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RESUMO

Bonatto, J.M.C. Caracterizacdo da proteina quinase C Beta | nuclear em
células tronco embrionarias. 2014. 181p. Tese - Programa de Pés-Graduacao
em Bioquimica e Biologia Molecular. Instituto de Quimica, Universidade de Sao

Paulo, Sdo Paulo.

As proteina quinases C (PKC) pertencem a familia das serina/treonina quinases,
gque vem sendo apontadas como importantes enzimas para 0S processos de
proliferacdo e diferenciacdo das células tronco embrionarias (CTE), todavia, a
funcdo exata de cada isoforma dessa familia ainda n&o esta clara. Dados
anteriores do nosso laboratoério indicam que dentre as PKCs expressas em CTE,
formas cataliticamente ativas da PKCpI s&o altamente expressas no nucleo das
CTE murinas. Estas ao se diferenciarem expressam essa quinase no seu
citoplasma ou deixam de expressar a mesma, e que a maioria dos alvos da PKCpI
em CTE indiferenciada estdo envolvidos em processos de regulacdo da
transcricdo de proteinas envolvidas em processos de proliferacdo/ diferenciacéo.
Dando continuidade aos resultados anteriores do laboratério, no presente trabalho,
com técnicas de protedbmica e fosfoprote6mica identificamos outros alvos
nucleares da PKCBI em CTE indiferenciadas. Vimos que de fato inibindo-se a
PKCBI diminuiu-se a fostorilagéo de fatores envolvidos com a indiferenciagéo das
CTE. Dentre os alvos da PKCBI encontramos a proteina adaptadora, TIF1, que
recruta proteinas remodeladoras de cromatina. Essa proteina € essencial para a

manutencao do estado indiferenciado das CTE. In vitro a PKCBIfoi capaz de



fosforilar a TIF1p e inibindo-se a PKCBI por RNAi vimos uma diminuicdo na
expressdo da TIF1p e no fator de indiferenciacdo Nanog cuja expressao ja foi
demonstrada ser regulada pela TIF1p. Além disso vimos que inibindo-se a PKCpI
com o peptideo inibidor da PKCBI aumentou a expressdo de proteinas reguladas
pelo c-Myc. E que o RNAI para a PKCBI aumentou a expressao de proteinas que
regulam a expressao do c-Myc. Nao vimos nenhum efeito na fosforilagdo ou
expressdo do c-Myc apos a inibicdo da PKCPBI o que sugere que a PKCpI ative
proteinas repressoras do c-Myc.

Nossos estudos sugerem que a PKCpI regula a manutencdo do estado
indiferenciado das CTE regulando a expresséo e atividade da Tifl um possivel
alvo direto da PKCBI. Levando a modificacbes da cromatina e regulacdo da
expressdo de genes que mantém as CTE indiferenciadas. Outro ponto de
regulacdo da PKCBI parece ser a nibicdo da atividade de c-Myc o que seria
importante para a manutencdo do estado indiferenciado visto que o c-Myc € um
amplificador das vias de sinalizacdo que mantém as células proliferando. Desta
forma a PKCPI parece ter um papel central na regulagdo da expressao génica de
CTE a nivel de modificacdes epigenéticas e a nivel transcricional mantendo as

CTE indiferenciadas.

Palavras-chave: Célula tronco embrionaria, PKCpI, auto-renovacéo,

diferenciacéo, proteoma, espectrometria de massas



ABSTRACT

Bonatto, J.M.C. Characterization of protein kinase C beta | in embryonic stem
cell nucleus. 2014.181p. PhD Thesis - Graduate Program in Biochemistry and

Molecular Biology. Instituto de Quimica, Universidade de S&o Paulo, S&o Paulo.

The Protein kinase C (PKC) family of serine/treonine kinases, are being described
as important enzymes for proliferation and diferentiation of embryonic stem cells
(ESC), however, the exact function of the different isoenzymes of this family still is
unclear. Previous data from our laboratory indicates that amongst the PKCs
expressed in ESC, catalytically active forms of PKCBI are highly expressed in
nucleus of murine ESC. When these cells differentiate this kinase can be found in
the cytoplasm or not expressed at all, and that the majority of PKCpI targets in
undifferentiated ESC are involved in the regulation of proteins involved in
transcription of proteins involved in proliferation/ diferentiation. Continuing our
previous work herewith using proteomics and phosphoproteomics techniques we
identified other nuclear PKCpI targets in undifferentiated ESC. We indeed saw that
inhibiting  PKCBI decreased the phosphorylation of factors involved with
maintainance of the undifferentiated state of ESC. Amongst the targets of PKCpI
we found the adaptor protein, TIF1p, that recruits cromatin remodeling proteins.
This protein is essential for the maintenance of the undifferentiated state of ESC. In
vitro PKCPBI phosphorylated TIF1p and inhibiting PKCBI with RNAi decreased the

expression of TIF1B and of the undifferentiation factor Nanog whose expression



has been shown to be regulated by TIF1p. We also saw that inhibiting PKCBI with
a peptide inhibitor increased the expression of proteins regulated by c-Myc, and
that RNAI for PKCPBI increased the expression of proteins that regulate the
expression of c-Myc. We did not see any effect on the phosphorylation or
expression of c-Myc after inhibition of PKCPBI suggesting that PKCpI activates c-
Myc repressor proteins.

Our studies sugest that PKCBI regulates the maintenance of the
undiferentiated state of ESC regulating the expression and activity of Tiflp a
possibly a direct target of PKCPI, leading to chromatin modifications and
regulation of genes that maintain ESC undiferentiated. Another form of regulation
of PKCBI seems to be by inhibiting the activity of c-Myc which is importante to
maintain ESC undifferentiated since c¢-Myc is na an amplifyer of signaling
patheways that maintain ESC proliferating. Together PKCBI has a central role in
the regulation of the gene expression of ESC at the level of epigenetic

modifications and transcriptional regulation.

Key-words: Embryonic stem cell, PKCBI, self- renewal, differentiation, proteomics,

mass spectrometry
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INTRODUCAO

Células tronco

As células tronco embrionarias (CTE) séo células pluripotentes que
proliferam indefinidamente in vitro mantendo a sua capacidade de diferenciacao
em diversos tipos celulares (Ying, et al., 2008). Essa propriedade de se dividir
mantendo a pluripoténcia define-se como auto-renovacédo (Ahn et al., 2008). As
CTE possuem grande interesse para terapias de reposicdo celular, porém é
essencial compreendermos 0s processos moleculares que levam a manutencao
das CTE no estado indiferenciado e as vias de sinalizagcdo que resultam na
diferenciacdo das mesmas em distintos tipos celulares para o seu uso terapéutico
(Zhang & Pasumarthi, 2008).

Diferentemente das CTE as quais sdo derivadas da massa interna de
blastocistos (Spradling, et al., 2001), as chamadas células tronco adultas tem uma
menor capacidade de diferenciacdo podendo se diferenciar em apenas alguns
tipos celulares. Estas séo encontradas em diversos tipos de tecidos. Por exemplo,
as células tronco do sistema hematopoiéticas que originam os componentes do
sistema hematopoiético, e as células tronco mesenquimais que originam 0SSo0sS e
adipdcitos (Spradling et al., 2001). A principal diferenca entre as CTE e as células

tronco adultas esta na sua capacidade de diferenciagéo, ja que, enquanto as CTE
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sdo capazes de diferenciar em todos os tipos celulares do organismo com
excecao de algumas células que formam a placenta e apéndices embrionarios, as
células tronco adultas sdo capazes de se diferenciar em um numero limitado de
tipos celulares (Zhao W. et al., 2012).

Durante a dultima década, houve um grande interesse da medicina
regenerativa no estudo da biologia de células tronco embrionarias devido a sua
pluripoténcia. O processo de diferenciacdo de CTE a outra linhagem celular de
interesse médico/clinico necessita de mais estudos para viabilizar a sua utilizacao
para fins terapéuticos. Assim, ha uma area importante de investigacao envolvendo
a diferenciacdo dirigida das CTE in vitro. Estudam-se varias estratégias para
conduzir a diferenciacdo das CTE a tipos celulares desejados. Dentre elas
estratégias que envolvem o uso de fatores de crescimento para suplementacéo,
co-culturas celulares, e mais recentemente a transfecgcdo de genes (Boiani M.,
Scholer H.R., 2005)

Além do estudo de uma diferenciacéo dirigida, recentemente, demonstrou-
se que é possivel “reprogramar” células somaticas para terem caracteristicas de
CTE (auto-renovacdo). Takahashi e colaboradores (2006) foram capazes de
desenvolver células tronco pluripotentes induzidas — IPSC, do inglés induced
pluripotent stem cells - a partir de células somaticas ja diferenciadas, como
fibroblastos (Takahashi & Yamanaka, 2006). Esta reprogramacéo foi possivel a
partir da transfeccao de apenas quatro genes que codificam fatores de transcricao:

Oct 4, c-Myc, Sox-2, KIf4. Nos anos seguintes, o sucesso inicial de Takahashi e
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Yamanaka em reprogramar células de camundongo, foi reproduzido por diversos
grupos A capacidade de usar o mesmo conjunto de fatores de transcricdo para
reprogramar células sométicas de camundongo e soméaticas humanas reforca a
natureza conservada das redes de fatores de transcricdo nestas duas espécies no
controle da auto-renovacgao e pluripoténcia (Yee, J. 2010).

Trabalhos subsequentes demonstraram que a transfeccdo de c-Myc era
dispensavel para a reprogramacédo, e que a presenca do mesmo pode-se gerar
tumores nos camundongos quimeras gerados a patir de IPSC (Isoke, et al., 2014).
De fato, dois desses quatro fatores de transfecgéo utilizados inicialmente ( c-Myc e
kif4) s&o classificados como oncogenes, e aproximadamente 20% dos
camundongos quimeras gerados a partir de IPSC, desenvolveram tumores, assim
Yamanaka relatou gerar IPSC mesmo sem c-Myc, porém 0 processo levou mais
tempo e néo foi tdo eficiente, porém a probabilidade de gerar tumores foi menor
(Nakagawa, et al., 2007). Ha outros trabalhos que geram IPSC com outros fatores
de transcricdo. Por exemplo, Yu e colaboradores (2007) geraram IPSC humana
transfectando Oct4, Sox2, Nanog e Lin28 — proteina de ligacdo a microRNAs
regulatorios. Portanto, IPSC séo celulas tronco pluripotentes obtidas de células
somaticas diferenciadas e podem ser utilizadas para fins terapéuticos sem
apresentarem rejeicdes do sistema imune pois estas seriam retiradas do mesmo
paciente (Takahashi K. et al., 2007).

Segundo este trabalho pioneiro de Takahashi e estudos anteriores, ha

diversas vias de sinalizagcdo que convergem para a inducdo de fatores de
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transcricdo fundamentais para o controle da auto-renovacdo e diferenciacao
celular. Sendo os fatores de transcricdo Oct4, Nanog, STAT3, Smadl, SOX2, c-
Myc e KIf4, os principais responsaveis pela manutencdo da auto-renovagdo das
CTE além disso observa-se a inibicdo de fatores de diferenciacédo (Chen et al.,
2008). Porém resta ainda elucidar as diferentes vias que levam a ativacao destes
fatores de transcricdo nas CTE para a manutencdo da auto-renovacdo ou a

diferenciacao celular.

Vias de sinalizac¢do em CTE Indiferenciadas

E essencial compreender a regulacéo das vias de sinalizagdo envolvidas na
manutencdo da auto-renovacdo e das vias que levam a diferenciacdo especifica
das CTE para o uso das mesmas terapeuticamente. Conforme discutido acima,
conhecem-se os fatores de transcricdo primordiais para a auto-renovacao porém
ainda ndo se conhece a regulacao que leva a ativacao dessas vias.

Dentre estas vias de sinalizacdo que levam ao estado indiferenciado, a via
do LIF (Leukemia Inihibitory Factor) € uma das essenciais para a manutencao do
estado indiferenciado. O LIF ao se ligar ao seu respectivo receptor — LIFR (LIF
receptor), provoca a dimerizagdo do receptor com a proteina membranar Gp130,
ativando a quinase JAK (Janus-Associated Tyrosine Kinase) e o fator da
transcricdo STAT-3 (Signal Transducer and Activation of Transcription). A

translocacdo do fator STAT-3 do citoplasma para o nucleo promove a transcricao
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génica de fatores que mantém as CTE indiferenciadas (Okita e Yamanaka, 2007),
tais como Oct 4, STAT3, Smad1l, Sox2, Zfx, c-Myc, n-Myc, Klf4, responséveis pela
manutencdo das CTEs no seu estado indiferenciado (Chen et al., 2008).
Conforme discutido acima.

O LIF também ativa a via das MAPK (Mitogen Activated Protein Kinase)
especificamente as ERK 1/2. Esta via € necessaria para a proliferacéo celular das
CTE (Zhang & Liu, 2002). Porém, destacamos que, dependendo da intensidade,
da duragédo da ativacdo e da localizacdo sub-celular da ERK1/2 ativa, pode-se
observar a diferenciacao celular ao invés da proliferacdo celular (Ebisuya, et al.,
2005).

De fato, a ativacdo constante das ERK1/ 2 é responséavel pela
diferenciacdo celular em um amplo espectro de tecidos, como por exemplo, a
inducdo da formacao de células neuronais e adipocitos (Binétruy B. et al., 2007).
Dentre os alvos da cascata das MAPKs, a reducao da expressao do Nanog e a
inibicdo da atividade de KIf4 (Krueppel-like factor 4) s&do dois eventos bem
caracterizados por serem responsaveis por induzir a diferenciacao celular das
CTE (Kim, et al., 2012). Assim, o equilibrio e a sinergia entre a cascata da MAPK e
da STAT-3 séo responsaveis pela manutencéo das CTEs indiferenciadas (Boiani e
Scholer, 2005, Alberti et al., 2008).

Outro fator de transcricdo importante para a manutencdo do estado
indiferenciado das CTE, também ativado pelo LIF, é o fator de transcricdo Nanog.

Esse fator destaca-se por ter sua expressdo observada durante as primeiras
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etapas da embriogénese, da morula até a formacao do blastocisto (Mitsui et al.,
2003). Ainda, sabe-se que embrides de camundongos knockout para este gene
nao sao viaveis apOs a implantacdo (Mitsui et al. 2003). Em adicéo, sitios de
ligacdo para os fatores Oct 4 e SOX2 foram identificados na regido do promotor
deste gene (Pan e Thomson, 2007) indicando que os fatores de transcricdo
envolvidos na auto-renovacdo sdo capazes de se inter-regular (Navarro et al.,
2012).

Também podemos destacar a via da PISK/AKT como importante na
proliferacdo e na manutencao da pluripotencia das CTE. Segundo Kimura (2009),
a PI3K — phosphoinositide-3 kinase — é uma serina/treonina quinase importante
para a ativagdo transcricional de fatores que levam a indiferenciacdo das CTE
como o Nanog.

Alguns estudos indicam que a via da ERK e da PI3K se regulam e que um
desbalanco das mesmas pode levar a diferenciacdo de CTE. Segundo Li e
colaboradores (2007), a sinalizacdo de MEK/ERK em CTE humana, coopera com
a via da PI3K/AKT na manutencéo da pluripoténcia, e o desbalanco entre essas
duas vias distintas, por acdo de inibidores espeficicos para MEK ou por RNA de
inteferéncia, resulta em decréscimo de proliferacdo celular e o aumento da
diferenciagéo.

Além das vias de sinalizagdo ativadas pelo LIF outro fator de transcricao
importante para a pluripoténcia € o BMP4 (Bone Morphogenetic Protein 4) que

atua em conjunto com a cascata do LIF em CTE. As proteinas BMP sdo membros
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da familia TGFB (Transforming Growth Factor f), capazes de ativar o fator de
transcricdo SMAD4, que, por sua vez, induz a transcricdo de genes responsaveis
pela manutencao das CTE no seu estado indiferenciado (Yang S.M. et al., 2011).
Ja na auséncia do LIF, BMP4 é capaz de ativar outros membros da familia SMAD,
responsaveis por reprimir genes de indiferenciacdo e consequentemente induzir a
diferenciacao celular (Liu et al., 2007).

Assim, vias de sinalizacdo ativadas por BMP4 e LIF sdo essenciais na
manutencdo da auto-renovacdo das CTE, porém estas vias ndo parecem ser as
Gnicas que atuam no controle do balanco entre auto-renovacéo e diferenciacdo. A
familia de proteinas agonistas Wnt (Wingless-type MMTV integration site family)
ativa uma via independente da via do LIF (Moon et al., 2004). Com a ligacdo a
receptores do tipo Frizzled, ha o acumulo de B-catenina no nucleo de CTE, além
de aumentar a expressao dos fatores de transcricdo como Oct 4, REX-1 (Reduced
expression protein 1), FoxD3 (Forkhead box protein D3) e SOX-2, responsaveis
por manter a autor-renovacao e inibir a diferenciacdo celular (Simcha et al., 1998).

Assim, conhecem-se os fatores principais que levam a manutencédo do
estado indiferenciado das CTE, porém, o que faz o ajuste fino necessario para a
manutencdo do estado indiferenciado ou leva a diferenciacdo celular ainda néo
estd bem estabelecido. A compreensédo dos fatores que levam ao ajuste fino das
vias de sinalizacdo em CTE podera contribuir para a aplicacdo dessas células na

terapia celular.
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Regulacao Génica e sua importancia em CTE

Conforme discutido acima a ativacdo e inativacdo de diversos fatores de
transcricdo sao essenciais para a auto-renovacdo ou diferenciacdo da CTE. A
compreensao dos mecanismos da regulacdo da expressao génica das CTE
podera nos auxiliar a entender como as CTE se mantém indiferenciadas ou se
diferenciam em tipos celulares especificos. Existem diversos mecanismos de
controle da expressao génica, pode-se classificar o controle da expressédo génica
em temporal ou espacial por exemplo. Temporal, quando um gene é expresso em
determinado periodo do ciclo celular, e espacial, quando a expressdo de
determinado gene é diferencial dependendo do tipo celular em questdo. A
expressdo génica pode ainda ser classificada em genes constitutivos
(housekeeping), ou seja, que séo transcritos de forma aproximadamente constante
em todos os tipos celulares, ou genes regulados, a nivel transcricional ou
traducional (Lenhinger, 2013).

Do ponto de vista de controle da expresséao genética a nivel transcricional
em eucariotos, podemos destacar dois mecanismos centrais. O primeiro trata-se
do fato de que o inicio da transcricdo e sua elongagdo € um ponto extremamente
critico de controle, jA que genes eucariotos possuem diversas regides regulatérias
a montante do inicio da transcricdo. Estas regifes sdo passiveis de ligacdo de
fatores de transcricdo, que geram conformacgdes especificas no DNA podendo

favorecer a acao da RNA polimerase Il, aumentando assim a transcricdo de
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genes, ou dificultando a mesma, e assim diminuindo a quantidade de RNA
mensageiros. J& o0 segundo mecanismo compreende-se como modificacdes
epigenéticas das histonas componentes do nucleossomo, o qual acarreta o
remodelamento de cromatina e alterndncia de formas de heterocromatina, e
eucromatina, forma da cromatina em que ocorre uma intensa expressao génica
(Lodish, 2013, Benjamin et al., 2012).

Em CTE, o estado de pluripoténcia € mantido principalmente por um trio
de fatores de transcricdo ja descrito anteriormente, Oct 4, Sox2 e Nanog. Para se
entender a importancia desses fatores de transcricdo para a manutencédo da
pluripotencia e destino das CTE, através de experimentos de imunoprecipitacao
da cromatina com posterior sequenciamento genético, demostrou-se que estes
trés fatores atuam de forma conjunta em regides alvo do genoma, ativando genes-
chaves neste processo de auto-renovacdo e reprimindo genes especificos de
linhagens celulares diferenciadas (Yeo, et al., 2013). Além disto, com 0 uso em
larga escala da técnica de RNA de interferéncia para knockdown de diversos
genes e posterior perda de pluripoténcia em CTE, descobriram-se outros fatores
de transcricdo importantes para a manutencdo de pluripotencia, tais como os
Esrrb, Tbx3 e Tcll (lvanova, et al., 2006), os reguladores de cromatina Tip60-p400
(Fazzio, et al., 2008), e a proteina adaptadora TIF1p (Hu, et al., 2009).

Segundo Seki e colaboradores (2010), a proteina TIF1p, Transcriptional
intermediary factor 14, também conhecida como KRAB-associated protein 1

(KAP1) ou Tripartite motif protein 28 (TRIM28), é uma importante proteina
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adaptadora que recruta proteinas remodeladoras de cromatina como a proteina
repressora  Heterochromatin protein 1 (HP1) capaz de acetilar histonas e
promover a formacdo de heterocromatina facultativa e assim o silenciamento
génico (Cammas, 2002). Porém, neste trabalho de Seki (2010) em CTE, foi
observado que a TIF1p quando fosforilada, ativa a transcricdo por ligacdo a
proteina Oct 4. Diferentemente desse cerne dos fatores de transcricdo Oct 4,
Nanog e Sox2, ha um outro cerne paralelo e independente regido pelos fatores de
transcricdo da familia de Myc, discutida acima, que também contribuem para a
proliferacéo e auto-renovacgéo das CTE (Hu, et al., 2009).

