconventional myosin-X

Integrin beta-5

Cation-dependent mannose-6-phosphate receptor
Ras-related protein Rab-8A
Poly(rC)-binding protein 3

14-3-3 protein eta

Tubulin beta-5 chain

Poly(rC)-binding protein 2

Multivesicular body subunit 12B

Charged multivesicular body protein 2a
EH domain-containing protein 4
Programmed cell death protein 6
Ras-related C3 botulinum toxin substrate 3
40S ribosomal protein S4, X isoform
CD166 antigen

Guanine nucleotide-binding protein G(s) subunit alpha isoforms

XLas

Large neutral amino acids transporter small subunit 1
14-3-3 protein sigma

RNA-binding protein 3

Embigin

Tyr

Dbi
Pura
Eef2
Tptl
Anxad
Adgrl2
Pacsin3
Vps28
Gngl2

Racgapl
Myo10
Itgh5
M6pr
Rab8a
Pcbp3
Ywhah
Tubb5
Pcbp2
Mvb12b
Chmp2a
Ehd4
Pdcd6
Rac3
Rps4x
Alcam

Gnas

Slc7ab
Sfn
Rbm3
Emb

4.0
4.0
4.0
4.0
4.0
4.0
4.0
4.0
4.0
4.0

4.0
3.7
3.7
3.7
3.7
3.7
3.7
3.7
3.7
3.7
3.7
3.7
3.3
3.3
3.3
3.3
3.3

3.3
3.0
3.0
3.0
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P27661
P46638
P49962
P62331
P62821
P63321
Q02257
Q61090
Q78HU3
Q99J93
Q9QUIO0
QIQXY6
Q9QZC7
035316
054962
070318
P19157
P35980
P47962
P57716
P97384
Q6P5F7
Q6PHN9
Q6ZQA6
Q99J16
Q99JY9
QICR57
Q9CZM2
Q9JJ00
F8VPU2
088342
P16254
P28229

Histone H2AX

Ras-related protein Rab-11B

Signal recognition particle 9 kDa protein
ADP-ribosylation factor 6

Ras-related protein Rab-1A

Ras-related protein Ral-A

Junction plakoglobin

Frizzled-7

Multivesicular body subunit 12A
Interferon-induced transmembrane protein 2
Transforming protein RhoA

EH domain-containing protein 3

Pleckstrin homology domain-containing family B member 2
Sodium- and chloride-dependent taurine transporter
Barrier-to-autointegration factor

Band 4.1-like protein 2

Glutathione S-transferase P 1

60S ribosomal protein L18

60S ribosomal protein L5

Nicastrin

Annexin A1l

Protein tweety homolog 3

Ras-related protein Rab-35
Immunoglobulin superfamily member 3
Ras-related protein Rap-1b

Actin-related protein 3

60S ribosomal protein L14

60S ribosomal protein L15

Phospholipid scramblase 1

FERM, ARHGEF and pleckstrin domain-containing protein 1
WD repeat-containing protein 1

Signal recognition particle 14 kDa protein

Gap junction gamma-1 protein

H2afx
Rabl11b
Srp9
Arfé
RablA
Rala
Jup
Fzd7
Mvb12a
Ifitm2
Rhoa
Ehd3
Plekhb2
Slc6a6
Banfl
Epb4112
Gstpl
Rpl18
Rpl5
Ncstn
Anxall
Ttyh3
Rab35
Igsf3
Raplb
Actr3
Rpl14
Rpl15
Plscrl
Farpl
Wadrl
Srpl4
Gjcl

3.0
3.0
3.0
3.0
3.0
3.0
3.0
3.0
3.0
3.0
3.0
3.0
3.0
2.7
2.7
2.7
2.7
2.7
2.7
2.7
2.7
2.7
2.7
2.7
2.7
2.7
2.7
2.7
2.7
2.3
2.3
2.3
2.3
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P30412
P62717
P62746
Q01853
Q62159
Q6P1B3
Q810U5
Q8BJU2
Q8R550
QICPR4
Q9CX00
QIQWL7
035295
P11679
P16045
P16381
P28656
P47911
P47963
P60335
P61021
P61079
P62737
P63001
P63242
P86048
Q60932
Q64735
Q80zJ1
Q8QZzZz8
Q8R5MS8
Q9CZR2
Q9DCT8

Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase C

60S ribosomal protein L18a

Rho-related GTP-binding protein RhoB
Transitional endoplasmic reticulum ATPase
Rho-related GTP-binding protein RhoC
PILR alpha-associated neural protein
Coiled-coil domain-containing protein 50

Tetraspanin-9

SH3 domain-containing kinase-binding protein 1

60S ribosomal protein L17

IST1 homolog

Keratin, type | cytoskeletal 17
Transcriptional activator protein Pur-beta
Keratin, type Il cytoskeletal 8

Galectin-1

Putative ATP-dependent RNA helicase PI110
Nucleosome assembly protein 1-like 1

60S ribosomal protein L6

60S ribosomal protein L13
Poly(rC)-binding protein 1

Ras-related protein Rab-5B
Ubiquitin-conjugating enzyme E2 D3
Actin, aortic smooth muscle

Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1
Eukaryotic translation initiation factor 5A-1

60S ribosomal protein L10-like

Voltage-dependent anion-selective channel protein 1

Complement component receptor 1-like protein

Ras-related protein Rap-2a
Ras-related protein Rab-38

Cell adhesion molecule 1

N-acetylated-alpha-linked acidic dipeptidase 2

Cysteine-rich protein 2

Ppic
Rpl18a
Rhob
Vcp
Rhoc
Pianp
Ccdc50
Tspan9
Sh3kbpl
Rpl17
Istl
Krtl7
Purb
Krt8
Lgalsl
D1Pasl
Naplll
Rpl6
Rpl13
Pcbpl
Rab5b
Ube2d3
Acta2
Racl
Eif5a
Rpl10l
Vdacl
Cril
Rap2a
Rab38
Cadm1l
Naalad2
Crip2

2.3
2.3
2.3
2.3
2.3
2.3
2.3
2.3
2.3
2.3
2.3
2.3
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
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Proteinas detectadas en vesiculas provenientes de
B16F10(CAV1/Y14F).

Uniprot Nombre

accession

P63017 Heat shock cognate 71 kDa protein

008992 Syntenin-1

Q05793 Basement membrane-specific heparan sulfate proteoglycan core

protein

Q9WU78 | Programmed cell death 6-interacting protein

P11276 Fibronectin

P35762 CD81 antigen

Q00651 Integrin alpha-4

P17742 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase A

Q68FD5 Clathrin heavy chain 1

P26041 Moesin

P63037 DnaJ homolog subfamily A member 1

P09055 Integrin beta-1

P21956 Lactadherin

QB8R366 Immunoglobulin superfamily member 8

Q62419 Endophilin-A2

P29341 Polyadenylate-binding protein 1

P48036 Annexin Ab

P10404 MLV-related proviral Env polyprotein

P17156 Heat shock-related 70 kDa protein 2

Q8VDN2 | Sodium/potassium-transporting ATPase subunit alpha-1

Q6PIC6 Sodium/potassium-transporting ATPase subunit alpha-3

Q8R2Y?2 Cell surface glycoprotein MUC18

Q9QYJ0  Dnal homolog subfamily A member 2

P61226 Ras-related protein Rap-2b

P10853 Histone H2B type 1-F/J/L

P16627 Heat shock 70 kDa protein 1-like

P10852 4F2 cell-surface antigen heavy chain

P18760 Cofilin-1

la linea

Gen

Hspa8
Sdcbp
Hspg2

Pdcd6ip
Fnl
Cds1
Itgad
Ppia
Cltc
Msn
Dnajal
Itghl
Mfge8
Igsf8
Sh3gl1l
Pabpcl
Anxab
unassigned
Hspa2
Atplal
Atpla3
Mcam
Dnaja2
Rap2b
Hist1h2bn
Hspall
Slc3a2
Cfl1

celular

Péptidos

172.3

97.0
97.0

92.3
61.7
39.3
34.3
33.0
33.0
32.7
30.0
29.3
28.7
28.7
243
21.0
20.3
20.0
18.0
17.7
17.0
17.0
16.7
16.0
15.7
15.7
14.7
14.0
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P63101
Q3UH60
P29812
P62259
P41731
P17751
Q61739
P17879
P26040
Q99JR5
Q6ZQA6
P10107
P08752
P62874

Q62351
Q61187
Q63961
P09411
P51150
Q9QYI3
Q80W68
Q8K2Y3
P15379
Q9IWVES
B2RXS4
P07356
P23249
QIWVT6
P07901
P40240
Q8JZZ7
Q9JLQO

14-3-3 protein zeta/delta
Disco-interacting protein 2 homolog B
L-dopachrome tautomerase

14-3-3 protein epsilon

CD63 antigen

Triosephosphate isomerase

Integrin alpha-6

Heat shock 70 kDa protein 1B

Ezrin

Tubulointerstitial nephritis antigen-like
Immunoglobulin superfamily member 3
Annexin Al

Guanine nucleotide-binding protein G(i) subunit alpha-2
Guanine nucleotide-binding protein G(1)/G(S)/G(T) subunit beta-
1

Transferrin receptor protein 1

Tumor susceptibility gene 101 protein
Endoglin

Phosphoglycerate kinase 1

Ras-related protein Rab-7a

DnaJ homolog subfamily C member 7
Kin of IRRE-like protein 1

Protein eva-1 homolog B

CD44 antigen

Protein kinase C and casein kinase substrate in neurons protein 2
Plexin-B2

Annexin A2

Putative helicase MOV-10

Carbonic anhydrase 14

Heat shock protein HSP 90-alpha

CD9 antigen

Adhesion G protein-coupled receptor L2

CD2-associated protein

Ywhaz
Dip2b
Dct
Ywhae
Cd63
Tpil
Itga6
Hspalb
Ezr
Tinagll
Igsf3
Anxal
Gnai2
Gnbl

Tfrc
TSG101
Eng
Pgkl
Rab7a
Dnajc7
Kirrell
Evalb
Cd44
Pacsin2
PIxnb2
Anxa2
Mov10
Cal4
Hsp90aal
Cd9
Adgrl2
Cd2ap

14.0
14.0
13.0
12.3
12.0
11.7
11.7
11.0
11.0
11.0
10.7
10.3
10.0
10.0

10.0
9.7
9.7
9.3
9.3
9.3
9.0
9.0
8.7
8.7
8.3
8.3
8.0
8.0
7.3
7.3
7.3
7.3
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E9Q5G3
P62960
Q9DBE6
P05213
P62835
Q04447
Q8R0J7
Q99L47
Q9D8B3
QIWVML1
B2RSH2
P14824
P97370
P11370
P18572
P26645
P60766
P19157
P35278
P35700
P62242
Q8CFE6
Q9DCK3
035598
035682
P12815
P61982
P62821
P99024
Q8BTO07
Q8CI32
Q9CX00
Q9DC51