A familia de fatores de transcricdo Myc é composta pelas proteinas c-Myc
n-Myc, Rexl, Zfx e E2F1, que sdo bem estudadass pelo seu envolvimento com a
auto renovacdo e metabolismo celular (Chen, et al., 2008, Kim, et al., 2008,
Kidder, et al., 2008). Em CTE murina, aproximadamente 30% de todos seus genes
ativados sao controlados por c-Myc, sendo assim um fator de transcricdo de vital
importancia (Kidder, et al., 2008). Diferentemente do cerne central composto por
Oct 4, Sox2 e Nanog, os quais tem a capacidade de recrutar a RNA polimerase |l
e iniciar a transcricAo de genes alvo, c-Myc atua a outro nivel de maneira
independente, ja que este controla o alongamento da transcricdo por meio de uma
pausa da RNA polimerase Il através da CDK (quinase dependente de ciclina) e p-
TEFb (Rahl, et al.,, 2010), o qual estd intimamente relacionado a proliferacéo

celular (Kanazawa, S, et al., 2003).
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Assim, possivelmente o cerne central composto por Oct 4, Sox2 e Nanog,
recruta a expressao de genes ligados a indiferenciacdo em CTE, enquanto que c-
Myc atuaria no controle destes genes (Young, 2011). Segundo Nie e
colaboradores (2012) , c-Myc atua como um amplificador de sinal da expresséo
de fatores de indiferenciagdo em CTE.

O controle da atividade dos fatores de transcricdo se da por diversos
mecanismos dentre eles: a translocacao para o nucleo, dimerizacao e ativacédo de
alguns fatores de transcricdo, e por modificacdes pos-traducionais como
fosforilacdo. Assim, existem diversos exemplos classicos na literarura que
descrevem a atividade dos fatores de transcricio modulada por diferentes
fosforilac6es em sitios especificos. Como por exemplo, a fosforilacdo da Serina 62
em c-Myc estimula a ativacao desse fator, ja a fosforilacdo de Oct 4 na Serina 365

diminui a afinidade pelos sitios especificos no DNA (Hunter, T, Karin, M., 1992).

A fosforilagao e o controle da expressao génica

A fosforilacdo é a principal modificacdo pds-traducional de proteinas a
qgual é apontada como responsavel por conectar e interagir distintas proteinas de
diversas redes de sinalizacdo celular (Hunter, T, 1995). Também, possui
fundamental importancia para regular a atividade e fungéo de algumas proteinas,
localizagdo sub-celular e interagBes fisicas proteina-proteina. Em células de

mamiferos, entende-se por fosforilagdo a transferéncia do grupo fosforila
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localizado na posicdo gama do ATP para residuos de serina, treonina ou tirosina
presente em substratos proteicos (Prabakaran S. et al., 2012, Lenhinger, 2013).

A importancia da fosforilacdo de proteinas € evidenciada pelo fato que
aproximadamente 540 genes em humanos codificam proteinas quinases,
equivalendo a cerca de 2% do total do genoma humano (Ubersax, Ferrell, 2007).
Ainda, segundo estimativas de protebmica em larga escala, aproximadamente
700.000 residuos de proteinas sdo potencialmente fosforilados em todas as
proteinas do genoma humano, porém somente uma pequena parte foi validada
(Ubersax, Ferrell, 2007).

Em CTE, algumas proteinas quinases sao essenciais para a manutencao
do estado de auto-renovacdo. Como ocorre com a quinase Src, uma importante
tirosina quinase capaz de regular o citoesqueleto durante a diferenciacéo celular.
Inibidores dessa quinase foram capazes de induzir a diferenciagdo das CTE
(Kristensen et al., 2005), porém os substratos especificos ndo foram ainda
caracterizados. Ou ainda, a inibicdo da ERK conforme citado acima contribui para
a manutencao da auto-renovacao em CTE (Zhang, et al., 2002)

Nasrabadi e colaboradores (2010) mostraram gque ocorria um aumento na
fosforilacdo de diversos fatores de transcricao, particularmente envolvidos com c-
Myc e p53, em experimentos de diferenciagdo de células tronco de macaco.
Outros trabalhos mostram essa importancia, porém nenhum com célula tronco

murina (Van Hoof et al., 2009, Brill et al., 2009).
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Assim, segundo Whitmarsh e Davis (2000), as mudancas na fosforilacéo de
proteinas representam um mecanismo o0 qual € frequentemente utilizado pelas
células para regular a atividade de um fator de transcricdo. Em resposta a
estimulos do ambiente extracelular, as vias de transducédo levam a modificacdes
pés-traducionais, principalmente de fosforilacdes, de fatores de transcricdo e
proteinas modificadoras de cromatina. Estas modificacbes atuam de forma
positiva ou negativa na atividade desta proteina em questdo, resultando por
consequéncia em alteragOes da expressao génica. Ainda, a fosforilacao de fatores
de transcricdo podem regular diretamente aspectos envolvidos com a sua fungéo,
tais como a localizagéo celular, a estabilidade da proteina, a afinidade entre esta e
o DNA e por fim a interacdo proteina-proteina e assim a interacdo com outros
fatores de transcricdo, controlando a transcricdo génica. Por exemplo, o aumento
da fosforilacdo da Serina 373 de c-Myc, pela super-expresséo de PKC(, ocasiona
uma diminuicdo da proliferacédo e invasao de tumor em canceres de préstata (Kim,
JY, et al.,, 2013). E segundo o trabalho de Seki e colaboradores (2010) a
fosforilagdo da Serina 824 de TIF1p (proteina adaptadora que recruta proteinas
remodeladoras de cromatina discutida acima), como fica demonstrado é
extremamente importante na manutencdo da auto-renovacdo em CTE, esta
fosforilacdo ocasiona um aumento de interacdo desta com Oct 4, ativando assim
genes relacionados a pluripoténcia, favorecendo assim a auto-renovacgao.
Também, a fosforilacdo da Serina 473 de TIF1p por PKC? regula a ligacdo com a

heterochromatin protein 1 e influencia o controle da expressdo génica (Chang, et
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al., 2008). Assim, conhecem-se algumas proteinas quinases que fosforilam fatores
importantes para a manutencdo do estado indiferenciado. As proteina quinases C
(PKC) parecem contribuir para esta regulacdo, fosforilando alguns fatores de
transcricdo (Okamoto, et al., 1990), proteinas adaptadoras (Schullery, et al., 1999)
e mesmo histonas (Metzger, et al., 2010). fazendo o ajuste fino que mantém as

CTE indiferenciadas ou as leva a diferenciagao.

As proteina quinases C

As proteina quinases C (PKC) constituem uma familia de quinases capazes
de fosforilar residuos de serina e treonina. Esta familia é composta por dez
isoenzimas (Nishizuka, 1988), subdivididas em trés subfamilias de acordo com os
requisitos de ativacado das mesmas:

1. PKCs classicas (cPKC) incluem as PKCa, PKCpI, PKCBII e PKCy,
gue sdo ativadas por calcio, éster de forbol [ou seu analogo o
diacilglicerol (DAG)] e fostatidilserina.

2. PKCs novas ou noéveis (nPKC) incluem as PKC®, PKCg, PKCnh e
PKCB8, ativadas por éster de forbol e fostatidilserina.

3. PKC atipicas (aPKC) as PKC{, e PKCI/A, as quais sdao
independentes de calcio e insensiveis ao éster de forbol / DAG

(Newton, 2010) sendo ativadas por outros tipos de lipidios como
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ceramida. Na figura 1, ha a representacdo esquemaética das familias

da PKC.

Conventional (cPKC)
(o, BI, PIL, )

Novel (nPKC)
©, €, 0,1)

Atypical (aPKC)
(&, VA)

Figura 1: Classificagdo das trés subfamilias das PKCs, com os Dominios e Requisitos para Ativacao das
Mesmas. PS- Regido de Pseudo-Substrato, regido das PKCs que esta ligada ao sititio catalitico no diminio C4,
quando a PKC esta initivada. DAG- Diacilglicerol. PMA- Ester de forbol. P- FosforilacBes necessérias para
Maturagdo e Ativacdo das PKCs. Entre as regides Cataliticas, ha RegiGes Variaveis, denominadas V1, V2, V3,
V4 e V5, ndo representada no esquema. Adaptado de Nishizuka (1988) e Berridge (2012).

Cada isoenzima desempenha uma funcdo Unica e exclusiva, fosforilando
um grupo especifico de substratos, os quais determinardo efeitos fisiol6gicos
distintos. Chen e colaboradores (2001) demonstraram que a ativagdo da PKCe
protege os cardiomiocitos da morte celular decorrente da isquemia, entretanto, a
ativagdo da PKC® aumenta a porcentagem de células mortas por isquemia.

A ativacdo da PKC geralmente € acompanhada pela translocacédo da
enzima do citosol para as membranas das células (Keranen et al., 1995), e sua

ativacdo envolve também a auto-fosforilagdo da enzima em sitios especificos
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(Schechtman et al., 2004) e mudancas conformacionais as quais levam a
exposicdo de regides necessarias para a interacdo com substratos, proteinas
adaptadoras e para a ancoragem da enzima a fracdo membranar da célula
(Mochly-Rosen & Gordon, 1998).

Ainda ndo se conhecem o0s mecanismos moleculares que coordenam a
translocacdo das PKCs, nem tado pouco a especificidade de cada isoenzima. A
localizacdo sub-celular das diferentes PKCs € regida pela ligacdo especifica com
seus “Receptores da Proteina Kinase C Ativada” — RACKs — (Mochly-Rosen et al.,
1991, Schechtman & Mochly-Rosen, 2001). Cada isoenzima liga uma RACK em
particular e as RACKs ligam apenas as PKCs ativas. As RACKs sdo proteinas
adaptadoras, as quais facilitam a interacao de diversas proteinas participantes de
processos de transducdo de sinal. Assim, demonstrou-se que a RACK para a
PKCBIl (RACK1) pode se ligar, concomitantemente, a PKCBIl e a dinamina-1, um
substrato da PKCpII, aumentando a fosforilagdo deste substrato por esta PKC
(Rodriguez et al., 1999).

Modulando-se seletivamente a interagdo entre diferentes isoenzimas das
PKCs e suas respectivas RACKSs, é possivel a confeccéo de peptideos inibidores
e ativadores especificos para as diferentes isoenzimas da PKC. Estes peptideos
sdo compostos de seis a dez aminoacidos que modulam, especificamente e
pontualmente, a translocacdo e funcdo de uma Unica isoenzima da PKC

(Schechtman & Mochly-Rosen, 2002).

33



Tal como ocorre com outras proteinas quinases, as PKCs possuem uma
regido regulatéria e uma regido catalitica. A regido catalitica da enzima, localizada
na metade C-terminal da proteina, possui os Dominios Cataliticos C3 e C4, sendo
que C3 contém o dominio de ligagdo de ATP e C4 é o de ligacdo ao seu
substrato.J4 na outra metade das PKCs, compreendida no N-terminal ha os
Dominios Regulatérios, denominados de C1 e C2, e a presenca/ auséncia destes
discrimina as diferentes familias das PKCs. O dominio C1 presente nas PKCs
classicas e noveis consiste num dominio duplo in tandem o qual é sensivel a éster
de forbol [ou seu analogo o diacilglicerol (DAG)] e fostatidilserina, jA o dominio C2
também ocorre nas PKCs classicas e ndveis e consiste num dominio especifico de
ligacdo ao ion calcio, e também esta presente em outras proteinas, apesar de sua
presenca nas PKCs néveis, esse dominio é insensivel ao célcio. Diferentemente
destas PKCs, as chamadas atipicas ndo possuem esses dois dominios C1 e C2,
apenas um pequeno C1 modificado que é insensivel ao ester de forbol e a
fosfatidilserina. Entre as regides cataliticas das PKCs, ha regides Variaveis, (V),
que contendo as maiores diferencas e especifidades das diferentes isoenzimas V
(Mochly-Rosen, 2012), conforme demonstrado no esquema representado na figura
1.

A alta conservacdo do dominio catalitico entre as isoenzimas das PKCs
dificulta o desenvolvimento de inibidores especificos para cada isoenzima (Costa-
Junior H.M. et al., 2009). Entretanto, a estratégia encontrada para o

desenvolvimento de moduladores especificos das diferentes isoenzimas tem como
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o principal racional as diferencas nas sequéncias peptidicas variaveis entre as
isoenzimas, as quais irdo ser responsaveis pela interacdo com as proteinas
ancoradoras RACKs e com os diferentes substratos especificos. Assim, como
exemplo, o peptideo inibidor da PKCBI, PIV5-3 foi desenvolvido a partir da
determinacao experimental que dois dominios das PKCs se ligam a RACK (C2/ V1
e Vb), , a utilizacdo deste peptideo bloqueia o ancoramento da PKCBI a sua RACK
e sua consequente atividade (Stebbins & Mochly-Rosen, 2001).

As PKCs parecem ter um papel importante na tumorigenese tanto na
regulacdo de fatores de transcricdo quanto de modificacbes de histonas. Ha
diversos trabalhos na literatura demostrando a relacédo direta entre a PKC e o
controle de expressdo génica (Ventura, C., Maiolo, M., 2001, Rossé, C., et al.,
2014). Dentre estes, Chu e colaboradores (2013) demonstraram que a expressao
e atividade de Nanog é regulada negativamente por PKC, principalmente pela
PKCa, em linhagens de tumores humanos. Também, Metzger e colaboradores
(2010) demostram que a PKCpI fosforila a treonina 6 da histona H3 (H3T6)
controlando a dimetilagdo da lisina 4 da histona H3 (H3K4). Esta assinatura em
histona leva a altera¢cées nos nucleossomos, com o relaxamento destes, o qual por
sua vez acarreta o0 aumento da expressao génica pela formacdo de eucromatina.
Neste trabalho, demonstrou-se que o0 aumento nos niveis de PKCpAl e por
consequéncia a fosforilagdo de H3T6 possui uma alta correlacdo positiva com
carcinoma de prostata. Também foi observado que a inibicdo dessa quinase por

RNA de interferéncia é capaz de bloquear a proliferacdo de células tumorais e a
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progressdo desse cancer. Ainda, detecta-se a fosforilagdo de proteinas
adaptadores como Trim28 pela PKC& conforme citado acima (Chang, et al., 2008).
Entretando apesar de se saber que essas quinases tem um papel chave nas CTE

conhece-se pouco a respeito das mesmas nessas células.

Proteinas Quinases C em CTE

Com relagdo ao papel das PKCs nas CTE Quinlan e colaboradores (2003),
demonstraram a importancia da fosfolipase C e das PKCs na proliferacdo de CTE
murinas. Através dos ativadores globais da PKC e um analogo do DAG 1,2
dioctanoyl-sn-glycerol (DOG), assim como éster de forbol 12-tetra-decanoyl forbol
13-acetato (TPA), foram capazes de induzir a proliferacdo das CTEs. No entanto,
o inibidor global das PKCs, bisindolylmaleimide (Bis Il) diminuiu significativamente
0 numero total das CTEs, sendo assim, € notdrio que as PKCs estejam envolvidas
no processo de proliferacdo das CTEs. Apesar disto, sabe-se pouco sobre o
envolvimento das diferentes isoformas da PKC nas diversas vias de sinalizacao
que levam a manutencdo das CTEs no seu estado indiferenciado. Segundo o
trabalho rescente de Kinehara e colaboradores (2013), as PKCs desempenham
um papel fundamental no “ajuste fino” da pluripoténcia e auto-renovacédo de CTE
humanas, porém o papel especifico de cada isoenzima € pouco abordado. Dutta e
colaboradores (2011) demonstraram que a PKC({ atua no balanco de auto-

renovacdo e inicio do comprometimento de linhagens diferenciadas. Nesse
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contexto, torna-se necessério a elucidacdo da funcdo pontual de cada isoenzima
das PKCs em CTE néao diferenciadas.

Resultados do nosso laboratorio mostram que em duas linhagens distintas
de CTE murina (USP2 e E14TG2A) indiferenciadas expressam as isoenzimas
PKCa, PKCBI, PKCBII, PKCd, PKCe e a PKC{/A. Demonstramos que ativacéo da
PKCd induz a ativacao transiente da ERK e consequentemente um aumento da
proliferacdo celular das CTE. Porém demonstramos também que no contexto das
CTE, em condigbes que as mantém indiferenciadas, as PKCs n&o sé&o
dispensaveis para a proliferagdo apenas funcionam como moduladoras desse
processo (Garavello, et al, 2013).

Dentre as PKCs expressas em CTE, a PKCBI é expressa primordialmente
no nucleo de CTE indiferenciadas (Costa-Junior, et al., 2010). E apés a
diferenciacdo celular esta isoenzima nao é expressa, ou aparece principalmente
no citoplasma. (Costa-Junior, et al., 2010).

Trabalhos anteriores do nosso grupo sugerem que a PKCBI esta envolvida
na regulacdo da transcricdo de genes importantes para a proliferacdo/ auto-
renovacado das CTE Porém os mecanismos pelos quais esta quinase regula estes
processos ainda néo estao claros. Sendo assim, a identificacdo de substratos da
PKCBI no nucleo de CTEs pode auxiliar na elucidagao das vias que levam a auto-
renovacdo dessas ceélulas, que envolvem diversos processos de transcricdo e

regulacéo epigenética.

37



OBJETIVOS

Perante os dados do nosso laboratorio que indicam um papel importante para a
PKCPBI em CTE indiferenciadas, na presente tese, temos como objetivo principal a
identificacdo de substratos nucleares especificos da PKCBlI em CTE murinas
indiferenciadas, utilizando um peptideo modulador dessa quinase, e a

caracterizacdo destes no processo de manutencao da auto-renovacao de CTEs

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. lIdentificar substratos diretos e indiretos da PKCBlI no nicleo de CTE

indiferenciada.

2. ldentificar e caracterizar as vias de sinalizagdo moduladas pela PKCpI.

3. Identificar as proteinas cuja expressao € modulada pela PKC}I.
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MATERIAL & METODOS

Cultura de células

Utilizamos nesta tese a linhagem de CTE murina, E14TG2A, esta
linhagem foi adaptada para se manter indiferenciada na auséncia de co-cultura
com fibroblastos embrionarios murinos inativados (células feeder). A cultura e
manutencdo das células E14TG2A no estado indiferenciado foi feita em meio
Glasgow Modificado por Eagle (GMEM, Sigma-Aldrich), suplementado com LIF
(10% U/mL, ESGRO-LIF, Life Technologies), soro fetal bovino (15% v/v, SFB, Hy-
clone, Logan), B-mercaptoetanol (0.1 mM), aminoacidos ndo essenciais (1% vl/v,
Life Technologies), L-glutamina (2 mM, Life Technologies), penicilina (50 U/mL,
cat.15140 Life Technologies) e estreptomicina (50 pg/mL, cat.15140 Life
Technologies) (Morrison G.M. & Brickman J.M., 2006). As garrafas de cultura
utilizadas para o cultivo das CTE foram previamente gelatinizadas com gelatina de
porco (0.2% m/v, cat.S2500, Sigma-Aldrich). Nessas condi¢cdes de cultivo os
marcadores de indiferenciacdo como Oct4, Nanog, SSEA eram expressos em
aproximadamente 80% das células (Costa-JUnior H.M. et al., 2010).

O sub-cultivo da CTE foi feito a cada dois dias, ou quando as ceélulas

atingissem 80 - 90% de confluéncia.
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BIV5-3, o peptideo Inibidor da PKCBI

O peptideo inibidor da PKCPBI denominado pIV5-3, formado pela
sequéncia, Lys-Leu-Phe-lle-Met-Asn (Stebbiens E.G. & Mochely-Risen D., 2001),
foi doado pela empresa KAl Pharmaceuticals ® (Califérnia, EUA). O peptideo
inibidor BIV5-3 esta acoplado, através de uma ponte dissulfeto (Chen L. et al.,
2001), ao peptideo carreador Tats7.57 com os aminoacidos (Tyr-Gly-Arg-Lys-Lys-
Arg-Arg-GIn-Arg-Arg), provenientes da proteina Transactivator of transcription do
HIV (aminoacidos 47 a 57) este peptideo possui a propriedade de ser permeavel a
membrama plasmatica (Deshayes S. et al., 2005),, e por isso o utilizamos como
carreador do nosso peptideo inibidor, e como controle, utilizamos somente o
Tat47.57 sem nenhum peptideo ligado, apenas como carreador vazio.