Kinesin-like protein KIF23

Nuclease-sensitive element-binding protein 1

60S ribosomal protein L4

Tubulin alpha-1B chain

Ras-related protein Rap-1A

Creatine kinase B-type

Vacuolar protein sorting-associated protein 37B
Hsc70-interacting protein

Charged multivesicular body protein 4b

Rac GTPase-activating protein 1

Guanine nucleotide-binding protein G(i) subunit alpha-1
Annexin A6

Sodium/potassium-transporting ATPase subunit beta-3
Retrovirus-related Env polyprotein from Fv-4 locus
Basigin

Myristoylated alanine-rich C-kinase substrate

Cell division control protein 42 homolog
Glutathione S-transferase P 1

Ras-related protein Rab-5C

Peroxiredoxin-1

40S ribosomal protein S8

Sodium-coupled neutral amino acid transporter 2
Tetraspanin-4

Disintegrin and metalloproteinase domain-containing protein 10
Myeloid-associated differentiation marker
Programmed cell death protein 6

14-3-3 protein gamma

Ras-related protein Rab-1A

Tubulin beta-5 chain

Centrosomal protein of 55 kDa

BAG family molecular chaperone regulator 5

IST1 homolog

Guanine nucleotide-binding protein G(k) subunit alpha

Kif23
Ybx1
Rpl4
Tubalb
Rapla
Ckb
Vps37b
St13
Chmp4b
Racgapl
Gnail
Anxa6
Atplb3
Fv4
Bsg
Marcks
Cdc42
Gstpl
Rab5c
Prdx1
Rps8
Slc38a2
Tspan4
Adam10
Myadm
Pdcd6
Ywhag
RablA
Tubb5
Cep55
Bag5
Istl
Gnai3

7.0
7.0
7.0
6.7
6.7
6.7
6.7
6.7
6.7
6.7
6.3
6.3
6.3
5.7
5.7
5.7
5.7
5.3
5.3
53
5.3
53
5.3
50
5.0
50
5.0
50
5.0
5.0
5.0
5.0
5.0
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P02301
P46467
P61205
Q61937
Q810U5
Q9JI1Z9
E9Q557
P17047
P26043
Q09143
Q61072
Q61598
Q9QZC7
008585
088792
P29319
P42669
P46638
P53986
P58252
P62880

P63028
P63321
P68254
Q9ICQW9
Q9EQP2
P08228
P28229
P68510
P97384
Q05816
Q8BJU2

Histone H3.3C

Vacuolar protein sorting-associated protein 4B
ADP-ribosylation factor 3

Nucleophosmin

Coiled-coil domain-containing protein 50
Phospholipid scramblase 3

Desmoplakin

Lysosome-associated membrane glycoprotein 2
Radixin

High affinity cationic amino acid transporter 1
Disintegrin and metalloproteinase domain-containing protein 9
Rab GDP dissociation inhibitor beta

Pleckstrin homology domain-containing family B member 2
Clathrin light chain A

Junctional adhesion molecule A

Ephrin type-A receptor 3

Transcriptional activator protein Pur-alpha
Ras-related protein Rab-11B

Monocarboxylate transporter 1

Elongation factor 2

Guanine nucleotide-binding protein G(1)/G(S)/G(T) subunit beta-
2

Translationally-controlled tumor protein
Ras-related protein Ral-A

14-3-3 protein theta

Interferon-induced transmembrane protein 3
EH domain-containing protein 4

Superoxide dismutase [Cu-Zn]

Gap junction gamma-1 protein

14-3-3 protein eta

Annexin A1l

Fatty acid-binding protein 5

Tetraspanin-9

H3f3c
Vps4b
Arf3
Npm1l
Ccdc50
Plscr3
Dsp
Lamp2
Rdx
Slc7al
Adam9
Gdi2
Plekhb2
Clta
Flir
Epha3
Pura
Rab11b
Slcl6al
Eef2
Gnb2

Tptl
Rala
Ywhag
Ifitm3
Ehd4
Sod1
Gjcl
Ywhah
Anxall
Fabp5
Tspan9

47
47
47
47
47
4.7
43
43
43
43
43
43
43
4.0
4.0
4.0
4.0
4.0
4.0
4.0
4.0

4.0
4.0
4.0
4.0
4.0
3.7
3.7
3.7
3.7
3.7
3.7
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Q99J93
Q99PT1
Q9D7S9
QIWVL3
054962
P47963
P49817
P57722
P62331
Q60696
Q61090
Q62465
Q64337
Q6ROH7

Q9D1C8
Q9DB34
Q9DBJ1
035375
070401
P10639
P11438
P45501
P57716
P62737
Q3UDWS8
Q78HU3
Q99JB8
035474
035566
P06745
P09041
P24668

Interferon-induced transmembrane protein 2

Rho GDP-dissociation inhibitor 1

Charged multivesicular body protein 5

Solute carrier family 12 member 7
Barrier-to-autointegration factor

60S ribosomal protein L13

Caveolin-1

Poly(rC)-binding protein 3

ADP-ribosylation factor 6

Melanocyte protein PMEL

Frizzled-7

Synaptic vesicle membrane protein VAT-1 homolog
Sequestosome-1

Guanine nucleotide-binding protein G(s) subunit alpha isoforms
XLas

Vacuolar protein sorting-associated protein 28 homolog
Charged multivesicular body protein 2a
Phosphoglycerate mutase 1

Neuropilin-2

Tetraspanin-6

Thioredoxin

Lysosome-associated membrane glycoprotein 1
Cofilin-2

Nicastrin

Actin, aortic smooth muscle
Heparan-alpha-glucosaminide N-acetyltransferase
Multivesicular body subunit 12A

Protein kinase C and casein kinase Il substrate protein 3
EGF-like repeat and discoidin I-like domain-containing protein 3
CD151 antigen

Glucose-6-phosphate isomerase

Phosphoglycerate kinase 2

Cation-dependent mannose-6-phosphate receptor

Ifitm2
Arhgdia
Chmp5
Slc12a7
Banfl
Rpl13
Cavl
Pcbp3
Arfé
Pmel
Fzd7
Vatl
Sgstm1l

Gnas

Vps28
Chmp2a
Pgaml
Nrp2
Tspan6
Txn
Lampl
Cfl2
Ncstn
Acta2
Hgsnat
Mvb12a
Pacsin3
Edil3
Cdi51
Gpi
Pgk?2
Mé6pr

3.7
3.7
3.7
3.7
3.3
3.3
3.3
3.3
3.3
3.3
3.3
3.3
3.3
3.3

3.3
3.3
3.3
3.0
3.0
3.0
3.0
3.0
3.0
3.0
3.0
3.0
3.0
2.7
2.7
2.7
2.7
2.7
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P43406
P53026
P60764
P63001
P97429
P97797
QICQI6
QICR26
QICR57
Q9z127
F8VPU2
035874
070318
088342
P05064
P29387
P31786
P47911
P49962
P55258
Q61599
Q61990
Q62159
QB6KAU4
Q6P5F7
Q8R1B4
Q99J16
Q9CZM2
Q9DCT8
Q9JKB3
Q9QZI9
QIWTI?
Q9Z1Q5

Integrin alpha-V

60S ribosomal protein L10a

Ras-related C3 botulinum toxin substrate 3
Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1

Annexin A4

Tyrosine-protein phosphatase non-receptor type substrate 1
Coactosin-like protein

Vacuolar protein sorting-associated protein VTAL homolog
60S ribosomal protein L14

Large neutral amino acids transporter small subunit 1
FERM, ARHGEF and pleckstrin domain-containing protein 1
Neutral amino acid transporter A

Band 4.1-like protein 2

WD repeat-containing protein 1
Fructose-bisphosphate aldolase A

Guanine nucleotide-binding protein subunit beta-4
Acyl-CoA-binding protein

60S ribosomal protein L6

Signal recognition particle 9 kDa protein

Ras-related protein Rab-8A

Rho GDP-dissociation inhibitor 2

Poly(rC)-binding protein 2

Rho-related GTP-binding protein RhoC
Multivesicular body subunit 12B

Protein tweety homolog 3

Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit C
Ras-related protein Rap-1b

60S ribosomal protein L15

Cysteine-rich protein 2

Y-box-binding protein 3

Serine incorporator 3

Unconventional myosin-Ic

Chloride intracellular channel protein 1

Itgav
Rpl10a
Rac3
Racl
Anxad
Sirpa
Cotll
Vial
Rpl14
Slc7a5
Farpl
Slcla4
Epb4112
Wadrl
Aldoa
Gnb4
Dbi
Rpl6
Srp9
Rab8a
Arhgdib
Pcbp2
Rhoc
Mvb12b
Ttyh3
Eif3c
Raplb
Rpl15
Crip2
Ybx3
Serinc3
Myolc
Clicl

2.7
2.7
2.7
2.7
2.7
2.7
2.7
2.7
2.7
2.7
2.3
2.3
2.3
2.3
2.3
2.3
2.3
2.3
2.3
2.3
2.3
2.3
2.3
2.3
2.3
2.3
2.3
2.3
2.3
2.3
2.3
2.3
2.3
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054890
070250
089086
P11688
P28656
P28667
P47754
P47962
P61021
P70206
P83510
P97333
P97351
Q3TH73
Q6PHNY
Q8K2Q7
Q8QZzZz8
Q9JIW9
QIQXY6
Q9QY73

Integrin beta-3

Phosphoglycerate mutase 2
RNA-binding protein 3

Integrin alpha-5

Nucleosome assembly protein 1-like 1
MARCKS-related protein
F-actin-capping protein subunit alpha-2
60S ribosomal protein L5

Ras-related protein Rab-5B

Plexin-Al

Traf2 and NCK-interacting protein kinase
Neuropilin-1

40S ribosomal protein S3a

Protein tweety homolog 2

Ras-related protein Rab-35

BRO1 domain-containing protein BROX
Ras-related protein Rab-38

Ras-related protein Ral-B

EH domain-containing protein 3

Transmembrane protein 59

Itgh3
Pgam2
Rbm3
Itga5
Nap1l1
Marcksl1
Capza2
Rpl5
Rab5b
PIxnal
Thnik
Nrpl
Rps3a
Ttyh2
Rab35
Brox
Rab38
Ralb
Ehd3
TmemS9

2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0
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Tabla suplementaria 5. Proteinas detectadas en vesiculas extracelulares provenientes
de la linea celular B16F10(CAV1/Y14E).