Utilizamos estes dois peptideos na concentragdo de 50 nM por 15
minutos, uma ou trés horas, dependendo do experimento em questdao, sempre em
condi¢cbes de cultura celular que mantivessem as CTE indiferenciadas conforme

descrito acima.

Preparacao de extratos proteicos para eletroforese bidimensional

Para identificarmos os substratos diretos e indiretos da PKCB1 em nucleos

de CTE indiferenciada E14TG2A, foi realizado estudos de fosfoprotedmica. As
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células foram tratadas com 50 nM do peptideo BIV5-3 ou com o peptideo
carreador controle Tats7.s7, por 15 minutos a 37°C em condicdes de cultivo celular.

Apos o tratamento das CTE, estas foram lavadas duas vezes com tampao
fosfato (PBS) a 4°C, coletadas e lisadas com auxilio de um rubber policeman,
transferidas para tubos do tipo epperdorf, incubadas por 30 minutos na Solucédo 1
(10 mM HEPES, 10 mM KCI, 0,1 mM EDTA, 0,1 mM EGTA, inibidores de
proteases (1:300, # P8340 Sigma-Aldrich) e de fosfatases (1:100, Phosphostop
Inhibitor cocktail tablets, # no04906845001, Roche). Apds esse periodo,
adicionamos 10% v/v do detergente NP-40 para uma concentracdo final de 3%
v/v. As células foram posteriormente homogeneizadas com auxilio de um vortex
durante 1 minuto e centrifugadas por 20000 g por 1 minuto. O sobrenadante
contendo a fracdo soluvel (citoplasmatica) foi coletado e mantido no ultra freezer -
80°C para uso futuro. Para o enriqguecimento da fracdo nuclear, o precipitado da
centrifugacéo anterior foi solubilizado com a Solu¢édo 2 (20 mM HEPES, 420 mM
NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, inibidores de proteases (1:300, # P8340 Sigma-
Aldrich) e de fosfatases (1:100, Phosphostop Inhibitor cocktail tablets, #
no04906845001, Roche), o homogeneizado foi mantido a 4°C por 30 minutos e
centrifugado a 20000 g por 10 minutos. O sobrenadante contendo a Fragéo
Nuclear foi transferido para um novo tudo. As proteinas foram precipitadas pela
adicdo de 10% de p/v de TCA em acetona e mantidas por 3 horas a -20°C, As
amostras foram subsequentemente centrifugadas a 16000 g por 20 minutos. O

precipitado proteico foi lavado 3 vezes com acetona gelada, seguido por

41



centrifugacbes de 16000 g por 20 minutos novamente. Apos a ultima lavagem, o
tubo foi mantido em dissecador com silica de secagem para a volatizagdo
completa da acetona por pelo menos 16 horas. Enfim, o precipitagdo foi
solubilizado com tampé&o compativel com a eletroforese bidimensional, designado
de Solucédo de Rehidratacdo DeStreak [ 7 M Uréia, 2 M Tiouréia, 50 mM DTT,
0,4% v/v Triton X-100, 2% p/v CHAPS e 1% de tampédo de anfélitos 3-10 (GE
Healthcare) e 0,025% p/v Bromofenol Blue].

Os lisados das fragcbes citoplasmatica e nuclear foram entdo sonicados
(Branson Sonifier 250, CO, EUA), em banho de gelo a 40 Htz, por cinco minutos.
A concentracdo proteica foi determinada pelo método colorimétrico de Bradford
(BioRad) e confirmada por andlise em gel de eletroforese SDS-PAGE corado com
Coomassie Coloidal G250 (Costa-Junior H.M. et al., 2010). As amostras foram
aliquotadas e congeladas a -80°C.

Para estudos com lisado total, assim como anteriormente descrito, apds o
tratamento das CTE, estas foram lavadas duas vezes com tampao PBS, coletadas
e lisadas com auxilio de um rubber policeman, transferidas para tubos do tipo
epperdorf, através da Solucdo de Rehidratacdo DeStreak [ 7 M Uréia, 2 M
Tiouréia, 50 mM DTT, 0,4% v/v Triton X-100, 2% p/v CHAPS e 1% de tampéao de
anfolitos 3-10 (GE Healthcare), 0,025% p/v Bromofenol Blue, inibidores de
proteases (1:300, # P8340 Sigma-Aldrich) e de fosfatases (1:100, Phosphostop

Inhibitor cocktail tablets, # no04906845001 ]. Tabém foram sonicadas,
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quantificadas, alicotadas e conservadas como anteriormente descrito. Quatro

experimentos independentes com cada tratamento foram realizados.

Eletroforese Bidimensional

Os extratos proteicos nucleares oriundos de lisados de células tratadas
por 15 minutos com peptideo controle Tats7.57 ou BIV5-3 foram preparados, como
descrito acima, na concentracdo de 1000 ug em 250 uL, foram entdo carregados
por rehidratacdo passiva ou ativa pelo acessorio cup loading (GE Healthcare) em
fitas IPG strips de 13 cm de comprimento com um intervalo de pH 3-10 (Ge
Healthcare), durante 18 horas a temperatura ambiente. Para a validagdo e
caracterizagcdo de substatros diretos ou indiretos da PKCpBI utilizamos a
eletroforese bidimensional seguida do imunoblotting, com fitas de 7 cm com o
mesmo intervalo de pH ou com intervalo de 4-7, escolhnemos caso a caso a
condicdo que apresentava a melhor resolucéo de spots.

A focalizacdo isoelétrica foi realizada com o sistema IPGphor 3 (GE
Healthcare), variando-se a voltagem da seguinte forma: 100V por 1 hora,

e 200V por 8 horas,

400V por 1 hora,

700V por 1 hora,

1000V por 1 hora,

1000 a 5000V em gradiente por 2 horas,
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e 5000V por 1 hora,

e 5000V a 8000V em gradiente por 1 hora,

e 8000V até que a voltagem total acumulada fosse 60.000V/h (50mA
a 20°C).

Posteriormente, as fitas foram lavadas com agua Milli-Q e mantidas
congeladas a -80°C. Para a realizacdo da segunda dimensao da eletroforese, foi
preparado géis de poliacrilamida 12,5% pelo método de Laemmli em cubas de
eletroforese do modelo RUBY (GE Healthcare). Entdo, as fitas foram reduzidas e
alquiladas, durante 20 minutos a temperatura ambiente, com solugdo de equilibrio
[urea (6 M), Tris-HCI (75 mM, pH 8.8), glicerol (30% v/v), SDS (2% m/v), azul de
bromofenol (0.002% p/v)] contendo DTT (2% p/v) ou iodocetamida (4% p/v),
respectivamente. Em seguida, as fitas foram transferidas para a segunda
dimenséo de separacao, que consistiu na separacéo por peso molecular por SDS-
PAGE por 15mA por 15 minutos e 25mA até o final da corrida, refrigerado com um

cooler a 8°C.

Coloracgao dos géis bidimensionais

A deteccdo de proteinas fosforiladas nos géis bidimensionais foi feita
utilizando-se um corante fosfo-especifico, Pro-Q Diamond (Life Technologies).
Para esta coloracao, os geéis bidimensionais foram fixados com solu¢cdo contendo

metanol (50% v/v) e acido aceético (10% v/v), por 16 horas a temperatura
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ambiente. Os géis foram, entdo, lavados trés vezes com H,O Milli-Q por 30
minutos e corados com o reagente Pro-Q Diamond por 180 minutos. A solucdo
descorante contendo acetato de sodio (50 mM, pH 4) e acetonitrila (20% v/v) foi
adicionada aos géis, durante trés ciclos de lavagens de 30 minutos, cada, seguido
de uma lavagem rapida de H,O Milli-Q. Os géis foram digitalizados no aparelho
Typhoon 9400 (GE Healthcare) com excitagdo/emissao de 555/580 nm.

Ap6s a coloracdo com Pro-Q Diamond, os géis foram corados com,
Coomassie Coloidal G-250 para a deteccao de proteinas totais. Para tanto, os géis
foram incubados com uma solugdo contendo Coomassie Coloidal G-250 (0,1%
p/v), &cido orto-fosférico (2% p/v) e sulfato de amonio (10% p/v), por 12 horas. Em
seguida, os géis foram descorados com vérias lavagens com agua Milli-Q. Os géis
foram digitalizados com o auxilio do ImageScanner 3 (GE Healthcare) e

analisados.

Analise dos géis 2D-PAGE

As imagens adquiridas foram analisadas utilizando o programa
ImageMaster 2-D Platinum 7.0 (GE Healthcare), A deteccdo dos spots e a
determinacdo de seu volume foram realizado de modo automatico, as correcdes
como a adicdo e remocao dos spots e a realizacdo de matching entre os géis
foram feitos manualmente, conforme especificagbes do fabricante do programa.

Para determinar diferencas na expressao proteica e no grau de fosforilacao, foram
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consideradas as alteracbes de volume normalizado dos spots com 5% de
significancia no teste estatistico de ANOVA (analysis of variance), além destes,
determinamos também os spots exclusivos de cada tratamento ou com alteracéo
de volume maior que 50% entre os tratamentos. Estes spots foram retirados do
gel, digeridos e sequenciados por espectrometria de massas.

Ao invés de se utilizar o valor de volume bruto para essa analise estatistica,
optamos conforme recomendacédo do fabricante, usar o volume em porcentagem,
também chamado de normalizado, o qual implica na normalizacdo do volume do
spot, calculando-se a porcentagem de volume, em relacdo ao volume total de
todos os spots no gel. Assim, minimizam-se possiveis variagcdes decorrentes da
quantidade de proteina aplicada e do procedimento de coloracédo (GE Healthcare,
2007). O programa de analise também estimou os pontos isoelétricos e as massas
moleculares de cada spot identificado, levando em consideracdo o padrdo de
migracao horizontal na focalizacao isoelétrica no gradiente linear de pH 3 a 10 em
13 cm, e padrbes de massa molecular (Broad Range - Molecular Weight Marker,
Bio-Rad) estimamos uma correlacdo com a migracao vertical em centimetros.

Para a avaliagcdo do nivel de fosforilagcdo, utilizamos as imagens de Pro-Q
Diamond (Life Technologies), e no caso de estudos de expresséo, utilizamos as
imagens coradas com Coomassie G-250. Para ambos os casos, procedemos da
mesma forma com relacdo a analise da imagem e de parametros de selecdo dos

spots de interesse, conforme descrito anteriormente.
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Digestao dos spots

Apés a andlise dos géis, as regides de interesse (com diferencas de

volumes conforme descrito anteriormente) contendo a proteina (spots)

diferencialmente fosforilada ou expressa foram retiradas, com o auxilio de uma

ponteira de 1.000 pL com a ponta adaptada no diametro do spot em questao, e

com o auxilio de um bisturi, os spots foram cortados em segmentos de

aproximadamente 1 mm?, colocadas em tubos eppendorf e armazenados & 4°C.

Os spots retirados foram tratados e digeridos de acordo com Andrade e

colaboradores, (2007), conforme descrito:

Remocado do corante: Os segmentos de gel contendo as proteinas foram
lavados em agua Milli-Q, descorados por seis vezes na solucdo contendo
50% v/v de acetonitrila (ACN) e 25 mM de bicarbonato de aménio (AMBIC),
posteriormente foram desidratados duas vezes em 100% ACN durante 10
minutos. A acetonitrila foi removida e o residuo remanescente do gel foi
evaporado a temperatura ambiente.

Reducédo e alquilacdo: Os fragmentos de gel contendo as proteinas foram
reidratados e reduzidos em DTT (20 mM DTT / 50 mM AMBIC) a 56°C
durante 40 minutos e posteriormente alquilados com iodoacetamida (55 mM
IAA / 50 mM AMBIC) no escuro por 30 minutos. A iodoacetamida foi
removida e os fragmentos foram lavados em 25 mM AMBIC e

posteriormente desidratados em 100% acetonitrila. A acetonitrila foi
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descartada e o residuo remanescente no gel evaporado a temperatura
ambiente.

Digestdo das proteinas: Os fragmentos de gel contendo as proteinas de
interesse foram reidratados e digeridos com 30 pL de solugéo contendo 100
ng de tripsina (Trypsin Gold Mass Spectrometry Grade, Promega) em 25
mM de bicarbonato de aménio e mantidas a 37°C por 12 horas. A acéo da
tripsina foi interrompida pela adicdo de 20 pL de solucéo bloqueadora (50%
v/v ACN e 5% v/v acido férmico).

Extracdo dos peptideos: Os peptideos foram eluidos da acrilamida com
duas lavagens de 20 minutos com a solucdo de 60% v/v metanol e 1% v/v
acido formico, e duas vezes com a solucao 50% v/v acetonitrila e 1% v/v
acido férmico, todas as lavagens foram realizadas a 45°C sob sonicacdo
com 40 KHz de frequéncia fixa e poténcia de 30 W. Secou-se a solucao
contendo os peptideos extraidos do gel foi submetida a secagem em um
concentrador & temperatura ambiente, por 2-3 horas. Os peptideos foram
ressuspensos em 0,1% (v/v) acido férmico e purificados através de resina
de C18 (ZipTip - MilliPore), conforme especificacdes do fabricante. O eluato
de peptideos purificados foi transferido para um novo tubo para analise por

espectrometria de massas.
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Sequenciamento por Espectrometria de Massas

Os peptideos foram sequenciados em um espectrometro de massas Q-
TOF-Ultima API (ESI-MS/MS quadrupole/aceleracdo orthogonal time-of-flight,
Waters) acoplado a um sistema on-line de HPLC capilar, CaplC (Waters). A
separacdo dos peptideos foi realizada usando-se uma pré-coluna C18 (Sentry
Guard Column C18, Waters) seguida por uma coluna de fase reversa C18
(Symmetry C18 5 um 0,32 x 150 mm, Waters). Os peptideos foram eluidos através
da variacdo do gradiente do tampéao A (95% v/v H,O, 5% v/iv ACN e 0,1% viv
acido férmico) e do tampado B (95% v/iv ACN, 5% v/iv H,O e 0,1% v/v &cido
férmico). Durante a corrida, o fluxo utilizado foi de 5 uL.min™ nos primeiros 15 min,
2 pL.min™ entre 15 e 40 min e novamente 5 pL.min™ entre 40 min e 45 min. A
variacdo de gradiente do tampéao B foi de 10% (v/v) a 15% (v/v) em 5 min, de 15%
(v/v) a 35% (v/iv) em 20 min, de 35% (v/v) a 45% (v/v) em 5min, de 45% (v/v) a
80% (v/v) em 5min, mantido por 5 min em 80% (v/v) e os ultimos 5 minutos em
10% (v/v).

A ionizacao das moléculas por electrospray foi realizada com uma voltagem
fixa de 3.000 V, temperatura de 90°C sob 5 psi de nitrogénio. Os espectros foram
adquiridos em modo positivo de MS/MS automaticamente com um limiar de 25
counts, dentro de uma amplitude de 300 a 2000 m/z. As aquisicoes foram

realizadas simultaneamente com o peptideo padrdo GFP através do sistema
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Nanolock Spray (Waters), para corrigir as variagdes de massa que ocorrem ao
longo do tempo.

Os espectros de massas das amostras dos diferentes tratamentos foram
processados atraves do programa ProteinLynx V 2.1 (Waters) e analisados para a
identificagdo  protéica no programa MASCOT MS/MS lons Search
(http://www.matrixscience.com). Esta etapa do procedimento foi realizada
utilizando o servico de Espectometria de Massas do Laboratorio Nacional de
Biociéncias (LnBio), Campinas, SP, Brasil.

Também, utilizamos um segundo espectrbmetro de massas para a
identificacdo de spots, um MALDI-TOF/TOF (UltrafleXtreme -Bruker) o qual o
eluato de peptideos purificados foi transferido para um novo tubo, o qual foi
submetido a liofilizacdo para descarte de solventes. O pellet foi solubilizado na
solucéo de 0,1% de TFA, em aproximadamente 10 uL. Desta, aproximadamente 1
uL resultante foi adicionado a placa de metal do equipamento MALDI-TOF/TOF,
acrescido de Matriz HCCA (a-cyano-4-hydroxy cinnamic acid) na proporc¢éo: 2 uL
Matriz:1 uL Amostra, e foi submetido a secagem em temperatura ambiente. Os
peptideos foram sequenciados utilizando como range de m/z no primeiro MS de
600 a 4000 e MS/MS dos 6 picos de maior contagem relativa. Utilizamos shots MS
2000 e no MS/MS 3000 shots de laser no modo positivo.Os espectros de massas
das amostras dos diferentes tratamentos foram processados através do programa
BioTools (Bruker) e analisados para a identificagcdo protéica pelo programa

MASCOT MS/MS lons Search (http://www.matrixscience.com).
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Esse equipamento MALDI-TOF/TOF foi utilizado na Central Analitica do

Instituto de Quimica-USP. Em ambos os casos, tanto com ESI-Q-TOF quanto no

MALDI-TOF/TOF, utilizamos como parametros para identificacdo conforme abaixo:

Database: SwissProt,

Taxonomy: Mus musculus,

Enzyme: Trypsin,

Fixed modification: Cabamidomethyl (C),

Variable modifications: Oxidation (M), Phosphorylation (S or T),

Peptide tol.: +- 100ppm,

MS/MS tol.: +- 0.8 Da,

Peptide charge: 1+ (no caso de MALDI-TOF/TOF), 2+, 3+ (no caso de ESI-

QITOF).

Identificacao de Proteinas em larga escala utilizando a metodologia

de LC-MSe

Esse experimento de protedbmica em larga escala, utilizando a metodologia

de MS® ou também conhecida como label free ou identificacdo por shotgun

(Haqggani, et al., 2008), foi realizado no Laboratorio Max Feffer, Departamento de

Genética, ESALQ-USP.

Para cada tratamento, foram preparadas trés replicatas biolégicas

separadamente. Inicialmente, 50 uL de uma solucéo de proteinas totais de 1ug/uL
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dissolvidas em bicarbonato de amoénio 25mM de cada amostra foram
desnaturados com 0,2% de Rapigest em agua ultra pura (RapiGest SF, Waters) e
incubadas por 15 minutos a 80°C. Em seguida, as amostras foram centrifugadas
com um pequeno pulso, e 2,5 uL de ditiotreitol (DTT) em 100 mM (GE Healthcare)
foram adicionados. As amostras foram aquecidas a 60 °C por 30 minutos,
resfriadas a temperatura ambiente e novamente centrifugadas. Em seguida,
adicionou-se 2,5 uL de iodoacetamida 300 mM (GE Healthcare). As amostras
foram incubadas por 30 minutos, a temperatura ambiente, no escuro. A digestao
foi realizada por meio da adigdo de 10 yL de uma solugado de tripsina (Promega)
em 50 mM de bicarbonato de amoénio, a uma razdo de 1:100 enzima/proteina e a
amostra foi incubada a 37 °C, por 16 horas. Apés a digestdo, realizou-se a
hidrélise do RapiGest SF, por meio da adi¢cao de 10 uL de acido trifluoracético 5%
(Merck). As amostras foram incubadas a 37 °C por 90 minutos e na sequéncia,
foram centrifugadas a 14.000 g, por 30 min a 6 °C. O sobrenadante foi transferido
para frascos de vidro (total recovery vial, Waters) ao qual, adicionou-se 5 pL de
hidroxido de aménio 1 N e 5 yL do padrao interno de Enolase 100 fmol/ uL
(Promega).

As andlises por LC-MS® foram realizadas injetando-se 10 uyL de cada
amostra digerida (correspondente a 5 uyg do total de proteinas digeridas,) no
sistema de cromatografia liquida de ultraperformance (Ultraperformance Liquid
Chromatography - UPLC) nanoACQUITY, com tecnologia 2D de fase reversa

dupla (Waters). Essa técnica combina a separagcao das proteinas usando-se um
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pH de 10, na separacdo da primeira dimensdo e um pH de 2 na segunda
dimensdo, com auxilio de colunas de fase reversa. A primeira dimensédo foi
realizada em uma coluna XBridge BEH C18 (5 pm, 300 um x 50 mm) (Waters). A
eluicdo desta coluna foi realizada usando-se 10 gradientes binarios diferentes de
20 mM de formiato de amdnio pH 10 e acetonitrila, em um fluxo de 2 pL/min. A
proporcao de acetonitrila da primeira fragdo até a décima variou de 7,4% a 65%.
Os peptideos eluidos da coluna da primeira dimensao foram diluidos em linha com
0,1% de acido formico em acetonitrila a um fluxo de 20 pL.min-1 e capturados por
uma coluna C18 Symmetry (5 ym, 180 um x 20 mm) (Waters). A separagao, na
segunda dimenséo, foi realizada em uma coluna HSS T3 (1.8 ym, 75 ym x 100
mm) (Waters), usando-se um gradiente binario de 7 a 40% de acetonitrila, em
0,1% (v:v) de acido férmico durante 54 minutos, a um fluxo de 400 nL.min-1.