P63017 Heat shock cognate 71 kDa protein Hspa8 174.7
P11276 Fibronectin Fnl 113.0
Q05793 Basement membrane-specific heparan sulfate proteoglycan core protein Hspg2 110.3
008992 Syntenin-1 Sdcbp 98.3
Q68FD5 Clathrin heavy chain 1 Cltc 81.0
Q9wWU78 | Programmed cell death 6-interacting protein Pdcd6ip 78.3
P35762 CD81 antigen Cds1 56.0
P09055 Integrin beta-1 Itgbl 41.3
Q00651 Integrin alpha-4 Itgad 41.3
Q8R2Y2 Cell surface glycoprotein MUC18 Mcam 41.0
P63037 DnaJ homolog subfamily A member 1 Dnajal 37.7
P29812 L-dopachrome tautomerase Dct 33.7
P17742 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase A Ppia 33.0
Q8R366 Immunoglobulin superfamily member 8 Igsf8 29.7
P10404 MLV-related proviral Env polyprotein unassigned 28.0
P11344 Tyrosinase Tyr 253
P48036 Annexin A5 Anxab5 253
B2RXS4 Plexin-B2 PIxnb2 25.0
Q62419 Endophilin-A2 Sh3gll 24.7
P26041 Moesin Msn 243
Q8VDN2 Sodium/potassium-transporting ATPase subunit alpha-1 Atplal 24.3
P29341 Polyadenylate-binding protein 1 Pabpcl 240
P10852 4F2 cell-surface antigen heavy chain Slc3a2 22.0
P21956 Lactadherin Mfge8 21.0
Q6PIC6 Sodium/potassium-transporting ATPase subunit alpha-3 Atpla3 20.3
P61226 Ras-related protein Rap-2b Rap2b 20.0
Q61739 Integrin alpha-6 Itga6 19.7
P17879 Heat shock 70 kDa protein 1B Hspalb 19.3
Q64337 Sequestosome-1 Sgstm1l 19.0
P23249 Putative helicase MOV-10 Mov10 18.3
Q63961 Endoglin Eng 18.3
P17156 Heat shock-related 70 kDa protein 2 Hspa2 18.0
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P62874
E9Q5G3
Q9QYJo
P08752
P16627
Q62351
Q3UH60
QBOWES
P07356
P18760
P41731
P11688
P43406
P51150
P10107
P40240
P15379
P35278
QIWVM1
P97370
Q60696
Q61187
QB8CFE6
Q8VDD5
P07901
P63101
Q8K2Y3
QIWTI7
035682
P11370
P40749
P14824
Q99JR5
Q9DSE6
QIWVES
P26040
P35700

Guanine nucleotide-binding protein G(1)/G(S)/G(T) subunit beta-1
Kinesin-like protein KIF23

DnaJ homolog subfamily A member 2

Guanine nucleotide-binding protein G(i) subunit alpha-2
Heat shock 70 kDa protein 1-like

Transferrin receptor protein 1

Disco-interacting protein 2 homolog B

Kin of IRRE-like protein 1

Annexin A2

Cofilin-1

CD63 antigen

Integrin alpha-5

Integrin alpha-V

Ras-related protein Rab-7a

Annexin Al

CD9 antigen

CD44 antigen

Ras-related protein Rab-5C

Rac GTPase-activating protein 1
Sodium/potassium-transporting ATPase subunit beta-3
Melanocyte protein PMEL

Tumor susceptibility gene 101 protein
Sodium-coupled neutral amino acid transporter 2
Myosin-9

Heat shock protein HSP 90-alpha

14-3-3 protein zeta/delta

Protein eva-1 homolog B

Unconventional myosin-Ic

Myeloid-associated differentiation marker
Retrovirus-related Env polyprotein from Fv-4 locus
Synaptotagmin-4

Annexin A6

Tubulointerstitial nephritis antigen-like

60S ribosomal protein L4

Protein kinase C and casein kinase substrate in neurons protein 2
Ezrin

Peroxiredoxin-1

Gnbl
Kif23
Dnaja2
Gnai2
Hspall
Tfrc
Dip2b
Kirrell
Anxa2
Cfl1
Cd63
Itga5
Itgav
Rab7a
Anxal
Cd9
Cd44
Rab5c
Racgapl
Atplb3
Pmel
TSG101
Slc38a2
Myh9
Hsp90aal
Ywhaz
Evalb
Myolc
Myadm
Fva
Syt4
Anxab
Tinagll
Rpl4
Pacsin2
Ezr
Prdx1

18.0
17.3
17.3
17.0
17.0
16.7
16.3
15.0
14.7
143
14.3
13.0
13.0
13.0
12.7
12.7
12.3
12.3
12.3
12.0
12.0
11.7
11.0
11.0
10.7
10.7
10.3
10.3
10.0
10.0
10.0
9.7

9.7

9.7

9.7

9.3

9.3
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Q61072
QIR1Q6
P58252
Q8CI32
Q9DC51
G5E829
P11438
Q3TH73
Q8BTO7
054890
P17751
P62835
Q6ROH7
Q9QYI3
P61205
P62242
P62259
Q8K2Q7
Q8QZZ8
P05213
P10853
P17047
P35951
P49817
Q09143
Q8R0J7
Q99JB8
QIWVT6
P09411
P70206
P99024
Q9DIC8
B2RSH2
P16254
P60766
Q04447
Q62465