A aquisicao dos dados foi realizada com um espectrometro de massas do
tipo quadrupolo-tempo de voo (Q-TOF) Synapt MS, equipado com uma fonte
nanolockspray operando no modo positivo (Waters, Manchester, UK). Para todas
as analises, o espectrometro de massas operou no modo “V”, com poder de
resolucao tipico minimo de 12500. O espectrometro de massas foi calibrado com
[Glul] fibrinopeptideo B (GFP) humano (200 fmol/uL) e a mesma solugao foi
empregada para o "lock mass" utilizando-se o ion de dupla carga com uma
amostragem a cada 30 segundos. Os experimentos foram realizados no modo
MSE (analise independente de dados) que consiste na aquisi¢ao alternada, entre

espectros obtidos a baixa (3 eV) e alta (15-50 eV) energia de colisdo, aplicadas ao
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modulo trap do ‘T-wave’ CID, em presenca de gas argbnio, que produz ions
precursores e produtos em sequéncia. O tempo de varredura foi de 0,8 segundos
em cada modo, no intervalo de m/z entre 50 e 2000. Todavia, o offset RF do
analisador quadripolar foi ajustado para que permitisse a transmissao apenas de
massas acima de m/z 300, de forma a assegurar que todas as massas inferiores a
esse intervalo fossem oriundas, exclusivamente, da dissociagbes na camera de
coliséo.

O processamento dos espectros e a busca em bancos de dados disponiveis
foi realizado com auxilio do ProteinLynx Global Server v.2.5 (PLGS). A versao do
banco utilizada foi a UniPrtoKB/SwissProt_Complete de janeiro de 2014, com a
taxonomia Mus musculus. O banco de dados foi anexado ao banco de dados
original para avaliacdo da taxa de falsos positivos, definida a uma margem de até
10%. Nessas analises, os parametros de tolerancia utilizados foram: minimo de
ions fragmentos consecutivos (y+, b+), por peptideo, igual a 2, minimo de
fragmentos consecutivos, por proteina, igual a 5, minimo de peptideos
(identificados pelos critérios anteriores), por proteina, igual a 1. E apenas uma
clivagem perdida foi permitida. A carbamidometil-C e a oxidagdo de Metionina
foram padronizadas como modificacOes fixa e variavel, respectivamente.

A indicacdo do padréo interno foi realizada a partir do numero de acesso no
banco de dados UniProtKkB como P00924 e a concentracdo proteica desse,
indicada no método de busca como sendo 100 fmol/uL. A linha de base aplicada

em alta e baixa energia foi ajustada para processamento acima de 250 e 100
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contagens, respectivamente. A janela de tempo de retencao foi automaticamente
ajustada considerando-se uma largura por pico cromatografico de 10% e 1500
contagens aplicadas para o processamento, acima da linha de base, ap6s a
deconvolugao.

O processamento dos espectros, as medidas de intensidade tipicamente
ajustadas, (de-isotopizacao e deconvolugcdo multi-cargas, com tempos de retengéo
e massas exatas -EMRTs) foram realizadas em consideracdo as replicatas,
através de experimentos com multiplas injecbes. Os EMRTs foram agrupados por
seletividade e especificidade suficiente para uma precisdo de massas de 10 ppm
(fragmentos) e 5 ppm (precursores), com 0,25-min de tolerancia de tempo (valor
suficiente para encontrar no minimo 15 pontos por pico cromatografico acima de
10% da linha de base). O alinhamento de ions correspondentes aos de alta
energia com o0s precursores de baixa energia, foi conduzida com aproximada
precisdo de 0,05 min. Para a identificacdo e quantificacdo proteica, as
intensidades dos espectros obtidos foram calculadas por método estequiométrico,
em detrimento ao padrdo interno de concentracdo conhecida conforme a
linearidade do método. E para que uma proteina tenha sido quantificada €
necessario a identificacdo de pelo menos 3 peptideo prototipico. Somente as

proteinas presentes, em duas ou mais replicatas, foram incluidas neste estudo.
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Predicao de interacdes entre alvos das PKCBI

O programa Metacore (Thomson Reuters) foi utilizado para fazer analises
de biologia de sistemas e reconhecer as interacdes de proteinas identificadas a
partir do proteoma com 1 hora e 3 horas de inibicdo da PKCBI. A partir da andlise
foram geradas linhas tracejadas e linhas continuas conectando as proteinas, elas
representam  substratos  hipotéticos e interacdbes jA4  confirmadas
experimentalmente em humanos na literatura, respectivamente. As cores das

representacdes das proteinas apenas representam classes funcionais distintas.

Ensaio de fosforilacao in vitro

O ensaio de fosforilagdo in vitro foi realizado para avaliar os substratos
identificados nos ensaios de protedmica. As enzimas TIF1p (Sigma-Aldrich) e c-
Myc (Sigma-Aldrich), e Histona H3 (Sigma-Aldrich) nas concentracdes de 1000 ng
foram adicionadas ao tampéao contendo Tris-HCI (20 mM, pH 7.5), MgCl; (20 mM)
e ATP (20 mM), além das enzima PKCI (100 ng, Life Technologies # cat. number
P2291) (Schechtman D. et al., 2004) durante 20 minutos a 37°C em banho umido.

Apds reacao de fosforilagdo in vitro, foi adicionado as amostras 5 ul de tampéao
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Laemmli [Tris-HCI (60 mM, pH 6.8), SDS (2% m/v), glicerol (10% v/v), B-
mercaptoetanol (5% v/v), azul de bromofenol (0.001% p/v)], seguido do
aguecimento das amostras por dez minutos a 100°C e aplicacdo no gel SDS-
PAGE. O gel foi fixado, corado com ProQ Diamond® (Life Technologies) e
escaneado como descrito anteriormente. A concentracdo de proteina total foi
observada apoOs coloracdo com Coomassie Coloidal. A intensidade de
fosfosforilacéo foi guantificada utilizando 0 programa ImageJ
(http://rsbweb.nih.gov/ij/), a normalizac&o dos dados foi feita a partir da intensidade

de proteina total.

Imunoblotting

Lisados total, citoplasmatico ou nuclear, conforme descrito anteriormente,
em 1000 pg de proteinas foram resolvidos por SDS-PAGE pelo método de
Laemmli (1977). Em seguida, as proteinas do gel foram transferidas para uma
membrana de nitro-celulose, com o auxilio de um aparato de transferéncia (Bio-
Rad) a 100 V por 1 hora em camera fria, de acordo com o método de Towbin
(Towbin H. et al. 1979). Em alguns experimentos, utilizamos a proteina
recombinante e purificada da PKCBI (100 ng, Life Technologies # cat. number
P2291) como controle de peso molecular dessa proteina.

A membrana de nitrocelulose, contendo as proteinas, foi bloqueada com

tampao de bloqueio PBS-t [leite desnatado (5%), tampéao fostafato, Tween20
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(0.05% v/v, pH7.4)] por 2 horas a temperatura ambiente. Apés o bloqueio, a
membrana foi incubada com o anticorpo primario, por 16 horas em camara fria sob
agitacdo constante. Foram utilizados anticorpos anti-a-tubulina (1:2000, cat.
T5168, Sigma-Aldrich), anti-PKCBlI mouse (1:750, cat.sc-8049, Santa Cruz
Biotechnology), anti-PKCpI rabbit (1:750, cat. sc-209, Santa Cruz Biotechnology),
anti-Oct 3/4 (1:1500, cat.sc-5279, Santa Cruz Biotechnology), anti-Histone H1
(1:1000, cat. sc-8030, Santa Cruz Biotechnology), anti-Histone H2A/B (1:1000,
cat.ab-18255, Abcam), anti-phospho Histone H2A/B (1:1000, cat.ab-15083,
Abcam), anti-Histone H3 (1:1000, cat.ab-100938, Abcam), anti-hnRNP C1/C2
(1:1000, cat.sc-32308, Santa Cruz Biotechnology), anti-hnRNP C1/C2 (1:1000,
cat.sc-32308, Santa Cruz Biotechnology), anti-hnRNP K (1:1000, cat.sc-25373,
Santa Cruz Biotechnology), anti-TIF1p (1:1000, cat.sc-136102, Santa Cruz
Biotechnology), anti-Jagged 1 protein (1:1000, cat.sc-8303, Santa Cruz
Biotechnology), anti-Nanog (1:1000, cat.sc-33759, Santa Cruz Biotechnology),
anti- c-Myc (1:1000, cat.ab-32072, Abcam). Estes foram diluidos em tampé&o de
blogueio PBS-t. Ao término da incubacdo, a membrana foi lavada trés vezes com
PBS-T, por 30 minutos a temperatura ambiente. As membranas foram
subsequentemente incubadas por uma hora com anticorpo secundario especifico
conjugados a peroxidase (1:1000, GE-Healthcare). A membrana foi lavada
novamente, como descrito anteriormente, e a revelacdo realizada por
quimiluminescéncia de acordo com as instru¢des do fabricante sob filmes

fotograficos (Enhancer Chemi-Luminescence, GE-Healthcare). Para a andlise
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guantitativa, as auto-radiografias foram escaneadas e quantificadas utilizando-se o
software Image J (http:/rsbweb.nih.gov/download.html). A significancia estatistica

foi determinada utilizando-se o teste t (GraphPad Software, Inc).

Silenciamento da PKCpI por siRNA

A linhagem CTE E14TG2A foi cultivada em placa de 6 pogos de cultura de
células (marca Corning Life Sciences), com confluéncia e meio de cultura
conforme descrito anteriormente. Adquirimos trés oligos de SiRNA
complementares, especificos e exclusivos para 0 mRNA da PKCBI, o qual
denominamos de T1, T2 e T3 (Life Technologies), especificado na tabela 1.
Transfectamos as células com estes oligos separadamente e em conjunto,
juntamente com a molécula Lipofectamine 2000 (Life Technologies), conforme
recomendacdes do fabricante. A concentracdo de oligos de siRNA, tempo de
transfeccdo e uso separadamente ou em conjunto dos oligos, foram determinadas
e serdo apresentas em Resultados e Discussdo. Como controle, utilizamos um
siRNA irrelevante (Scramble), e realizamos da mesma forma a transfeccdo. Os

extratos proteicos foram feitos conforme descrito anteriormente.
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Tabela 1: Iniciadores utilizados para o silenciamento da PKCPI. Identificagdio do Gene, nomes dos
iniciadores, seqliéncia e tamanho em pares de baes.

Gene Nome do Iniciador Sequéncia Tamanho (pb)
) Pkcb1l MSS207662 GGGACCGGAUGAAACUGACCGAUUU 25
T1 siRNA PCpI
Pkcb1l MSS207662 AAAUCGGUCAGUUUCAUCCGGUCCC 25
] Pkcb1l MSS207663 CCAAGGUACCAAGGCUCCAGAAGAA 25
T2 siRNA PCpI
Pkcb1l MSS207663 UUCUCCUGGAGCCUUGGUACCUUGG 25
] Pkcb1 MSS207664 GGGAGAAACUCGAACGCAAGGAGAU 25
T3 siRNA PCBI
Pkcb1 MSS207664 AUCUCCUUGCGUUCGAGUUUCUCCC 25
PCR quantitativo

As células CTE foram cultivadas em placas de 6 pocos, e tratadas tanto
com siRNA especifico para PKCBl ou scrambled siRNA, e com os peptideos,
inibidor especifico da PKCBI, BIV5-3, ou Tats757. As células foram lavadas duas
vezes em tampédo PBS gelado, e lisadas com auxilio de um rubber policeman em
200uL do reagente TRIzol (Life Technologies). Foram feitos trés replicas
biologicas de cada tratamento. O RNA total foi isolado conforme recomendacdes
do fabricante. Apos, o isolamento do RNA total, este foi purificado com o kit
RNeasy (Qiagen), conforme especificacbes do fabricante. O RNA total foi
quantificado com o uso do especfotometro Nanodropl000 (Termo Scientific).
200ug desse RNA total foram dissolvidos em H,O ultra pura livre de RNAse e

utilizado para a sintese de cDNA através da enzima SuperScript Ill One-step RT-
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PCR with Platinum Taq (Life Technologies), utilizando Random primers para tal
sintese. O programa de amplificagdo seguiu o protocolo padrdo recomendado pelo
fabricante. O cDNA foi diluido em H,O ultrapura novamente 15 vezes (20uL +
280uL H,0), e armazenados a -80°C até o momento da PCR quantitativa. Os
iniciadores para analise foram misturados 0 senso e 0 antesenso em um mesmo
tubo em H,O ultrapura na concentracao final de 3,2uM. As reacbes de andlise de
PCR quantitativo foram realizadas com o Maxima Syber Green gPCR Master Mix, de
acordo com as normas do fabricante (Fermentas). Para as reac¢des utilizou-se 5uL
do cDNA sintetizado por reacdo, 10uL de Syber Green, e 5uL do mix de primers.
O programa de amplificacdo utilizado compreendeu: 1 ciclo (94°C, 3 min.) e 40
ciclos (94°C, 15s, 60°C, 15s, 72°C, 30s.), seguidos de 1 ciclo (72°C, 5min.). Os
iniciadores utilizados, com suas sequéncias e tamanho do produto resultante
estdo listados na Tabela 2. A especificidade de anelamento dos iniciadores nas
reacdes de amplificacdo foram verificadas pela analise das curvas de “melting” e a
inclinacdo das curvas padrdes, determinadas para cada corrida de PCR, foram
utilizadas para o calculo da eficiéncia, de acordo com o programa LinReg (Ruijter
et al.,, 2009). A analise de quantificacdo da expressdo dos genes de interesse
relativa a expressao do gene da GAPDH foi determinada pelo método 2ACT

REST® (Pfaffl, 2002).

61



Tabela 2: Genes analisados por PCR em tempo real de amostras de CTE com o silenciamento ou Inibi¢do
da PKCPI. Identificagdo do Gene. Seqiiéncia dos iniciadores e tamanho dos produtos resultantes das
amplificagdes, em pares de bases.

Gene Nome do Iniciador Sequéncia Tm (°C) Tamanho (pb) Amplicon
. GAPDH GAPDH_FW ATCTTCCAGGAGCGAGACTG 59,55 20 100bp
GAPDH_RV' TCTCCATGGTGGTGAAGACA 60,09 20
E2F E2f1_FW' ACACAGCTGCAACTGCTTTC 59,24 20 100b
E2f1_RV' CCATCTGTTCTGCAGGGTCT 60,26 20 P
SAHH SAHH_FW CTGTTGGGGTTCACTTCCTG 60,54 20 103bp
SAHH_RV' GCCTGCTTCTCAGTCAGCTT 59,9 20
BOAT BOAT_FW TGTATATGGCCAGGGTTGGT 60,07 20 97bp
BOAT_RV' GATGCAGACATCTCCCACCT 60,08 20
CDK4 CDK4_FW' GTGGAGCGTTGGCTGTATCT 60,29 20 92bp
CDK5_RV' CAAAGATTTTCCCCAACTGGT 60,21 21
. Eif4al_FW' CCACTCAGGCTTTGGTTCTG 60,82 20
Eifdal . = 97bp
Eif4al_RV' TGACAAGAGGCACCCATGTA 60,11 20
C-Myc Myc_FW AGTGCTGCATGAGGAGACAC 59 20 103bp
Myc_RV' GGTTTGCCTCTTCTCCACAG 59,84 20
dUTP dUTPase_FW' AAAAGGTGATCGGATTGCGC 59,55 20 103b
dUTPase GAAGCCTCCTGAGCCTCTCT 60,69 20 P
En En_FW1' TCACAGCAACCCCTAGTGTG 59,6 20 119
En_RV1' CCGCTTGTCTTCCTTCTCGT 60,04 20 P
APR APR_FW AACTGTGGTTCTGGCGCAG 60,89 19 112bp
APR_RV' CCTCCGGAGTTGAGCACAC 60,37 19
Eif2A Eif2bl_FW' CGTACGCCTCTTTCCACTCA 59,76 20 96b
Eif2b2_RV' TTGAGATCCTGCCCAGTCTG 59,09 20 P
PKCBI PKC bI_FW’ TCTCCATGGTGGTGAAGACA 60 20 100bp
PKCbl_RV CTGTTGGGGTTCACTTCCTG 60,11 20
oCT3/4 OCT_FW’ CCACTCAGGCTTTGGTTCTG 59,8 20 980b
OCT_RV’ GATGCAGACATCTCCCACCT 59,84 20 P
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RESULTADOS

Padronizac¢io do Fracionamento Celular Citoplasma/Nicleo para os

estudos de Proteomica

A presente tese tem como ponto de inicio o trabalho do nosso grupo,
publicado por Costa-Junior e colaboradores (2010), no qual caracterizou se a
PKCBI como primordialmente uma quinase nuclear em CTE indiferenciadas que
apos a diferenciacao deixa de ser expressa por algumas células e outras passam
a expressar esta quinase preferencialmente no citoplasma. Neste mesmo trabalho
identificou-se diversos alvos diretos/ indiretos da PKCBlI por meio de
fosfoprotedmica de lisados totais de CTE indiferenciadas tratadas com um inibidor
especifico da PKCBI. Neste estudo os alvos identificados sugeriam uma funcéo da
PKCPBI na regulacdo da transcricdo de genes envolvidas com proliferacdo e
diferenciacéo celular, indicando que a PKCPBI nas CTE indiferenciadas contribui
para o ajuste fino da manutencdo do estado indiferenciado ou inibicdo da
diferenciacdo das mesmas. Visto a localizacdo nuclear da PKCBI em CTE
indiferenciada, e com o intuito de identificar mais alvos e caracterizar as vias de

sinalizacdo que a PKCpI ativa, possibilitando a manutencdo das mesmas no
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estado indiferenciado ou a inibicdo da diferenciacdo, resolvemos dar continuidade
a estes estudos através de estudos de fosfoprotedmica de lisados nucleares.
Primeiramente  confirmamos que o método de fracionamento
citoplasma/nucleo escolhido separava eficientemente estas fracbes. Conforme
visto na figura 2 observamos um enriquecimento da fragcdo nuclear, evidenciado
pelo immunoblotting do fator de transcricdo Oct 3/4, ja a aTubulina encontra-se
primordialmente na fragdo citoplasmatica: Vimos também que formas de peso
molecular menores da PKCBI encontram-se primordialmente na fracdo nuclear
conforme descrito anteriormente pelo nosso grupo (Costa-Junior, et al., 2010) e

em outros trabalhos (Aaltonen, et al., 2006, al-Mazidi, et al., 1998, Pfaff, et al.,

1999).
MW Cito Cito Nuc Nuc PKCBI
(KDa) n=1 n=2 n=1 n=2 Rec.
-l -
Ll |
i i Anti-
65- i . PKCBI
| |
BHTE
= - Anti-
Oct 3/4
374
754
e s Anti-
aTubulin

Figura 2: Fracionamento nuclear de CTE indiferenciadas. Immunoblotting de lisados proteicos das fracdes
enriquecidas de Citoplasma (Cito) e Nucleo (Nuc) de CTE. Imagem de duas smostras. PKCBI Rec
corresponde a proteinas PKCPI recombinante comercial Utilizamos Anti-Oct 3/4 e Anti-aTubulina como
marcadores de Nucleo e Citoplasma, respectivamente. O anti PKCPI foi utilizado para confirmar a presenca
da PKCBI no nucleo das CTE.



Conseguimos mostrar que ha uma enorme expressdo da PKCpl em nucleo
de CTE indiferenciadas e preferencialmente de formas de peso moleculares
menores (Costa-Junior, et al., 2010). Além disso, o método de fracionamento
citoplasma/nucleo em lisados proteicos se mostrou muito eficiente, e nos demostra
um bom enriquecimento da fracdo nuclear, evidenciado pelo immunoblotting do
fator de transcricdo Oct 3/4, aTubulina (Figura 2), e também por Histona H3 e
GAPDH (dados ndo mostrados). Apesar de ser muito eficiente esse método de
preparacdo de lisados para deteccdo de proteinas especificas por imunobloting,
por uma questdo de alta concentracdo salina esse tampdao de solubilizacdo néo é
compativel com experimentos de géis bidimensionais. Para solucionar isto,
incluimos algumas etapas de precipitacédo e lavagem das amostras para torna-las
compativeis com géis bidimensionais. Encontramos que o método apresentado na
figura 3, mostrou-se confiavel e reprodutivel na purificacdo de proteinas nucleares

para eletroforese bidimensional, apesar do seu baixo rendimento.
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Apos secagem do pellet,
solubilizacdo do mesmo
Solugéo

CTE E14TG2A
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incubar na Solugédo 1 (10mM
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coquetel inibidor de proteases
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a4°c
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Citoplasmatica
(sobrenadante),

Fragé&o Nuclear
(Peliet)

Debri celular
(sobrenadante)

Proteina Nuclear
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TCA/Acefona

DeStreak Rehydration (M
Urea, 2M Thiourea, 50mM
DTT, 0.4% Triton X-100,

2% CHAPS, 1% anfolitos)

O sobrenadnate contendo as
proteinas nucleares foram
precipitadas com 10% p/v
TCA/acetona for 3 hours a -
20°C, centrifugadas & 160009
por 20 mim. Pellet resultante
foi lavado trés vezes com
acetona gelada por 3 horas
seguido de centrifugadas a
160009 por 20 mim.

Adicionar 10% v/v NP-40 até a
concentragdo final de 3% v/v. As
células foram centrifugadas a
20000g por 1 min. O
sobrenadante obtido contém a
Fragcdo Soluvel (Citoplasma), e
foram mantidas a -80°C ate uso

A fragdo Nuclear (pellet) foi
entdo solubilizada na Solucéo
2 (20 mM HEPES, 420 mM
NaCl, 1 mM EGTA, 1 mM
EDTA, coquetel inibidor de
proteases e fosfatases) por
30 min a 4°C e centrifugadas

Fracdo Nuclear
(sobrenadante)

DNA (Pellet)

Solugéo 2

futuro

a 20000g por 10 min

Aproximadamente 99% do total
das proteinas

Figura 3: Fluxograma do método de fracionamento citoplasma/nicleo em CTE. Além das
necessarias para realizacdo do enriquecimento proteico, ha o rendimento médio de cada fragao.

etapas

Com este método de purificagdo do nucleo compativel com géis bi-
dimensionais em maos, avancamos para a padronizacdo da eletroforese
bidimensional de extratos nucleares de CTE. Existem distintas formas de se

carregar amostras na fita IPGstrip para a realizagdo da focalizagédo isoelétrica.

Basicamente, podemos reidratar a malha de poliacrilamida da fita com uma
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solugcdo composta também de proteinas por um periodo de 16 horas, em seguida
comecar o gradiente de voltagem no aparato, este método é conhecido como
reidratacdo. Porém, h& outras formas, de carregamento das amostras na fita a
reidratacdo da fita nestes casos é feita apenas com tampé&o DeStreak Solution por
16 horas, e no inicio do gradiente de voltagem aplicamos entdo a amostra de
proteinas em posicdes proximas ao Catodo ou ao Anodo, para tanto utilizamos um
aparato conhecido como cup loading o qual se comporta como um vaso
comunicante, ou um filtro de papel apropriado, conhecido como paper brigde, nos
polos positivo e negativo da fita, respectivamente. Ndés testamos o método de
reidratacdo e carregamento ativo da amostra no Catodo e no Anodo, utilizando
tanto cup loading quanto paper brigde. Nao houve diferencas significativas entre
as formas de carregamento das proteinas pelo cup loading e paper bridge, e
mostramos na figura 4 as imagens da eletroforese de ndcleo de CTE, sob as
mesmas condi¢des de quantidade de proteinas e gradiente de focalizacao, porém

nos distintos métodos de carregamento de amostra na fita IPGstrip.
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3-10 Reidratacao

198,84-
115,70-

96,74~

53,54-

37,13-

29,13-

19,54~

6,90-

Figura 4: Padronizagdo da eletroforese bidimensional de nucleo de CTE. Foram testadas as trés possiveis formas de carregamento proteico no
IPGstrip. Na area delimitada em Branco, os spots de referencia utilizados para a andlise de imagem e alinhamento dos spots. A numeragao de
spots designa os que foram selecionados e identificados os quais s3o exclusivos do carregamento pelo Anodo ou pelo Catodo, conforme a tabela
3.
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Com estas imagens de eletroforese bidimensional de extratos nucleares de
CTE em triplicatas técnicas, realizamos mensuracdes através do software
ImageMaster 7 (GE Healthcare). Assim, alinhamos as imagens por meio de spots
de referéncia, spots que sao facilmente perceptiveis e constantes nos diferentes
tratamentos, estes estdo ressaltados sob uma area quadrada branca na figura 3.
Contamos o numero total de spots detectados pelos diferentes métodos, e
classificamos de acordo com as metodologias utilizadas ou mesmo nas trés. Tais

contagens estao presentes na figura 5.

Reidratacao

182 spots
Exclusivos

80 spots 46 spots

63 spots
Exclusivos

38 spots
Exclusivos

Anodo Catodo

Figura 5: Contagem e distribuicdo dos spots dos diferentes métodos de loading proteico em
eletroforese bidimensional de nucleo de CTE.
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Fomos capazes de detectar por Coomassie G-250, mais de 180 spots de
um extrato nuclear de CTE, de forma reprodutivel e quantificAvel nas amostras
carregadas por reidratagéo. Esta forma de carregamento das amostras foi utilizada
para os estudos subsequentes. No carregamento por cup loading através da
aplicacdo das amostras no Catodo ou no Anodo, foi possivel resolver um nimero
menor de proteinas. Foram encontradas apenas 38 e 63 spots totais,
respectivamente, e boa parte destes foram comuns aos encontrados no método
de reidratacdo (46 e 80 spots respectivamente). Os spots exclusivos tanto pelo
Céatodo quanto pelo Anodo foram entdo selecionados para identificacdo por
espectrometria de massas. Os spots identificados estdo assinalados na figura 3 e
a identificagdo dos mesmos estdo presentes nas tabelas 3 e 4. A maioria das
proteinas encontradas com o carregamento pelo catédo eram extremamente
basicas conforme esperado. Ja pelo Anodo identificamos poucas proteinas e
algumas mais proximas a um pH neutro. Um dos motivos de conseguirmos
identificar poucos spots exclusivos, possivelmente deve-se ao baixo peso
molecular da maioria das proteinas, e ao pH béasico e o uso da Tripsina como
Gnica enzima para gerar peptideos, pode ter gerado peptideos que nao foram

detectados (Stenn & Mann, 2004).
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Tabela 3: Identificagcdo por espectrometria de massas dos spots exclusivos do carregamento pelo Catodo de lisados nucleares de CTE. Numeragdo

dos spots conforme a figura 3.

Tedrico Experimental Volume (Norm.)

Spot Id. Proteina Uniprot MS Seq (%) n°de Pept. Score M.W. (KDa) pl M.W. (Da) pl Catodo Anodo Localizacao Funcéo
N3 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein K HNRPK_MOUSE ESI-Q-TOF 2 2 60 51,23 5,39 38,36 6,90 1,080 - Nucleus spliceosome
N4 Alpha-enolase ENOA_MOUSE ESI-Q-TOF 19 11 62 47,44 6,37 52,88 6,64 0,510 cytoplasm glycolysis
N5 Actin, cytoplasmic 1 ACTB_MOUSE ESI-Q-TOF 29 10 103 42,05 5,29 59,39 5,28 0,570 cytoskeleton cytoskeleton
N7 SWI/SNF-related matrix-associated actin-dependent regulator of chromatin subfamily E SMCE1_MOUSE ESI-Q-TOF 6 3 49 46,67 485 60,43 452 0,147 Nucleus chromatin regulator

member 1 (BAF57)
N7 40S ribosomal protein SA RSSA MOUSE ESI-Q-TOF 13 5 79 32,93 4,80 60,43 4,52 0,147 cytoplasm ribossomal protein
N11 Actin, cytoplasmic 1 ACTB_MOUSE ESI-Q-TOF 18 12 49 42,05 5,29 99,93 5,57 0,811 cytoskeleton cytoskeleton
N24 Heterogeneous nuclear ribonucleoproteins A2/B1 ROA2_MOUSE ESI-Q-TOF 6 3 50 37,44 8,97 45,15 8,08 0,222 Nucleus spliceosome
N26 Heterogeneous nuclear ribonucleoproteins A2/B1 ROA2_MOUSE ESI-Q-TOF 10 6 69 37,44 8,97 40,31 9,04 0,605 Nucleus spliceosome
N27 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein Al ROA1_MOUSE ESI-Q-TOF 3 2 54 34,29 9,27 37,62 9,01 0,520 Nucleus spliceosome
N28 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A1 ROA1_MOUSE ESI-Q-TOF 3 2 54 34,29 9,27 34,58 9,28 0,147 Nucleus spliceosome
N31 Cleavage and polyadenylation specificity factor subunit 5 CPSF5_MOUSE ESI-Q-TOF 16 4 35 26,28 8,85 27,70 9,04 0,071 Nucleus mMRNA process
N33 Histone H2B type 1-B H2B1B_MOUSE ESI-Q-TOF 46 10 93 13,962 10,3 23,37 9,06 0,010 Nucleus Nucleosome core
N34 Histone H2B type 1-B H2B1B_MOUSE ESI-Q-TOF 32 11 116 13,962 10,3 22,08 9,07 0,018 Nucleus Nucleosome core
N34 Histone H2A type 1-F H2A1F_MOUSE ESI-Q-TOF 21 7 64 14,153 11,1 22,08 9,07 0,018 Nucleus Nucleosome core
N35 Histone H2A type 1-F H2A1F_MOUSE ESI-Q-TOF 12 3 42 14,153 11,1 21,19 9,07 0,001 Nucleus Nucleosome core
Tabela 4: Identificacdo por espectrometria de massas dos spots exclusivos do carregamento pelo Anodo de lisados nucleares de CTE. Numeragdo
dos spots conforme a figura 3.
Tebrico Experimental Volume (Norm.)

Spot Id. Proteina Uniprot MS Seq (%) n°dePept. Score M.W. (KDa) p! M.W. (Da) pl Catodo Anodo Localizagcdo Funcéo
P13 Actin, cytoplasmic 1 ACTB_MOUSE ESI-Q-TOF 29 19 91 42,052 5,29 76,64 5,50 - 0,001 cytoskeleton cytoskeleton
P17 DNA replication licensing factor MCM7 MCM7_MOUSE ESI-Q-TOF 2 4 24 81,787 5,98 82,66 6,55 - 0,120 Nucleus DNA replication
P18 Putative uncharacterized protein Q3UDI8_MOUSE ESI-Q-TOF 5 4 37 81,773 5,98 82,66 6,73 - 0,148 - -
P20 Thioredoxin THIO_MOUSE ESI-Q-TOF 8 7 137 12,01 4,8 110,95 7,02 - 0,210 cytoplasm/nucleus REDOX
P61 Proliferation-associated protein 2G4 PA2G4_MOUSE ESI-Q-TOF 20 16 20 44,013 6,41 60,72 6,49 - 0,187 cytoplasm/nucleus transcription/translation

71



Com a identificacdo, pelo método de carregamento proteico pelo catédo,
de distintas isoformas da proteina Histona H2A e H2B, as quais segundo a
literatura, s@o proteinas extremamente dificeis de resolverem por 2D-PAGE em
virtude do seu pl elevado, e estas também possuem um grande interesse do ponto
de vista epigenético (Savic, 1978, Bonner, et al., 1980) nos interessou. Na figura
6, demonstramos o0 aumento da resolucdo destes spots (Histonas) pelo método de

carregamento pelo Catodo com o auxilio de uma ferramenta do software

ImageMaster chamada de 3D-view.

Catodo

Reidratagdo -10 Anodo -10

Histone |
/ H2B type/
/ H2A type S Ve,

Visua agao D do Ctodo .

Figura 6: Comparacdo dos spots referentes a isoformas de Histonas H2A/B nos distintos métodos de
loading proteico em eletroforese bidimensional de nucleo de CTE.
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De acordo com estes resultados, acreditamos que também possuimos uma
boa ferramenta para estudos futuros de modificagbes de Histonas por eletroforese
bidimensional, acoplado ao immunoblotting para caracterizacdo de alteracfes de
ponto isoelétrico de determinada isoforma de Histona decorrente de possiveis
modificagdes pos-traducionais. A figura 7 demostra um comparativo entre
immunoblotting de eletroforese bidimensional com o método convencional de
reidratacdo e com o método de carregamento pelo Céatodo, para histonas H1, H3 e
H2/B total e fosforiladas. Observa-se um ganho de resolucdo e de definicdo ao

carregarmos as amostras pelo Céatodo, ja por Reidratacdo observa-se um arraste,

impossibilitando a quantificagéo.
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Figura 7: Comparagdo por immunoblotting na diferenca de resolucdo dos spots referentes a
isoformas de Histona entre o loading por Catodo e por Reidratagdo, por eletroforese bidimensional

de nucleo de CTE.
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Assim, com essa padronizagdo de metodologia, temos uma boa ferramenta
para identificar substratos diretos/indiretos da PKCBlI em nucleo de CTE

indiferenciadas.

Identificacao de substratos diretos/indiretos da PKCBI em nucleo de
CTE indiferenciadas

Com a padronizacao dessa ferramenta de eletroforese bidimensional para
proteinas nucleares de CTE, temos condi¢des de buscar alvos da PKCpI. Assim,
realizamos o tratamento de CTE por 15 minutos com o peptideo inibidor especifico
BIV5-3 e seu respectivo Controle Tats;.s7, realizamos esse experimento em
quadriplicatas, extraimos as proteinas nucleares e realizamos a eletroforese
conforme descrito acima. As imagens representativas dos géis corados com o
fosfo-corante Pro-Q e com Coomassie estdo demostrados na figura 8. Apés a
analise pelo software ImageMaster, encontramos as proteinas de interesse

marcadas e numeradas conforme visto na figura 9.
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Tatos Pro-Q Diamond

3-10 3-10 BIV5_3
198,84 198,84 =
115,70 115,70 =
96,74 96,74 ==
53,54 53,54 =—
37,13 37,13 =
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w0 Tates Coomassie 6-250 a0 PIV5S=3
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115,70 = 115,70 =
96,74 = 96,74 ==
5354 = 53,54 ==
37,13 = 37,13 =
29,13 = 29,13 =
19,54 == 19,54 ==
6,90 0 6,90 —

Figura 8: Eletroforese bidimensional de nucleo de CTE, tratadas por 15 minutos com o peptideo carreador Tat,;.s; e pelo peptideo inibidor BIV5-3. Imagens
representativa de uma tetraplicata, coradas com o fosfo-corante e pelo Coomassie G-250.
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Figura 9: Numeragdo dos spots diferencialmente fosforilados, os quais a fosforilagdo diminuiu vista por uma redugdo no seu volume com o tratamento por BIV5-3.
Em vermelho,16 spots exclusivos de Tats;.57, em verde, 27 spots cuja fosforilagdo diminui significativamente apds o tratamento com o inibidor da PKC1 (ANOVA, p<
0,05), visto pela redu¢do no volume do spot corado com o fosfo-corante e em azul, 32 spots os quais tiveram uma redugdo de volume superior a 50%.



Com a analise desses géis bidimensionais corados com o corante
especifico para proteinas fosforiladas (Pro-Q Diamond), , encontramos 16 spots
exclusivos no Controle Tats;s7, , indicando uma inibicdo da fosforilacdo dos
mesmos. Estes spots estdo marcados em Vermelho na figura 8. Ainda, houveram
spots presentes em ambas condicBes e que tiveram um decréscimo de volume,
apos o tratamento com o peptideo PBIV5-3 dos quais 27 spots foram
significativamente alterados pelo teste de ANOVA — marcados em verde — e 32
spots apesar de ndo serem estatisticamente significativos, apresentaram grande
alteracdes de volume e a razdo de decréscimo de volume superior a 50% (volume
normalizado de BIV5-3 / volume normalizado de Tats7.57) — marcados em azul
(Figura 9). Todos estes spots foram recortados, digeridos, purificados e
identificados por espectrometria de massas. O resultado dessa identificacdo
encontra-se na tabela 5. Realizamos uma andlise de eletroforese bidimensional
com 0s mesmos géis corados com Coomassie G-250, e ndo houve qualquer

alteracéo de volume dos spots entre os tratamentos.
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Tabela 5: Identificagdo de proteinas por espectrometria de massas de spots que tiveram sua fosforilagdo diminuida apds o tratamento com o peptideo

inibidor da PKCPI.

Tedrico Experimental Volume (Norm.)
Spot Id. Proteina Uniprot MS Seq (%) n°dePept. Score MMW.(KDa) pl  M.W.(Da) pl Tatars7 BIV5-3 Razdo (%) ANOVA Localizagdo Funcéo
1 Transcripton ntermediary factor 1-beta TRIM28 (E3 SUMO-proteingase) T mouse  ESMQTOR MALDL 15 5 o0 55 79588 5433 0612 0211 29033 0,0481189% Nicews ~ Froteinmodifcation
TOF/TOF protein sumoylation
. ; Cytoplasm, nucleus, )
2 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein K HNRPK_MOUSE ESI-Q-TOF 18 16 93 51,23 539 76,030 5,551 0,572 0,236 242,51 0,0333281** nucleoplasm Spliceosome
- ) - Protein modification;
2 Transcription intermediary factor 1-beta (E3 SUMO-protein ligase TRIM28) TIFIB_MOUSE  MALDI TOF/TOF 4 5 86 88,791 5,52 76,030 5,551 0,572 0,236 242,51 0,333281* Nucleus protein sumoylation
3 Heterageneous nuclear ribonucleoprotein K HNRPK_MOUSE  ESIQTOR MALDI o, 2 M8 5123 539 59202 5662 0610 0428 142,60 000483z OYIOPIAST, UKW, o me
TOF/TOF nucleoplasm
. ESI-Q-TOF, MALDI . . . .
4 60 kDa heat shock protein CH60_MOUSE TOF/TOR 28 30 390 61,088 591 57,635 5714 0,300 0,153 195,67 0,0229502** Mitochondrion matrix Chaperonin
. . ESI-Q-TOF, MALDI .
6 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein H HNRH1_MOUSE TOF/TOR 8 8 104 49,322 5,89 57,943 5,957 0,135 0,073 183,88 0,0229109* Nucleus Spliceosome
7 Actin, cytoplasmic 1 ACTB_MOUSE ESl'%ggibhéALDl 42 26 389 42,052 529 46,603 5,389 3,137 0,552 568,68 0,021911* Cytoplasm Cytoskeleton
8 Actin, cytoplasmic 1 ACTB_MOUSE ~ MALDI TOF/TOF 17 8 107 41,71 529 45,605 3,863 1,055 0,412 256,20 0,00235198** Cytoplasm Cytoskeleton
9 NpmL protein oselog mouse ESETOE HADL 59 § 151 28481 457 0172 4585 0405 0183 2048 001078 Nudeus  stem cell maintenance
10 Protein EAN57 EAN57_MOUSE ~ MALDI TOF/ITOF 18 7 34 30,209 931 33,463 4,689 0,497 0,103 481,65 0,0344773*
11 TBC1 domain family member 24 TBC24_MOUSE  MALDI TOF/TOF 7 5 37 63,195 6,91 32,413 4,733 1,782 0,922 193,18 0,00268008** Cytoplasm transducer
12 Actin, cytoplasmic 1 ACTB_MOUSE ESI-Q-TOF 19 9 70 42,052 529 53,641 7,675 0,225 0,055 408,69 0,00342* Cytoplasm Cytoskeleton
16 pre-mRNA-splicing factor SPF27 SPF27_HUMAN ESI-Q-TOF 22 8 7 26,229 548 53,734 7,646 0,225 0,055 408,75 0,00342338** Nucleus Spliceosome
17 DNA-directed RNA polymerases |, I1, and |1l subunit RPABC1 RPAB1_MOUSE ESI-Q-TOF 21 7 90 24,669 5,69 36,306 5,964 0,042 0,029 147,84 0,383564 Nucleus Transcription
17 Endomucin MUCEN_MOUSE ~ MALDI TOF/TOF 21 6 34 27,739 5,96 36,306 5,964 0,042 0,029 147,84 0,383564 membrane angiogenesis
19 Endomucin MUCEN_MOUSE ~ MALDI TOF/TOF 22 5 46 27,739 597 37,964 6,333 0,240 0,072 334,20 0,0398912** membrane angiogenesis
20 Telomere-associated protein R1F1 R1F1_MOUSE MALDI TOF/ITOF 3 14 33 266,063 543 34,542 6,355 0,465 0,086 540,80 0,0211075** Nucleus cell cycle
2 Leucine-ichrepeat and collec-colldomain-cortairing protein 1 Lrect Mouse =S QTOR KA 2 4 05T 56T W88 681 020 0,064 4361 0,0325901 centriole mitotc spinde
21 Guanine nucleotide-binding protein G(1)/G(S)/G(0) subunit gamma-13 GBG13 MOUSE ~ MALDI TOF/TOF 28 4 38 7,974 5,68 30,808 6,621 0,220 0,064 343,61 0,0325901* membrane transducer
22 Poly(rC)-binding protein 1 PCBP1_MOUSE ESI-Q-TOF 10 5 84 37,987 6,66 48,352 7,233 0,127 0,060 212,29 0,0217891** Nucleus Spliceosome



Continuagdo Tabela 5: Identificacdo de proteinas por espectrometria de massas de spots que tiveram sua fosforilagdo diminuida apds o tratamento com

o peptideo inibidor da PKCBI.