Disintegrin and metalloproteinase domain-containing protein 9
Transmembrane protein 176B

Elongation factor 2

BAG family molecular chaperone regulator 5

Guanine nucleotide-binding protein G(k) subunit alpha
Plasma membrane calcium-transporting ATPase 1
Lysosome-associated membrane glycoprotein 1

Protein tweety homolog 2

Centrosomal protein of 55 kDa

Integrin beta-3

Triosephosphate isomerase

Ras-related protein Rap-1A

Guanine nucleotide-binding protein G(s) subunit alpha isoforms XLas
DnaJ homolog subfamily C member 7
ADP-ribosylation factor 3

40S ribosomal protein S8

14-3-3 protein epsilon

BRO1 domain-containing protein BROX

Ras-related protein Rab-38

Tubulin alpha-1B chain

Histone H2B type 1-F/J/L

Lysosome-associated membrane glycoprotein 2
Low-density lipoprotein receptor

Caveolin-1

High affinity cationic amino acid transporter 1
Vacuolar protein sorting-associated protein 37B

Protein kinase C and casein kinase Il substrate protein 3
Carbonic anhydrase 14

Phosphoglycerate kinase 1

Plexin-Al

Tubulin beta-5 chain

Vacuolar protein sorting-associated protein 28 homolog
Guanine nucleotide-binding protein G(i) subunit alpha-1
Signal recognition particle 14 kDa protein

Cell division control protein 42 homolog

Creatine kinase B-type

Synaptic vesicle membrane protein VAT-1 homolog

Adam9
Tmem176b
Eef2
Bag5
Gnai3
Atp2bl
Lampl
Ttyh2
Cepb5
Itgh3
Tpil
Rapla
Gnas
Dnajc7
Arf3
Rps8
Ywhae
Brox
Rab38
Tubalb
Hist1h2bn
Lamp2
Ldlr
Cavl
Slc7al
Vps37b
Pacsin3
Cal4
Pgk1
PIxnal
Tubb5
Vps28
Gnail
Srpl4
Cdc42
Ckb
Vatl

9.3
9.3
9.0
8.7
8.3
8.0
8.0
8.0
8.0
7.7
7.7
7.7
7.7
7.7
7.3
7.3
7.3
7.3
7.3
7.0
7.0
7.0
7.0
7.0
7.0
7.0
7.0
7.0
6.7
6.7
6.7
6.7
6.3
6.3
6.3
6.3
6.3
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008585
035566
088342
089051
P46638
P57716
Q61490
Q9D8B3
Q9QZI9
P18572
P46935
P62960
P97351
Q99J93
QIDCK3
QIQY73
Q9Z1G4
035598
035874
070318
P26039
P49962
P51912
P62702
P62737
P63321
Q8BTMS
Q8VCF5
Q9D7S9
Q9J1Z9
009044
P29319
P46467
P61982
P62821
P62880
P63028

Clathrin light chain A

CD151 antigen

WD repeat-containing protein 1

Integral membrane protein 2B

Ras-related protein Rab-11B

Nicastrin

CD166 antigen

Charged multivesicular body protein 4b
Serine incorporator 3

Basigin

E3 ubiquitin-protein ligase NEDD4
Nuclease-sensitive element-binding protein 1
40S ribosomal protein S3a

Interferon-induced transmembrane protein 2
Tetraspanin-4

Transmembrane protein 59

V-type proton ATPase 116 kDa subunit a isoform 1
Disintegrin and metalloproteinase domain-containing protein 10
Neutral amino acid transporter A

Band 4.1-like protein 2

Talin-1

Signal recognition particle 9 kDa protein
Neutral amino acid transporter B(0)

40S ribosomal protein S4, X isoform

Actin, aortic smooth muscle

Ras-related protein Ral-A

Filamin-A

Tetraspanin-10

Charged multivesicular body protein 5
Phospholipid scramblase 3
Synaptosomal-associated protein 23

Ephrin type-A receptor 3

Vacuolar protein sorting-associated protein 4B
14-3-3 protein gamma

Ras-related protein Rab-1A

Guanine nucleotide-binding protein G(1)/G(S)/G(T) subunit beta-2

Translationally-controlled tumor protein

Clta
Cd151
Wadrl
Itm2b
Rab11b
Ncstn
Alcam
Chmp4b
Serinc3
Bsg
Nedd4
Ybx1
Rps3a
Ifitm2
Tspan4
Tmem59
Atp6v0al
Adam10
Slclad
Epb4112
Tinl
Srp9
Slcla5
Rps4x
Acta2
Rala
Fina
Tspanl0
Chmp5
Plscr3
Snap23
Epha3
Vps4b
Ywhag
RablA
Gnb2
Tptl

6.0
6.0
6.0
6.0
6.0
6.0
6.0
6.0
6.0
5.7
5.7
5.7
5.7
5.7
5.7
57
5.7
53
53
53
53
53
53
53
5.3
53
53
53
5.3
53
5.0
5.0
5.0
5.0
5.0
50
5.0
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Q60932
Q8JZZ7
QIWVL3
P24668
P84096
Q91VK4
Q99L47
Q99PT1
Q9DBJ1
P12815
P53986
P57722
QB6KAU4
Q6P5F7
QICQW9
BOV2N1
054962
070401
P26043
P26645
P68254
P97797
Q05816
Q3UDWS8
Q810U5
Qo1val
QYEQP2
Q9JKF1
Q9JL18
Q9QY33
P27659
P30999
P40237
P97820
Q61990
Q64735
Q78HU3

Voltage-dependent anion-selective channel protein 1

Adhesion G protein-coupled receptor L2
Solute carrier family 12 member 7
Cation-dependent mannose-6-phosphate receptor
Rho-related GTP-binding protein RhoG
Integral membrane protein 2C
Hsc70-interacting protein

Rho GDP-dissociation inhibitor 1
Phosphoglycerate mutase 1

Programmed cell death protein 6
Monocarboxylate transporter 1
Poly(rC)-binding protein 3

Multivesicular body subunit 12B

Protein tweety homolog 3

Interferon-induced transmembrane protein 3
Receptor-type tyrosine-protein phosphatase S
Barrier-to-autointegration factor
Tetraspanin-6

Radixin

Myristoylated alanine-rich C-kinase substrate
14-3-3 protein theta

Tyrosine-protein phosphatase non-receptor type substrate 1

Fatty acid-binding protein 5
Heparan-alpha-glucosaminide N-acetyltransferase
Coiled-coil domain-containing protein 50
Ras-related protein Rab-14

EH domain-containing protein 4

Ras GTPase-activating-like protein IQGAP1
Beta-secretase 2

Tetraspanin-3

60S ribosomal protein L3

Catenin delta-1

CD82 antigen

Mitogen-activated protein kinase kinase kinase 4
Poly(rC)-binding protein 2

Complement component receptor 1-like protein

Multivesicular body subunit 12A

Vdacl
Adgrl2
Slc12a7
M6pr
Rhog
Itm2c
St13
Arhgdia
Pgam1
Pdcd6
Slcl6al
Pcbp3
Mvb12b
Ttyh3
Ifitm3
Ptprs
Banfl
Tspan6
Rdx
Marcks
Ywhaq
Sirpa
Fabp5
Hgsnat
Ccdc50
Rab14
Ehd4
Iggapl
Bace2
Tspan3
Rpl3
Ctnnd1
Cds2
Map4k4
Pcbp2
Cril
Mvb12a

5.0
5.0
50
4.7
4.7
4.7
4.7
4.7
4.7
4.3
4.3
4.3
4.3
4.3
4.3
4.0
4.0
4.0
4.0
4.0
4.0
4.0
4.0
4.0
4.0
4.0
4.0
4.0
4.0
4.0
3.7
3.7
3.7
3.7
3.7
3.7
3.7
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Q9JJ00 Phospholipid scramblase 1 Plscrl 3.7

Q9WVK4 | EH domain-containing protein 1 Ehdl 3.7
F8VQB6 Unconventional myosin-X Myo10 3.3
P08556 GTPase NRas Nras 3.3
P21278 Guanine nucleotide-binding protein subunit alpha-11 Gnall 3.3
P28660 Nck-associated protein 1 Nckapl 3.3
P61027 Ras-related protein Rab-10 Rab10 3.3
P62331 ADP-ribosylation factor 6 Arf6 3.3
P62717 60S ribosomal protein L18a Rpl18a 3.3
P97384 Annexin A1l Anxall 3.3
Q61599 Rho GDP-dissociation inhibitor 2 Arhgdib 3.3
Q62371 Discoidin domain-containing receptor 2 Ddr2 3.3
Q6P1B3 PILR alpha-associated neural protein Pianp 3.3
Q6ZQA6 Immunoglobulin superfamily member 3 Igsf3 3.3
Q8BJU2 Tetraspanin-9 Tspan9 3.3
Q99pP72 Reticulon-4 Rtn4 3.3
Q9CX00 IST1 homolog Istl 3.3
Q9DB34 Charged multivesicular body protein 2a Chmp2a 3.3
Q9JJIX6 P2X purinoceptor 4 P2rx4 3.3
Q9QUIO0 Transforming protein RhoA Rhoa 3.3
Q9z127 Large neutral amino acids transporter small subunit 1 Slc7a5 3.3
F8VPU2 FERM, ARHGEF and pleckstrin domain-containing protein 1 Farpl 3.0
055026 Ectonucleoside triphosphate diphosphohydrolase 2 Entpd2 3.0
070309 Integrin beta-5 Itgb5 3.0
070404 Vesicle-associated membrane protein 8 Vamp8 3.0
P14869 60S acidic ribosomal protein PO Rplp0 3.0
P16381 Putative ATP-dependent RNA helicase PI10 D1Pasl 3.0
P26231 Catenin alpha-1 Ctnnal 3.0
P47911 60S ribosomal protein L6 Rpl6 3.0
P55258 Ras-related protein Rab-8A Rab8a 3.0
P56480 ATP synthase subunit beta, mitochondrial Atp5flb 3.0
P97429 Annexin A4 Anxad 3.0
Q5FWI3 Cell surface hyaluronidase Cemip2 3.0
Q60928 Glutathione hydrolase 1 proenzyme Gotl 3.0
Q6PHN9 Ras-related protein Rab-35 Rab35 3.0
Q8QZY6 Tetraspanin-14 Tspanl4 3.0
Q8R550 SH3 domain-containing kinase-binding protein 1 Sh3kbpl 3.0
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Q99JY9
QICZM2
Q9DCS1
QIWTR6
E9Q414
E9Q557
008709
035316
035375
070439
P09041
P21995
P28229
P29387
P30412
P31786
P35980
P47963
P53690
P58355
P63001
P63024
P63038
Q06335
Q3UPF5
Q60605
Q60961
Q61090
Q64436
Q9JLQO
B8JK39
088746
P08228
P19157
P60764
P80314
Q01853