Tedrico Experimental Volume (Norm.)
Spot Id. Proteina Uniprot MS Seq (%) n°dePept. Score M.W.(KDa) pl M.W. (Da) pl Tatars7 BIV5-3 Razéo (%) ANOVA Localizagéo Funcéo
23 heterogeneous nuclear ribonucleoprotein C PCBP1_MOUSE ESI-Q-TOF 21 17 232 36,667 6,88 53,457 8,154 0,524 0,032 1629,48 0,0402377** Nucleus Spliceosome
23 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein DO HNRPD_MOUSE ESI-Q-TOF 11 9 141 38,501 7,62 53,457 8,154 0,524 0,032 1629,48 0,0402377* Nucleus transcription regulation
24 Poly(rC)-binding protein 1 PCBP1_MOUSE ESI-Q-TOF 19 14 190 37,987 6,66 47,309 7,417 1,988 0,082 242433 0,00255184** Nucleus Spliceosome
25 DEAD box RNA helicase DEADL DDX5_MOUSE ES"%'OTS/?O%ALD' 1 2 76 6076 906 66932 9090 0823 0231 35,87 00387964 Nuckus  transcription reguiation
2 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein | PTBPL MousE  ESHQTOR MALDE -y 15 107 56671 847 58778 9895 0,547 0,155 351,96 0,0462481%% Nucleus transcription regulation
TOF/TOF | spliceossome
26 Elongation factor 1-alpha 2 EF1A2_MOUSE ESI-Q-TOF 14 11 83 50,424 91 58,778 9,895 0,547 0,155 351,96 0,0462481** Nucleus transcription
27 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A3 ROA3_MOUSE ESI-Q-TOF 8 5 75 39,955 9,17 52,816 9,445 1,252 0,383 326,78 0,040869** Nucleus Spliceosome
R2 Retinol dehydrogenase 11 RDHI1_MOUSE ~ MALDITOFTOF 12 7 4% 3125 91 43752 4807 0212 0,119 177,97 0,174894 E?ggg'ﬁg'c biosintessis
R3 G2/mitotic-mitotic-specificy cyclin-B2 CCNB2_MOUSE  MALDI TOF/TOF 9 4 40 45,423 9,05 46,759 4,873 0,690 0,366 188,64 0,415813 nucleus cell cycle
R4 U4/U6 small nuclear ribonucleoprotein Prp4 PRP4_MOUSE MALDI TOF/TOF 10 5 31 58,333 6,86 34,830 4,438 0,276 0,129 213,55 0,335269 nulceus Spliceosome
R7 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein F HNRPF_MOUSE = MALDI TOF/TOF 4 2 55 45,701 53 50,693 5,264 1,161 0,622 186,68 0,117056 Nucleus Spliceosome
R8 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein F HNRPF_MOUSE = MALDI TOF/TOF 4 2 42 45,701 53 48,842 5,293 0,191 0,151 126,04 0,652646 Nucleus Spliceosome
R10 Heat shock factor protein 3 HSF3_MOUSE MALDI TOF/TOF 10 8 32 57,266 5,06 52,454 5,323 0,242 0,132 183,80 0,210905 Nucleus Stress
R19 Endomucin MUCEN_MOUSE = MALDI TOF/TOF 16 4 35 217,739 5,96 27,346 5,404 0,437 0,165 265,18 0,215221 membrane angiogenesis
R21 Endomucin MUCEN_MOUSE = MALDI TOF/TOF 21 6 41 27,739 5,96 50,350 7,262 0,921 0,598 153,98 0,135262 membrane angiogenesis
R22 Protein Jagged-2 JAG2_MOUSE MALDI TOF/TOF 6 7 30 134,637 5,53 24,337 4,202 0,635 0,312 203,48 0,25635 membrane transducer
R24 Sedoheptulokinase SHPK_MOUSE MALDI TOF/TOF 10 5 32 51,27 5,82 54,108 6,156 0,363 0,277 131,10 0,33652 cytoplasm carbohydrate process
R25 Sestrin-1 SESN1_MOUSE = MALDI TOF/TOF 10 3 33 56,627 5,65 71,008 5,957 0,273 0,192 142,13 0,345926 Nucleus DNA damage
R26 Nuclear nucleic acid-binding protein C1D C1D_MOUSE MALDI TOF/TOF 20 5 36 15,935 9,02 59,954 4,379 0,568 0,250 221,79 0,231962 nulceus Spliceosome
R29 Ankyrin repeat domain-containing protein 53 ANR53_MOUSE ~ MALDI TOF/TOF 7 6 34 56,702 9,79 50,866 7,085 0,160 0,074 215,67 0,339502
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Continuagdo Tabela 5: Identificagdo de proteinas por espectrometria de massas de spots que tiveram sua fosforilagdo diminuida apds o tratamento com
o peptideo inibidor da PKCBI.

Tedrico Experimental Volume (Norm.)

Spot Id. Proteina Uniprot MS Seq (%) n°dePept. Score M.W.(KDa) pl  M.W.(Da) pl Tatars7 BIV5-3 Razdo (%) ANOVA Localizagéo Fungéo
R32 DNA-directed RNA polymerase I subunit RPB3 RBP3_MOUSE  MALDI TOF/TOF 18 5 37 31,292 4,84 60,501 6,326 0,226 0,125 180,60 0,315412 Nucleus transcription
EX1 Stathmin / Leukemia-associated phosphoprotein p18 STMN1_MOUSE ESI-Q-TOF 14 4 72 17,264 5,76 67,191 4,136 0,226 0,000 - cytoskeleton Differentiation
EX2 Transitional endoplasmic reticulum ATPase TERA_MOUSE ESI-Q-TOF 5 6 86 89,805 514 74182 5,104 0,141 0,000 cytoplasm / nucleus transport
EX3 Heat shock 70KDa GRP78 MOUSE ~ MALDI TOF/ITOF 16 13 278 72377 5,07 Cytoplasm Chaperonin
EX3 78 kDa glucose-regulated protein / Heat shock 70 kDa protein 5 GRP78 MOUSE ~ ESI-Q-TOF 9 © 121 7256 509 61316 4563 0,184 0,000 E?iggﬁjn’:‘” chaperone
EX5 Far upstream element-binding protein 2 FUBP2_MOUSE ESI-Q-TOF 4 5 61 77,184 6,9 72,583 6,490 0,092 0,000 nucleus Transcription regulation
EX8 Ras-related and estrogen-regulated growth inhibitor RERG_MOUSE ~ MALDI TOF/TOF 26 4 30 22566 6,91 Cytoplasm signal transduction
EX9 14-3-3 protein epsilon 1433E_MOUSE ESI-Q-TOF 3 16 87 29,326 4,67 37,280 4,258 0,204 0,000 cytoplasm/ nucleus  protein targeting
EX13 RNA-binding motf protein 3 RBM3_MOUSE ES"QT';?/%"QALD' % 7 66 1655 684 23952 7144 085 0,000 nucleus RNA binding
EX12 CBP80/20-dependent translation initiation factor CTIF MOUSE  MALDITOFTOF 8 5 37 67788 6.19 Cytoplasm, nucleus m”;;ﬁ;’;”:cﬂ;“ed
EX14 peptidylprolyl isomerase PPIG_MOUSE ES"%E%"Q’\LD' 59 13 39 18131 774 24515 790 01 0,000 nucleus protein folding
EX15 peptidylprolyl isomerase PPIG_MOUSE ESI-Q-TOF 43 13 205 18,131 1,74 24,337 8,341 0,119 0,000 nucleus protein folding
EX16 Cofilin-1 (Cofilin, non-muscle isoform) COF1 MOUSE ESI-Q-TOF 32 9 119 18,645 8,26 25,697 8,693 0,094 0,000 Nucleus matrix cytokinesis
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Com essas proteinas identificadas, classificamos as mesmas por
localizac@o sub-celular e por funcéo bioldgica a fim de entender a importancia da
PKCBI na manutencao do estado indiferenciado da célula tronco, conforme figura

10.

A mCitoplasma/
15,00% 14% Nucleo

ENUucleo

B Citoplasma
2,00%

B Mitocondria

EMembrana

15,00%

54,00%

2% 2% o0, . @ Metabolismo
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O Estresse

m Ciclo Celular

® Splicessomo / Transcrigdo

m Chaperona / folding de proteinas
m Citoesqueleto

m Diferenciacao / Manutengao de

10% CTE
B Modificagdo Pés-Traducional

Figura 10: Classificagdo das proteinas cuja fosforilagdo foi diminuida na presenca do peptideo inibidor da
PKCPI por localizagdo sub-celular A. e por fungdo bioldgica B. das proteinas alvos da PKCBI em nucleos de
células tronco indiferenciadas. Os nimeros correspondem a porcentagem desta classe em relagdo ao total
encontrado de acordo com a tabela 5.



Com relacdo a localizagdo sub-celular das proteinas alvo da PKCBI em
células tronco indiferenciadas 54% das proteinas encontram-se no ndcleo, como
era esperado ja que usamos lisados nuclear. Contudo, encontramos também
proteinas encontradas exclusivamente no citoplasma (15%), proteinas
mitocondrias (2%) e constituintes de membranas plasmaticas (15%). Bem como
proteinas que estdo presentes tanto no citoplasma quanto no nuleo incluidas nas
proteinas nucleares (14%).

Com relacdo a funcéo biolégica das proteinas encontradas, ha um
predominio de proteinas envolvidas no controle da expressdo génica pela
maquinaria de Splicessomo e Controle da transcricdo, tais como as proteinas
Heterogeneous ribonucleoprotein. Além disso, h& diversas proteinas envolvidas no
estado de manutencdo da indiferenciacdo, como a Telomere-associated protein
R1F1 (Adans & McLaren, 2004), Transcription intermediary factor 1-beta (TIF1-
beta) (Cammas, 2002), Nucleophosmin (Falini, 2011), Ras-related and estrogen-
regulated growth inhibitor (Habashy, 2011), Nuclear nucleic acid-binding protein
C1D (Zamir, 1994).

Dentre todas as proteinas encontradas na tabela 5, somente
Heterogeneous ribonucleoprotein, nucleophosmin 1 e elongation factor 1 ja haviam
sido identificadas no nosso trabalho anterior lisado total de células tronco
indiferenciadas. (Costa-Junior, 2010), porém nos dois casos obtivemos proteinas
que indicam uma funcdo para a PKCPBI no controle da transcricdo génica ou de

splicing de fatores importantes para o estado indiferenciado das CTE.
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Confirmamos se realmente algumas das proteinas detectadas tinham uma
alteracdo no seu ponto isoelétrico que poderia ser resultante da diminuicdo da sua
fosforilacdo perante a inibicdo da PKCpIl. Para tanto alguns alvos da PKC§I
detectados no nosso fosfoproteoma foram confirmados através de experimentos
de immunoblotting utilizando anticorpos especificos e eletroforese bidimensional
em presenca do inibidor especifico da PKCpI, conforme as figuras 11 a 14 a
seguir. Escolhemos as proteinas — Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein
C1/C2, Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein K, TIF14 e Jagged Protein — pois
sdo proteinas representativas das encontradas no nosso fosfoproteoma. Assim,
estas estdo envolvidas com splicing e controle da transcricdo nos casos de
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein (Barthéléry, et al., 2009, Mikula, M.,
2006), e proteinas envolvidas com a manutencdo da indiferenciagdo como

TIF1p (Seki, er al., 2010) e Jagged protein (Dang, etal., 2009).
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Figura 11: Caracteriza¢do do alvo Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein C1/C2, por immunoblotting de
eletroforese bidimensional, de lisados de CTE tratados com peptideo carreador Tat,;.5; ou BIV5-3 por 15
minutos. Quantificagdo relativa da intensidade dos spots numerados de acordo com figura. Teste
estatistico t de Student (p<0,05) da quantificagdo da intensidade spots, normalizados pelo ponceau.
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Figura 12: Caracterizagdo do alvo Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein K por immunoblotting de
eletroforese bidimensional de lisados de CTE tratados com peptideo carreador Tat,;.s; ou BIV5-3 por 15
minutos. Quantificagdo relativa da intensidade dos spots numerados de acordo com figura. Teste
estatistico t de Student (p<0,05) da quantificagdo da intensidade spots , normalizados pelo ponceau.
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Figura 13: Caracterizagdo do alvo TIF1f por immunoblotting de eletroforese bidimensional, de lisados de

CTE tratados com peptideo carreador Tats;s; ou BIV5-3 por

15 minutos.

Quantifica¢do relativa da

intensidade dos spots numerados de acordo com figura. Teste estatistico t de Student (p<0,05) da

guantificacdo da intensidade spots, , normalizados pelo ponceau.

Jagged Protein
pH 4 pH 7
. -
8 Tat,;.
60 KDa_, v
- IV5-3
60 KDa—, | 112773 B
A
< =Y
pH Range ‘
150004
xx
100004
50004
—
c L) L} L) . Al
& & & o T
«'b‘g QQ\ «'b\;\ @ «’b‘;\ \\S\
N o Vv g > e
> o > S & 3
R K < KX R R

Figura 14: Caracterizacdo do alvo Jagged protein por immunoblotting de eletroforese bidimensional,
tratados com peptideo carreador Taty;.s; ou BIV5-3 por 15 minutos. . Quantificagdo relativa da intensidade
dos spots numerados de acordo com figura. Teste estatistico t de Student (p<0,05) da quantificacdo da

intensidade spots, normalizados pelo ponceau.



Também, verificamos se a proteina TIF1p é um alvo direto da PKCBI. TIF1p
recombinante e purificado comprado comercialmente, e Histona H3, um substrato
conhecido das PKCs (Huang, et al., 2004), foram fosforilados in vitro com a PCKpI
recombinante, segundo o protocolo de fosforilacao in vitro descrito nos materiais e
métodos. A reacao de fosforilagdo foi entdo submetida a SDS-PAGE e corada com

o fosfo-corante Pro-Q Diamond e com Coomassie G-250, conforme pode ser visto

na figura 15.
Histona H3 TIF1B
Sem Com Sem Com
PKC PKC PKC PKC
MW MW -
53,54 & Pro-Q
L ‘| Diamont
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53,54 Coomassie
1 G-250
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Figura 15: SDS-PAGE de fosforilagdo in vitro do substrato Histona H3 e TIF1f pela PKCBI. 5ug de
lisado por pogo. Substratos tratados na presenca e auséncia de PKCPI e seus ativadores calcio e
fosfolipideo in vitro, e reacdo parada por tampao de amostra Laemmli, e resolvido em eletroforese,
corado tanto com Pro-Q Diamont e por Coomassie G-250.




Neste experimento, pode-se observar um aumento da fosforilagdo das
proteinas Histona e TIF1p na presenca da PKCpI ativada (com Fosfolipideo e
Calcio), visto pela coloracdo de Pro-Q-Diammond. Estudos posteriores

confirmaréo se o TIF1p é um alvo direto da PKCPI nas células.

Como boa parte das proteinas encontradas estdo relacionadas com o
controle da maquinaria de transcricdo ou splicing alternativo, acreditamos que
indiretamente a PKCpI esta regulando a expressao de genes que possam atuar no
balanco entre autorenovacdo e diferenciagdo das CTE. A fosforilacdo de Tif1
parece ser essencial para a sua funcdo na manutencdo do estado indiferenciado
das CTE regulando a expressao de fatores de indiferenciagdo como Oct 3/4 e
Nanog (Seki, et al., 2010). Acreditamos que a PKCpBl esteja envolvida na
manutencdo do estado indiferenciado ou inibicdo da diferenciacdo das CTE.
Dessa forma, com o objetivo de utilizar outra forma de inibicdo de PKC}lI,
verificamos se a inibicdo por silenciamento com RNA de interferéncia para a
PKCBI alterou a expressdo de proteinas envolvidas na manutencdo do estado
indiferenciado das CTE.

Testamos diferentes concentragfes de oligos de siRNA (50nM, 100nM,
150nM e 2000nM), e o tempo de inibicdo (24h, 48h e 72h) (dados ndo mostrados).
Escolhemos a concentracdo de 50mM em 48 horas para todos os estudos

subsequentes por causa da observagdo da diminuicdo da expressdo da proteina
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PKCBI por immunoblotting. Segundo a figura 16, diferentes oligos de siRNA (T1,

T2 e T3) foram testados individualmente e em conjunto.

sipIPKC (50nM) 40000-
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Figura 16: Immunoblotting do silenciamento da PKCPI por siRNA e seu efeito na expressdo de fatores de
indiferenciagdo como o TIF1, e Nanog. Andlise individual dos oligos de siRNA (T1, T2 e T3), ou combinados
Teste estatistico t de Student (p<0,05) da quantificacdo da intensidade das bandas em relagdo ao Controle.
Dados de intensidade normalizado em relagdo a expressao de aTubulina, n=3
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Nesse experimento, ha o silenciamento da PKCBI em CTE, principalmente
guando utilizamos os trés oligos de siRNA individualmente (T1, T2 e T3), com o
uso em conjunto, ha uma menor eficiéncia no silenciamento, utilizando oligos
combinados dois-a-dois (T12, 13, T23) ou mesmo utilizando os trés juntos (T123).
Mostramos essa reducdo de expressdo de PKCpI utilizando dois anticorpos
comerciais distintos. A auséncia de efeito com o siRNA para outra isoforma da
PKC, a PKC3, sugere que essa inibicao é especifica para a PKCpI.

Observamos as formas de peso molecular menores da PKCBI ~60 KDa,
conforme descrito por Costa-Junior e outros (2010) como formas encontradas
frequentemente no nucleo. Estas formas, também foram silenciadas com siRNA
para PKCpL.

Ainda, acompanhando o silenciamento da PKCpBIl, ha uma reducgéo
equivalente da proteina TIF1B o qual pode ser um substrato direto/ indireto da
PKCpBI, e segundo Seki e colaboradores (2010) € uma proteina importante que
auxilia na manutencdo da indiferenciagdo de CTE. Ocorreu também um
decréscimo da expressdo do marcador de indiferencicdo Nanog. Esses dados
corroboram os dados da literatura que demonstram a importancia do
TIF1pB fosforilado na manutencdo do estado indiferenciado das CTE e na
regulacdo da expressado de fatores de indiferenciacdo. Também, sugerem que a
PKCBI além de induzir a fosforilagdo do TIF1p ou de fosforilar o0 mesmo, regula a

expressao dessa importante proteina.
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Em conjunto estes dados de fosfoproteGmica sugerem que a PKCpI esteja
envolvida na regulacdo de fatores de transcricAo e de remodelamento da
cromatina regulando a expressao de proteinas importantes para a manutencao do
estado indiferenciado ou inibicdo da diferenciacdo das CTE.

Para identificar outros genes/ proteinas cuja expressdo é regulada pela
PKCBI, tratamos as CTE por uma e trés horas com o peptideo inibidor da PKC}I
(BIV5-3) em condigbes de cultivo que as mantém indiferenciadas. Lisamos as
células, e preparamos extratos proteicos totais e géis bidimensionais, conforme

descrito anteriormente.

Identificacao das proteinas que tem altera¢oes de expressao por

inibicao da PKCpI

Através de ferramentas de protedbmica com géis 2D-PAGE (Figura 17)
identificamos as proteinas cuja expressao esta diminuida com a inibicdo
prolongada da PKCpI. Conforme visto na figura 17, em vermelho estdo marcados
0s 87 spots que tiveram a sua expressao, diminuida apos uma hora de
tratamento com o peptideo inibidor da PKCBI. Por outro lado, em azul estdo
representados os 65 spots que também tiveram uma reducdo na sua expressao
ap0s o tratamento com o peptideo por trés horas. Na tabela 6 e 7 h4d a

identificacdo destes spots.
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Figura 17: Eletroforese Bidimensional com a Inibigdo da PKCBI por BIV5-3 durante 1 e 3 horas. Spots significativos em relagdo ao controle Taty;s; no
respectivo tempo marcados em Vermelho (87 spots) ou Azul (65 spots). Identificagdo dos mesmos segundo tabela 6 e 7.



Tabela 6: Identificagdo por espectrometria de massas de spots que diminuiram sua expressdo com a inibicdo da PKCPI por BIV5-3 durante 1 hora. Com marcagdo em
vermelho, proteinas chave das redes de de biologia de sistemas das figuras 19, 20 e 21.

Tediios Experimental Volume (Norm) 1 hora Volume (Norm.) 3 horas
Spot Id. Proteina Uniprot MS Seq (%) n°dePept. Score M.W.(KDa) pl M.W. (Da) pl Tatars7 BIV5-3 Razéo (%) ANOVA Tatars7 BIV5-3 Razéo (%) ANOVA Localizagao Funcéo

o - ) ) ) )

1h3 1Q g protein, c108P Mouse MALD! 8 3 121 31,33 482 3821502  3,90387  0,372461 0,254676 68,37655486 0,0169717 0,308815 0,208683 67,57540023  0,106116 Mitochondrion Apoptosis / mRNA splicing /
(GC1q-R protein) TOFITOF ibosome biogenesis
Stress-70 protein, VALDI-

1h15 75 kDa glucose-regulated protein, GRP-75, Heat shock 70 kDa protein9, Mortalin  GRP75_ MOUSE ot 10 4 267 64152 611 6350053 5627026  0,170443 0,129206 75,80598793 0,306657 0,224204 0,131682 58,73311805  0,344576 / Nucleus ~ Cell Proli / Chaperone
1h22 Calcium/calmodulin-dependent protein kinase type |1 subunit beta (Camk2b) Q5SVIO_MOUSE T“é/;,L.EolrF 3 3 53 58,788 6,87 35,8742 4,395 0,600312 0,581258 96,82598382 0,897585 0,1555573 0,0688761 44,27699632  0,0579912 Cytoplasm Signaling pathway
1h34 Stathmin, Leukemia-associated phosphoprotein p18 STMN1_MOUSE Tné/;/LTDOIrF 12 3 55 17,133 5,77 29,5142 6,388711 0,423018 0,382906 90,51766119 0,107938 0,317224 0,310756 97,96106221  0,944209  Cytoplasm / Cytoskeleton Differentiation
1h39 Electroneutral sodium bicarbonate exchanger 1 S4A8_MOUSE T"g’:'/‘TD(')'F 1 3 59 118027 618 3082433 5223303 0430831 0,377138 87,53734063 0,921554 0,549011 0,373046 67,94872962 05111833 Membrane lon transport
1h40 Coiled-coil domain-containing protein 66 CCD66_MOUSE T“é/;/L_EOI’F 2 3 52 59,263 8,57 30,7843 5,0223 0,643295 0,483851 75,21448169 0,335301 0,661676 0,654974 98,98711756  0,970115 Nucleus Differentiation
1h41 Dyslexia-associated protein KIAA0319 homolog K0319_MOUSE T"g’;'/‘TD(')'F 1 3 49 119075 503 3020799  4,8276  0,328548 0,263176 80,10275515 0,0680759 0,287423 0,235829 8204945324 0,414175 Differentiation /
1h43 Translationally-controlled tumor protein TCTP_MOUSE T"é’:/LE(')'F 8 3 57 10566 476 31,7561 4336576 105183 0,580117 55,1531141 0,182101 1,06673 0,969043 0084238748 0,697372  Cytoplasm / Cytoskeleton D‘"E’E::r::‘;: ; ;‘s’“ cell
1h48 Eukarxonc translation initiation factor 4H IF4H_MOUSE Tné/;I/‘TDOIrF 8 3 111 27,251 6,92 3654163  6,555216 0,370019 0,256762 69,39157178 0,258267 0,274585 0,254258 92,59719213  0,796204 Cytoplasm Protein biosynthesis
1h48 Ca'b""y(‘E’gg‘fffelx[;:’;Dp"“ 3 CBR3_MOUSE T"é’:/LE(')'F 6 3 62 31,34 615 3654163 6555216 0370019 0,256762 60,30157178 0,258267 0,274585 0,254258 9250719213 0,796204 Cytoplasm Oxireductase
1h70 Alpha-enolase (EC 4.2.1.11) ENOA_MOUSE T”é‘;';_rDc')‘F 12 3 202 47328 636 4337512 5603589 151903 1,014725 66,80085318 0,108953 0887271 0,879775 99,15516229  0,970009 Cytoplasm Metabolism
1h 70 Elongation factor 1-gamma, eEF-1B gamma EF1G_MOUSE TACA)/;I/:?CI;F 3 3 57 50,246 6,33 4337512  5,693589 1,51903 1,014725 66,80085318 0,108953 0,887271 0,879775 99,15516229  0,970009 Cytoplasm Protein biosynthesis
1h71 Alpha-enolase (EC 4.2.1.11) ENOA_MOUSE T"é’;,L_EO"F 15 4 273 47,328 636 5232138  6,238887 0862699 0,635173 73,62625898 0,209099 0,651195 0521135 8002748793 0,529975 Cytoplasm Metabolism
1h67 Voltage-dependent calcium channel gamma-8 subunit CCGB_MOUSE T’g’:';f(')'F 3 3 57 43832 932 5196853 695479  0,304856 0,535183 175,56272 0,225135 0,16205 0,240898 148,6565875  0,250034 Membrane on transport
1h17 Prolferating cell nuclear antigen, PCNA, Cyciin PCNA_MOUSE T"gﬁ/LTD(')'F 12 3 156 20348 471 3803726 5210816  0,647093 0,557281 86,12069672 0,552504 0,546056 0,366155 67,05447793  0,0987151 Nucleus Cell cycle
1h22 3 protein gamma, Protein kinase C inhibitor protein 1 1433G_HUMAN T’g’:';fc')'F 5 3 63 28325 48 3316922 4436642 230749 2,0736 89,86387807 0,33835 1,82804 1,40995 77,09110195  0,173792 Cytoplasm Signaling pathways
1h40 Phosphatidylethanolamine-binding protein 1, PEBP-1 PEBPL_MOUSE T"é’;/LEO"F 21 3 106 20857 519 307843 50223  0,643295 0,483851 75,21448169 0,335301 0,661676 0,654974 98,98711756  0,970115 Cytoplasm protease inhibitor
1h39 Ubiquitin-conjugating enzyme E2 K (EC=6.3.2.19) UBE2K_BOVIN T’g’:';f(')'F 13 3 130 22376 533 3082433 5223303  0,430831 0,377138 87,53734063 0,921554 0,549011 0,373046 67,94872962 05111833 Cytoplasm Protease
1h43 Translationally-controlled tumor protein, TCTP TCTP_MOUSE T"é’;/L_EO"F 8 3 103 19564 476 31,7561 4336576 105183 0,580117 55,1531141 0,182101 1,06673 0,969043 90,84238748  0,697372 Cytoplasm Stem Cell Maintenance
1h44 Eukaryolic translation intation factor 4H, lF-4H IF4H_MOUSE T"é’:'/f(')'F 13 3 134 2725 692 3130075 5660337  0,611949 0,475713 77,73736047 0,432362 0,548266 0,384942 70,21081008  0,412104 Cytoplasm Protein biosynthesis
1h84 Peptidy-prolyl cis-trans isomerase FKBP4, PPlase FKBP4 (EC=5.2.1.8) FKBP4_MOUSE T’g’;%'F 2 3 54 51,808 554 5698775 5231627 221249 1,83042 83,13800288 0,0751588 2,32135 2,23383 96,22078008 0,856287  Cytoplasm / Nucleus Chaperone / Isomerase
184 mportin subunit alohac IMAL MOUSE ~ MAtU" 5 3 54 58,234 549 5698775 5231627 221249 1,83942 83,13800288 0,0751588 2,32135 2,23383 96,22978008  0,856287 Nucleus Protein Transport
1h85 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase FKBP4, PPlase FKBP4 (EC=5.2.1.8) FKBP4_MOUSE TACA)/;/LTDCI;F 13 5 304 51,808 554 57,0177 52448 2,3192 1,82039 78,88021732 0,071539 21233 2,220191 1045632271 0,872911  Cytoplasm / Nucleus Chaperone / Isomerase
1h 86 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase FKBP4, PPlase FKBP4 (EC=5.2.1.8) FKBP4_MOUSE T“é/;/L.EolrF 2 3 50 51,808 554  57,19203 5,3911 2,436679 1,749592 71,80231783 0,068593 2,2394 2,34962 104,9218541  0,894729 Cytoplasm / Nucleus Chaperone / Isomerase
1h42 Chromobox protein homolog 1, Heterochromatin protein 1 homolog beta CBX1_MOUSE T’g’:’;f& 6 3 58 21519 485 3006206 4536535  1,05183 0,980117 93,18207315 0,182101 0,468727 0,0873535 18,63632776  0,697372 Nucleus T'a"scr:g‘lﬁli/c :'Sm"e




Tabela 7: Identificagdo por espectrometria de massas de spots que diminuiram sua expressdao com a inibi¢do da PKCBI por BIV5-3 durante 3 horas. Com marcagdo em
vermelho, proteinas chave das redes de de biologia de sistemas das figuras 19, 20 e 21.

Volume (Norm.)

1hora

Volume (Norm.)

3 horas

Tedrico Experimental
Spot Id. Proteina Uniprot MS Seq (%) n°dePept. Score M.MW.(KDa) pl M.W. (Da) pl Tatars? BIV5-3 Raz&o (%) ANOVA Tatars? BIV5-3 Razao (%) ANOVA Localizagao Fungao

3h1 Transcription factor E2F3, E2F-3 E2F3_MOUSE T’\é/;I/-P(I)'F 4 3 58 49,133 533  28,86054  3,679115 0,54622 0,564212 103,2939109 0,848245 0,678177 0,407108 60,02975624  0,0356534 Nucleus Transcription regulation
3h12 Protein SET, Phosphatase 2A inhibitor 12PP24, SeT Mouse  MALDE 3 153 33358 422 5502124 3679115  0,956869 0,118901 12,42604787 0,20881 0,580129 0,287816 49,61241379  0,146339  CVioplasm/ Apoptosis / T /

Template-activating factor | - TOF/ITOF reticulum / Nucleus histone regulation
3h24 Eif2c2 protein Q8R3Q7_MOUSE T%FA:;"E(I)F 2 3 54 60,457 9,25 4977156  7,025548 0,535183 0,304856 56,96294539 0,225135 0,240898 0,16205 67,26913465  0,250034 Nucleus Transcription regulation
3h36 Histone MYST histone 2 isoform CRA_c Q1AJDO_MOUSE TAS)EI;T[)(;F 3 3 60 71,263 9,01 2191751  6,451161 0,727606 0,658644 90,52206826 0,877372 0,624796 0,444076 71,075359 0,12842 Nucleus Chromatin / histone regulation
3h42 Translationally-controlled tumor protein, TCTP TCTP_MOUSE T%}A:}'ngF 8 3 52 19,566 4,76 31,03207  5,140058 2,30749 2,0736 89,86387807 0,33836 1,82894 1,40995 77,09110195  0,17792 Cytoplasm Stem Cell Maintenance
3h42 Proteasome alpha 5 subunit (EC=3.4.25.1) Q3UPK6_MOUSE Thé/;I/-EOI'F 19 3 168 26,568 4,74 31,72234  5,090112 2,30749 2,0736 89,86387807 0,33836 1,82894 1,40995 77,09110195  0,17792 Cytoplasm Protease
3h43 14-3-3 protein z Ita_Protein kin: inhibitor protein 1 1433Z_MOUSE T’géllhf(;F 13 3 89 27,928 4,73 31,81325  5,102598 2,3709 2,0036 84,50799275 0,3833 1,88942 1,4195 75,12887553  0,16927 Cytoplasm Signaling pathways
3h44 14-3-3 Erclem zeta/delta, Protein kinase C inhibitor Erclein 1 1433Z_MOUSE T’gé/L'E(;F 11 3 76 27,928 4,73 31,9325 5,113545 2,47687 1,98872 80,29165842 0,28323 1,99843 1,3583 67,96835516 1,1343 Cytoplasm Signaling pathways
3h44 Histone MYST histone 2isoform CRA_c Q1AJDO_MOUSE T’\é‘)}A:;-TDCI)F 3 3 50 71,263 9,01 31,9325 5,113545 2,47687 1,98872 80,29165842 0,28323 1,99843 1,3583 67,96835516 1,1343 Nucleus Chromatin / histone regulation
3h44 Protein kinase C and casein kinase substrate in neurons protein 2, Syndapin 2 PACN2_MOUSE Th:)/;I;E(;F 3 3 56 56,146 51 31,9325 5,113545 2,47687 1,98872 80,29165842 0,28323 1,99843 1,3583 67,96835516 1,1343 Membrane Endocytosis
3h47 Proliferating cell nuclear antigen, PCNA, Cyclin PCNA_MOUSE T’gﬁ/LTDC:F 16 3 53 29,114 4,66 37,82518 5,210816 0,647093 0,557281 86,12069672 0,552504 0,546056 0,366155 67,05447793  0,0987151 Nucleus Cell cycle

Histone-lysine N 2A, Lysine N 2A (EC=2.1.1.43), MALDI-
3h47 Myeloid/lymphoid or mixed-lineage leukemia protein 1, Zinc finger protein HRX, MLL KMT2A_MOUSE TOFITOF 1 3 53 434,255 9,29 37,82518  5,210816 0,647093 0,557281 86,12069672 0,552504 0,546056 0,366155 67,05447793  0,0987151 Nucleus Histone regulation
cleavage product N320, MLL cleavage product C180

3h57 Eukaryotic initiation factor 4A-I, elF-4A-I, (EC=3.6.4.13) IF4A1_MOUSE T%}A:}'rDoI‘F 12 3 121 46,357 532 4746401  6,268023 0,316654 0,238162 75,21206111 0,537108 0,370267 0,1941 52,42163088  0,164282 Nucleus Transcription regulation
3h57 Creatine kinase B-type (EC=2.7.3.2) KCRB_MOUSE T’\éiA:I/-P(I)'F 3 3 50 42,976 54 47,46401  6,268023 0,316654 0,238162 75,21206111 0,537108 0,370267 0,1941 52,42163088  0,164282 Cytoplasm Signaling pathways
3h6l ATP synthase subunit beta, mitochondrial (EC=3.6.3.14) ATPB_MOUSE T’S’;I{-E(Ijrli 1 4 107 56,265 519 50,73315  5,539632 0,917577 0,71693 78,13295233 0,229735 11113 0,446524 40,18032934  0,0987966 mitochondrion ATP synthesis
3n6t Nucleoporin GLEL GleLMouse MAE g 3 50 79989 731 507315 5539632 0917577 071693 7813295233 0229735 11113 0446524 4018032934  0,0087966 Nucleus MRNA transport
3h1 Proslaalandm E sxnmase 3 (EC=5.3.99.3 Telomerase-bmdmﬁ Eroleln 223 TEBP_MOUSE T’g/:;"FDOI‘F 8 3 65 18,995 4,36  28,86054  3,679115 0,54622 0,564212 103,2939109 0,848245 0,678177 0,407108 60,02975624  0,0356534 Cytoplasm / Nucleus Metabolism
3h60 37/67 kDa laminin receptor RSSA_MOUSE TRS}A:;'TD(I)F 18 3 240 32,954 4,85  69,04017  6,097371 0,632286 0,596453 94,33278611 0,715001 0,550166 0,340953 61,97275004  0,266121 Membrane Receptor
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Com a analise dessas proteinas, cuja expressao foi reduzida, mediante a
inibicdo da PKCI por uma e trés horas, contamos com uma grande quantidade de
informacéo para nos auxiliar a entender as vias de atuacdo da PKCpI nas CTE.
Primeiramente classificamos estas proteinas pela sua localizacdo sub-celular e
pela sua funcgdo, (figura 18). Ndo ha prevaléncia das proteinas identificadas por
algum compartimento sub-celular, porém, boa parte destas estdo envolvidas com
a Regulacédo da Transcricao / Modificacdo de Histonas (23%), Sinalizacéo Celular
(14%) e Manutencéo / Diferencicdo de CTE (14%). Estes dados, nos ajudam a

comprovar a funcdo de PKCBl em CTE.
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Figura 18: Classificacdo por localizagdo sub-celular (A) fungdo bioldgica (B) das proteinas cuja expressao foi
reduzida perante a inibigdo da PKCBI nas CTE E14TG2A indiferenciadas. Os numeros correspondem a
porcentagem desta classe em relagdo ao total encontrado de acordo com a tabela6e 7.



Para nos auxiliar a extrair informacao das possiveis vias que estdo sendo
moduladas, utilizamos a plataforma de bioinformatica MetaCore (Thomson
Reuters) para uma abordagem de biologia de sistemas, conforme as figuras 19, a
21. Nao identificamos nenhuma via especifica que envolvesse as proteinas
encontradas, dessa forma decidimos investigar se as proteinas encontradas
interagem entre si. Conforme podemos ver as proteinas marcadas com um ponto
vermelho foram as proteinas encontradas no protedma cuja expressao diminuiu na

presenca do inibidor da PKCpI.
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Figura 19: Analise de Biologia de Sistemas de possiveis redes de interagdo proteica das proteinas cuja
expressdo diminuiu perante o tratamento com o peptideo inibidor da PKCBI, BIV5-3 por 1 e 3 horas.
Proteinas com um ponto vermelho representam proteinas encontradas nas Tabelas 6 e 7. As setas
representam interagdes confirmadas pela literatura. As demais cores representam distintas classes de
proteinas. A expressdo das s proteinas marcadas com um quadrado verde, foi validada por PCR em tempo
real.
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Figura 20: Andlise de Biologia de Sistemas de possiveis redes de interacdo proteica das proteinas
cuja expressao diminuiu perante o tratamento com o peptideo inibidor da PKCBI, BIV5-3 por 1 e 3
horas. Proteinas com um ponto vermelho representam proteinas encontradas nas Tabelas 6 e 7. As
setas representam intera¢des confirmadas pela literatura. As demais cores representam distintas
classes de proteinas. A expressdo das s pbroteinas marcadas com um auadrado verde. foi validada por
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Figura 21: Andlise de Biologia de Sistemas de possiveis redes de intera¢do proteica das proteinas
cuja expressao diminuiu perante o tratamento com o peptideo inibidor da PKCBI, BIV5-3 por 1 e 3
horas. Proteinas com um ponto vermelho representam proteinas encontradas nas Tabelas 6 e 7. As
setas representam intera¢des confirmadas pela literatura. As demais cores representam distintas
classes de proteinas. A expressdo das s proteinas marcadas com um quadrado verde, foi validada por
PCR em tempo real.
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Com essa analise de biologia de sistemas encontramos 17 proteinas,
sublinhadas em vermelho, nas tabelas 6 e 7, e marcadas com um ponto vermelho
nas figuras 19 a 21, reguladas pelo c-Myc.

Como observamos nessas trés redes de interacdo, boa parte destas
proteinas sofrem acéo direta ou indireta do fator de transcricgdo c-Myc. Segundo
alguns dados da literatura, de fato esse fator de transcricdo possui correlacéo
positiva com a PKCBl em diversos tipos de canceres, ou seja, com uma maior
expressdo de PKCBI, nesses tumores, ha uma maior atividade de c-Myc
(Bernstein et al., 1991, Lerga et al., 1999).

Segundo Levens (2008) cerca de 15% dos genes de humanos sé&o
regulados por c-Myc. Nossos dados sugerem que a PKCBI de alguma forma
regula a expressdo de proteinas reguladas pelo c¢c-Myc podendo diretamente
regular a atividade do c-Myc. Primeiramente verificamos se a expressédo do c-
Myc em si foi alterada. Como pode ser visto na figura 22, ndo parece ter ocorrido
uma alteracdo significativa na expressdo do c-Myc apos a inibicdo da PKCpI

tanto com o peptideo inibidor quanto com siRNA para a PKCpI.
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Figura 22: Immunoblotting do silenciamento / inibigdo da PKCPI por siRNA e por agdo de BIV5-3, e suas
consequéncias na expressdo do fator de transcricdo C-Myc. Teste estatistico t de Student (p<0,05) da
quantificacdo da intensidade das bandas em relag¢do ao Controle. Dados de intensidade normalizado em relacdo
ao Colorac¢do de Ponceau.
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Segundo Wang e colaboradores (2011), a expressédo de c-Myc é afetada
por fosforilagdes na treonina 58 e na serina 62, regulando a estabilidade e
atividade dessa proteina. Desta forma, avaliamos se ocorre uma mudanga na
fosforilacdo de c-Myc apdés a inibicdo da PKCpIl. Para isso, realizamos
eletroforese bidimensional com lisados inibindo a PKCBI com o peptideo inibidor
da PKCBI, BIV5-3, 3 horas, e silenciando a mesma pelos oligos de siRNA (T1, T2
e T3). Na Imagem 23, o immunoblotting contra c-Myc desses géis bidimensionais
demostra ligeiras alteracfes de expressdo (no caso do siRNA T1) e de ponto
isoelétrico, e possivelmente fosforilagdo, no caso de BIV5-3. Na imagem, ha uma
linha do ponto isoelétrico de c-Myc (pl 9), e a esquerda encontrasse o polo &cido,
e ao lado direito o polo basico. Também, tentamos realizar o experimento de
fosforilcdo in vitro de c-Myc com PKCpI, conforme descrito anteriormente, mas
aparentemente ndo ha fosforilagdo dessa proteina pela PKCBI. Porém parece que

a fosforilagcdo do c-Myc néo esté sendo diretamente regulado pela PKCpIL.
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Figura 23: A. SDS-PAGE de amostras de C-Myc fosforiladas in vitro pela PKCBI. Substratos incubados
na presenca e auséncia da PKCBI in vitro, e reagdo parada por LB Buffer, e resolvido em eletroforese,
corado com Pro-Q Diamont e por Coomassie G-250. B. Imuno-bloting de eletroforese bidimensional
Anti-C-Myc com o silenciamento / inibi¢do da PKCPBI por siRNA e por acdo de BIV5-3 durante 3 horas.