Actin-related protein 3

60S ribosomal protein L15

Transmembrane protein 176A
Cystine/glutamate transporter

Apolipoprotein B-100

Desmoplakin

Peroxiredoxin-6

Sodium- and chloride-dependent taurine transporter
Neuropilin-2

Syntaxin-7

Phosphoglycerate kinase 2

Embigin

Gap junction gamma-1 protein

Guanine nucleotide-binding protein subunit beta-4
Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase C
Acyl-CoA-binding protein

60S ribosomal protein L18

60S ribosomal protein L13

Matrix metalloproteinase-14
Membrane-associated transporter protein
Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1
Vesicle-associated membrane protein 3

60 kDa heat shock protein, mitochondrial
Amyloid-like protein 2

Zinc finger CCCH-type antiviral protein 1
Myosin light polypeptide 6
Lysosomal-associated transmembrane protein 4A
Frizzled-7

Potassium-transporting ATPase alpha chain 1
CD2-associated protein

Integrin alpha-9

Target of Myb protein 1

Superoxide dismutase [Cu-Zn]

Glutathione S-transferase P 1

Ras-related C3 botulinum toxin substrate 3
T-complex protein 1 subunit beta

Transitional endoplasmic reticulum ATPase

Actr3
Rpl15
Tmem176a
Slc7all
Apob
Dsp
Prdx6
Slc6a6
Nrp2
Stx7
Pgk2
Emb
Gjcl
Gnb4
Ppic
Dbi
Rpl18
Rpl13
Mmp14
Slc45a2
Racl
Vamp3
Hspdl
Aplp2
Zc3havl
Myl6
Laptm4a
Fzd7
Atpda
Cd2ap
Itga9
Toml
Sod1
Gstpl
Rac3
Cct2
Vcep

3.0
3.0
3.0
3.0
2.7
2.7
2.7
2.7
2.7
2.7
2.7
2.7
2.7
2.7
2.7
2.7
2.7
2.7
2.7
2.7
2.7
2.7
2.7
2.7
2.7
2.7
2.7
2.7
2.7
2.7
2.3
2.3
2.3
2.3
2.3
2.3
2.3
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Q07076 Annexin A7 Anxa7 2.3

Q3TEW6 | Myelin protein zero-like protein 1 MpzI1 2.3
Q3U2S8 Voltage-gated hydrogen channel 1 Hvenl 2.3
Q62159 Rho-related GTP-binding protein RhoC Rhoc 2.3
Q62165 Dystroglycan Dagl 2.3
Q62523 Zyxin ZyX 2.3
Q64430 Copper-transporting ATPase 1 Atp7a 2.3
Q80X71 Transmembrane protein 106B Tmem106b = 2.3
Q80zJ1 Ras-related protein Rap-2a Rap2a 2.3
Q8BPMO | Disheveled-associated activator of morphogenesis 1 Daaml 2.3
Q8C261 Sodium/potassium/calcium exchanger 5 Slc24a5 2.3
Q8K209 Adhesion G-protein coupled receptor G1 Adgrgl 2.3
Q8R464 Cell adhesion molecule 4 Cadm4 2.3
Q99J16 Ras-related protein Rap-1b Raplb 2.3
QICzZX7 Type 2 phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate 4-phosphatase Pip4p2 2.3
Q9D2Q3 Uncharacterized protein C100rf88 homolog unassigned 2.3
Q90QzI8 Serine incorporator 1 Serincl 2.3
Q921Q5 Chloride intracellular channel protein 1 Clicl 2.3
035474 EGF-like repeat and discoidin I-like domain-containing protein 3 Edil3 2.0
035516 Neurogenic locus notch homolog protein 2 Notch2 2.0
POCOA3 Charged multivesicular body protein 6 Chmp6é 2.0
P10639 Thioredoxin Txn 2.0
P16045 Galectin-1 Lgalsl 2.0
P17809 Solute carrier family 2, facilitated glucose transporter member 1 Slc2al 2.0
P28656 Nucleosome assembly protein 1-like 1 Napll1 2.0
P32507 Nectin-2 Nectin2 2.0
P35282 Ras-related protein Rab-21 Rab21 2.0
P35802 Neuronal membrane glycoprotein M6-a Gpmé6a 2.0
P49769 Presenilin-1 Psenl 2.0
P54116 Erythrocyte band 7 integral membrane protein Stom 2.0
P60335 Poly(rC)-binding protein 1 Pcbpl 2.0
P61021 Ras-related protein Rab-5B Rab5b 2.0
P62301 40S ribosomal protein S13 Rps13 2.0
P83510 Traf2 and NCK-interacting protein kinase Tnik 2.0
P86048 60S ribosomal protein L10-like Rpl10l 2.0
Q02248 Catenin beta-1 Ctnnbl 2.0
Q3UH93 Plexin-D1 PIxnd1 2.0
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Q9CZR2
Q9QzC7
QIWVC3
Q9Z2M6

N-acetylated-alpha-linked acidic dipeptidase 2
Pleckstrin homology domain-containing family B member 2
Caveolin-2

Ubiquitin-like protein 3

Naalad2
Plekhb2
Cav2
Ubl3

2.0
2.0
2.0
2.0
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