Em vermelho, linha com o ponto isoelétrico exato de C-Myc.
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Com este conjunto de dados envolvendo a possivel influencia de PKCBI na
atividade de c-Myc e como essa relacdo € importante para as vias que levam a
auto-renovacao em CTE, decidimos investigar do ponto de vista de Transcricao,
como a PKCpBI rege a expresséo de genes os quais estdo up e downsteam de c-
Myc de acordo com nossas redes de biologia de sistemas representadas nas
figuras 19, 20 e 21 pelos quadrados verdes. Para isso, realizamos experimentos
de PCR em tempo real, além da PKCBI, e c-Myc os quais sd0 nossos objetivos
centrais, quantificamos também a expressdo de Oct 4 para avaliar se nossa
Inibicdo influencia o estado de indiferenciacéo de CTE.

Além disso, estudamos a transcricdo de outro membro da familia Myc —
E2F — para ver se ha algum efeito compensatoério. SAHH é o gene o qual traduzido
corresponde a proteina Adenosylhomocysteinase, importante enzima na
biossintese de diversos aminoacidos. CDK4 €& uma importante quinase
dependente de ciclina, fundamental no controle de progressédo de ciclo celular.
Boat é o Brother of ataxin-1 o qual é uma proteina de ligacdo a cromatina e
desempenha um papel de controle de transcricdo em eucariotos. En trata-se de
um Homeobox protein engrailed-1, importante no desenvolvimento embrionario. Ja
APR trata-se da Apoptosis-related protein 1, a qual atua como controle do ciclo
celular. DUTP, corresponde a enzima de metabolismo de nucleotideos dUTP
pyrophosphatase, e por fim dois fatores de iniciacdo da traducédo, Eif4Al e Eif2A.
Estes genes foram escolhidos por serem representativos nas nossas redes de

biologia de sistemas e por serem de classes de fun¢bes as quais acreditamos que

a PKCBl e c-Myc estdo influenciando na auto-renovagcdo de CTE.
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Figura 24: Analise de PCR quantitativo por Real Time de genes relacionados ao silenciamento / inibigdo da PKCBI por siRNA ou BIV5-3. Dados normalizados pela expressdo
relativa ao GAPDH. Imuno-bloting ilustrativo com os mesmos tratamentos para visualizagdo a nivel traducional.
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Figura 26: Analise de PCR quantitativo por Real Time de genes relacionados ao silenciamento / inibigdo da PKCBI por siRNA ou IV5-3. Dados normalizados pela

relativa ao GAPDH.
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Com relacdo a estes experimentos de Real Time, houveram diversas
alteracOes significativas com nosso tratamento de silenciamento / inibicdo da
PKCBI, como o proprio nivel de transcrito do gene PKCpI sob o silenciamento por
siRNA. Ainda, ha dimunicdo observamos uma diminuicdo no nivel de transcricao
de c-Myc, ainda que néo significativa pelo teste t (p<0,05). Percebemos que ha
importante proteinas regulatérias e nucleares que sofrem drasticas alteracfes
significativas de transcricdo com o silenciamento / inibicdo da PKCBI como E2F,
CDK4, BOAT, En, Eif2A e dUTP. A inibicdo da PKCpI levou a um aumento do
RNA para a CDK4 e E2F de fato dados da literatura indicam que o c-Myc regula a
expressdo do CDK4 e que esses fatores regulam a expressédo do c-Myc também
(Hermeking, et al., 2000). A inibicdo da PKCPI poderia dessa forma acarretar
num aumento da atividade do c¢-Myc. Embora algumas proteinas reguladas
pelo c-Myc tenham sido diminuidas perante a inibicdo da PKCBI com o peptideo
inibidor. A inibicdo da mensagem e a inibicdo com o peptideo podem ter efeitos
contrarios.

Como a técnica de 2D-PAGE é pouco sensivel frequentemente detectando
proteinas altamente expressas, decidimos fazer uma andlise em larga escala sem
géis bi-dimensionais. De fato, dados de larga escala nos indicam que apés o
tratamento com o inibidor da PKCpI por 3 horas encontramos um aumento na

expressao de proteinas que séo reguladas pelo c-Myc (tabelas 8 e 9).
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Identificacao de proteinas cuja expressao foi diminuida apos o

tratamento com o inibidor da PKCBI por protedmica em larga escala

A fim de validar a nossa hipotese de que inibindo-se a PKCpI observa-se
alteracbes na traducdo de proteinas reguladas por c-Myc, realizamos
experimentos de protebmica de larga escala com a identificacdo e quantificacdo
de proteinas detectadas exclusivamente apos a inibicdo da PKCpI pelo peptideo
BIV5-3 por 3 horas.Utillizando-se o software MetaCore determinou-se quais
dessas proteinas sdo reguladas por c-Myc. (tabelas 8 e 9). A identificacdo, com

scores, e nome completo das protel’nas encontram-se em Anexo.
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Tabela 8: Proteinas cuja expressdo é regulada pelo C-Myc encontradas exclusivamente nas células tratadas com Tat,;.5; por 3 horas.

e Obje & b g OPie R ect g Mechanisggy . 0 - eference - Signal_{ p-valua SIAIBERTH  Signal | p-valua
27 c-Myc |Transcription| GC1QBP Generic Transcription Association of c-Myc 035658 0
factor binding regulation with GC1QBP was
protein identified by tandem
Activation « affinity purification 17314511;19030024;
(TAP) and the mass 19796622;21860422
spectral
multidimensional
31 c-Myc |Transcription|PRDX4 Generic Transcription c-Myc probably 008807 0
factor enzyme Activation |regulation X regulates transcription | 18277385:21969377
of PRDX4 in human B-
35 c-Myc |Transcription|ACP1 Protein Transcription Using gene expression Q9D358 0
factor phosphatase L regulation profiles with ChIP-PET
Activation X it was shown that ACP1 17093053
is direct c-Myc-
38 c-Myc |Transcription| ABC50 Generic Transcription c-Myc associates with Q6P542 0
factor channel Activation |regulation X ABCS50 gene promoter. | 21693596;19118200
40 c-Myc |Transcription| TRNT1 Generic Transcription Using gene expression Q8K1J6 0
factor enzyme o regulation profiles with ChIP-PET | 17093053:19030024;
Activation X |itwas shown that 19796622:19079543
TRNTL1 is direct c-Myc-
107 |c-Myc [Transcription|CDK2 Protein Transcription CDK2 promoter has a |12808131;9163430;1 P97377 0
factor kinase Activation |regulation X putative c-Myc-binding |6902412;22623531;1
site in Burkitt's 7157259;19143767
112 |c-Myc |Transcription| MCM4 Generic Transcription Binding of c-Myc to P49717 0
factor enzyme regulation MCM4 was identified
by sequence analysis | 12695333;111396009;
Activation X and quantitative 17093053;17411336;
chromatin 19915707;21150319
immunoprecipitation in
Vivo
130 |c-Myc [Transcription|RhoGAP6 |Regulators Transcription Using gene expression 054834 0
factor (GDI, GAP, regulation profiles with ChIP-PET
GEF) Activation x  |itwas shown that 17093053
ARHGAPS is direct c-
Myc-regulated target.
188 |c-Myc |Transcription|Alpha-actinin|Generic Transcription Alpha-actinin 1 Q7TPR4 0
factor 1 binding Activation regulation « promoter has a putative | 19079543;17411336;
protein c-Myc-binding site. 17093053;19915707
202 |c-Myc |[Transcription|RPS20 Qen(_aric Transc_ription c-Myc gct_ivates 12808131:17093053: P60867 0
factor blnctilr_Ig At regulation X transcription of RPS20 24210820:19796622;
protein

19030024
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Tabela 9: Proteinas cuja expressdo € regulada pelo C-Myc encontradas exclusivamente nas células tratadas com BIV5-3 por 3 horas.

# Obje Obje Pg SO Obje Pg e e omo sapieg 0 Reference put ID: Signal | p-value put ID Signal | p-value
= = Ei Ej Object "TORS = Ei = = B norvegicud = S = = = = S =
43 |c-Myc Transcription |Ku70 Generic binding Transcription Ku70 promoter has a putative c-Myc-binding ; P23475
factor protein Activation e jation x x x site in Burkitt's lymphoma cells. 451}‘20942‘301?
99 c-Myc Transcription  |MCM6 Generic i Transcription MCM6 promoter has a putative c-Myc-binding TS50 o0 P97311 0|
factor enzyme Activation g jation X x X site. 002741‘ 197965225
107 |c-Myc Transcription  |BXDC2 Generic binding i Transcription c-Myc probably regulates transcription of TBSSS 65 o0 QIDCAS 0|
factor protein Activation o4 ation x x x BXDC2. 9543 iizgsezz;
140 |cMyc Transcription | TIP120A Generic binding| Transcription Using gene expression profiles with ChIP-PET | 17093053;1741 Q62Q38 of
factor protein ctivation | requlation X x x it was shown that TIP120A is direct c-Myc- 1336
218 c-Myc Transcription ATP1A1 Generic Activat Transcription Association of c-Myc with ATP1A1 was 12119103;1709 Q8VDN2 0|
factor channel ctivation | requlation X x x identified by tandem affinity purification (TAP) | 3053:17314511
226 [c-Myc Transcription  [CSE1L Transporter Transcription Association of c-Myc with CSE1L was 170930531731 (Q9ERK4 0l
factor Activation | roqation x x x identified by tandem affinity purification (TAP) 451}(;1131336;
269 c-Myc Transcription LARP1 Generic binding o Transcription Using gene expression profiles with ChIP-PET | 17093053;1991 Q62Q58 0|
factor protein cthation|requlation X x x it was shown that LARP is direct c-Myc- 5707
288 |c-Myc Transcription |NDPK B Protein kinase i Transcription Using a Bayesian model, it was integrated TISTT539, T2TT Q01768 0|
factor Activation i X x X genome sequence data and epigenetic %ﬁggﬁiiﬁ?
209 |cMyc Transcription |SEPHSL Generic kinase [~ Transcription Using gene expression profiles with CIP-PET | 17093053:1827 Q8BH69 0
factor cthation 1 regulation X x x it was shown that SEPHS1 is direct c-Myc- | 7385:19030024
307 |c-Myc Transcription | DDX18 Generic i Transcription DDX18 was identificated as c-Myc BEGIO6Z, 12747 Q8K363 0|
factor enzyme Activation g jation x x x transcription target by chromatin 1422421123‘;}
310 c-Myc Transcription SAHH Generic Activati Transcription SAHH promoter has a putative c-Myc-binding | 17411336;1885 P50247 0f
factor enzyme ctivation | eqjation x x x site. 174621860422
313 |cMyc Transcription Protein kinase - Transcription C-Myc binds to and activates the Casein Q60737 ol
factor Activation e jation X x x kinase II, alpha chain (CSNK2A1) promoter. 21860422
328 c-Myc Transcription Generic binding Activat Transcription Using gene expression profiles with ChIP-PET | 17093053;1907 035130 0|
factor protein cthation | regulation X x X it was shown that C2F is direct c-Myc- 954319796622
344 |c-Myc Transcription Generic binding Transcription Binding of c-Myc to Prohibitin was identified | 11302091, 19t P67778 of
factor protein Activation e jation x x x by sequence analysis and quantitative 3'916‘1252‘-2126;
367 |c-Myc Transcription  |IleRS Generic i Transcription IleRS promoter has a putative c-Myc-binding 176850531741 Q8BU30 0|
factor enzyme Activation e jation X x x site. 11::36“12?3222‘;
389 c-Myc Transcription CLIC4 Voltage-gated Activat Transcription C-Myc can bind to gene CLIC4 promoter and | 16316993;1991 Q9QYB1 0|
factor ion channel cthation | regulation X x X activates CLIC4 expression. 5707
459 [c-Myc Transcription  [LTA4H Generic Transcription LTA4H was identificated as c-Myc 1Z73783U;T, o P24527 0l
factor enzyme Activation . M X M fon target by 4 813117093053,
470 [c-Myc Transcription  |PARP-1 Generic i Transcription Binding of c-Myc to PARP-1 was identified by | A35335:1703 P11103 0|
factor enzyme Activation | equjation X X X sequence analysis and quantitative chromatin 31‘%?‘3012?132221‘:
503 c-Myc Transcription  [GPIAP1 Generic binding el Transcription Using gene expression profiles with ChIP-PET | 17093053;1903 Q60865 0|
factor protein ctivationrequlation x x x it was shown that M11S1 is direct c-Myc- 0024;19079543
505 |c-Myc Transcription  |CAP-E Generic binding i Transcription Association of c-Myc with CAP-E was 7093053, 1731 Q8CG48 of
factor protein Activation e jation X x x identified by tandem affinity purification (TAP) 451}[;17353231'
525  |c-Myc Transcription  |CSDA Transcription i Transcription Using a Bayesian model, it was integrated TR om0 Q9JKB3 0|
factor factor Activation | equjation X x X genome sequence data and epigenetic 51311“1732:3015:1
552 c-Myc Transcription  |QTRTL Generic el Transcription Using gene expression profiles with ChIP-PET | 17093053;1979 Q9IMA2 0|
factor enzyme ctivation | requlation x x x it was shown that QTRTL is direct c-Myc- 6622
570 |c-Myc Transcription  |SHMTL Generic i Transcription C-Myc binds to gene SHMT1 promoter and | 120362/8,1903 P50431 0|
factor enzyme Activation e jation X x x activates SHMTL expression. ?002‘}}32&72?‘2
572 c-Myc Transcription SDHA Generic Activat Transcription SDHA promoter has a putative c-Myc-binding | 17093053;1741 Q8K2B3 0f
factor enzyme cthation 1 regulation x x x site. 1336;21150319
503 |cMyc Transcription [IMDL Generic R Transcription Using gene expression profiles with ChIP-PET | 17093053:1862 P50096 0
factor enzyme ctivation |requlation x x X it was shown that IMPDHL is direct c-Myc- | 8958:19030024
602 [c-Myc Transcription  |BOP1 Generic binding i Transcription c-Myc probably regulates transcription of T5778709, 1855 P97452 0|
factor protein Activation i X x X BOP1. 5:185;113?17975:‘42
611 c-Myc Transcription  |FTHESDC1 Generic el Transcription Using gene expression profiles with ChIP-PET | 17093053;1735 Q3V3R1 0|
factor enzyme ctihvationrequlation x x x it was shown that MTHFDIL is direct c-Myc- | 3931;19079543
612 c-Myc Transcription EKBPS Generic binding o Transcription Using gene expression profiles with ChIP-PET | 17093053;1741 Q64378 0|
factor protein cthation|requlation X x x it was shown that FKBPS is direct c-Myc- 1336
621 |c-Myc Transcription  |p160 Generic binding i Transcription c-Myc binds to gene p160 promoter and T73TASITI73S Q7TPVA of
factor protein Activation o5y lation X X X promotes p160 expression. 3933‘215§22225
654  |c-Myc Transcription  |MCA2(p38) Generic binding Transcription Using a Bayesian model, it was integrated I35 3% Q8RO10 of
factor protein Activation e jation x x x genome sequence data and epigenetic 8'131‘157781701%
674 |c-Myc Transcription |ACACA Generic i Transcription Using gene expression profiles with ChIP-PET 830531755 Q5SWU9 0|
factor enzyme Activation g jation X x x it was shown that ACACA is direct c-Myc- 39371{;19792225
677  |c-Myc Transcription  [KPRL Generic kinase Transcription c-Myc probably regulates transcription of TBZ7 7365 1907 Q9D7GO 0|
factor Activation g jation x x x KPRL in human B-cell lymphoma. 9543 12:36522:
680 [c-Myc Transcription  [APEX Generic ) Transcription Using a Bayesian model, it was integrated | 778205750564 P28352 0|
factor enzyme Activation e jation X x x genome sequence data and epigenetic 5;-:1’2529132% 12
711 |c-Myc Transcription  [CGI-55 Generic binding i Transcription CGI-55 promoter has a putative c-Myc-binding | 17411336.150 (QoCY58 0]
factor protein Activation | equjation X X X site. [3221‘:‘ 193:2‘2435
714 c-Myc Transcription 'WDR18 Protein Transcription WDR18 promoter has a putative c-Myc-binding’ Q4VBES 0of
factor i site. Using gene expression profiles with ChIP-
PET it was shown that WDR18 is direct c-Myc: 17093053;1741
Activation X x x regulated target. 1336
738 |cMyc Transcription |VDAC 1 Voltage-gated Transcription Using gene expression profiles with ChiP-PET Q60932 0|
factor ion channel regulation it was shown that VDACL is direct c-Myc- 17093053;1903
Activation x x x regulated target 0024;19079543;
19736564
759 |cMyc Transcription |EBPZ (NoBP) |Generic binding Transcription C-Myc probably regulates transcription of T5778709,1627 Q9D903 0
factor protein Activation |regulation X X X EBP2 (NoBP) in human B-cell lymphoma. 7385;19079543;
19741643;1979
6622:19915707-
819 [c-Myc Transcription  [SPEE Generic Transcription Binding of c-Myc to SPEE was identified by | 120903351451 Q64674 of
factor enzyme ) regulation sequence analysis and quantitative chromatin 9204;15778709;
Activation M X x munoprecipitation in vho. 17411336;1907
9543;19796622;
2 .
871 c-Myc Transcription  [Nop58 Generic binding Transcription Using gene expression profiles with ChIP-PET |1/ g Q6DFW4 0]
factor protein Activation |regulation X x x it was shown that NOPS/NOP58 is direct ¢~ [0024;19079543;
Myc-regulated target. 19167336,1979
872 c-Myc Transcription  |elE3S6 Generic binding Transcription Association of c-Myc with elF3S6 was 17093053:1731 P60229 0)
factor protein e non regulation X M X identified by tandem affinity purification (TAP) 4511:17411336;
and the mass spectral multidimensional 10079543
protein identification (MudPIT).
878 Transcription DNMT3B Generic Binding Using gene expression profiles with ChIP-PET 088509 0f
factor enzyme A it was shown that DNMT3B is direct c-Myc- | 17093053;1985
ctivation x x x regulated target 4132;19915707
931 [cMyc Transcription  [CTP synthase [Generic ) Transcription CTP synthase promoter has a putative c-Myc- [ 17093053, 735 P70698 0|
factor enzyme Activation e jation X x x binding site. 3:9;131‘17411336'
934 c-Myc Transcription C7orf50 Protein ) Transcription c-Myc probably regulates transcription of 171 11855 QICXL3 0|
factor Activation |60y 1ation X x X MGC11257. ‘:’7085193’32?11
954  |c-Myc Transcription  |SLC3A2 Generic Transcription SLC3A2 promoter has a putative c-Myc- 1709505571731 P10852 of
factor channel Activation e jation x x x binding site. 1'3;36‘18335064;
955 c-Myc Transcription HSP70L1 Generic binding ) Transcription c-Myc probably regulates transcription of 17 11855 Q99M31 0|
factor protein Activation X X X HSP70L1. 57875,;(112296622;
961  |c-Myc Transcription  |E-cadherin Generic binding i Transcription The c-Myc induces the E-cadherin 9632747105 P09803 0|
factor protein Activation | ,equjation X x X transcription. 846519::76;?7;2
986 c-Myc Transcription LDHA Generic Transcription Using gene expression profiles with ChIP-PET | 9723176;11085 P06151 0]
factor enzyme A regulation X X X it was shown that LDHA is direct c-Myc- 504;11604407;1
regulated target. 2702757,12808
131;14519204;1
1019 |c-Myc Transcription Ebpl Transcription Transcription Using a Bayesian model, it was integrated 12808131:1547 P50580 0of
factor factor : i genome sequence data and epigenetic 387,17093053;
Activation X X X information to identify c-Myc recognition sites | 17411336:1991
in the human genome. 5707




Assim encontramos um aumento no nimero de proteinas reguladas por c-
Myc apés a inibicdo da PKCPI indicando que a PKCPI possa reprimir o c-Myc.
Outros experimentos com tempos maiores de Inibicdo, uso de RNA de

interferéncia e analise relativa de expressao, serdo conduzidos posteriormente.

113



DISCUSSAO

As proteina quinases C (PKCs) atuam na proliferacdo, auto-renovacao e
diferenciacdo de células tronco embrionarias (CTE). Apesar de diversos estudos
terem confirmado estes papéis das PKCs em CTE, ainda ndo se estabeleceu o
papel especifico das diferentes isoenzimas das PKCs nas CTE.

Para a elucidacao especifica do papel de cada PKC em CTE, Costa-Junior
e colaboradores (2010) demonstraram que diferentes linhagens de CTEs
expressam de forma majoritaria as isoformas PKCa, PKCBI, PKCII, PKC3, PKCe
e PKC{/A). De forma interessante, todas essas proteinas possuem
aproximadamente o mesmo peso molecular do esperado em CTE, a Unica
excecdo € a PKCPBI que possui alta expressao das formas de peso molecular
menores, em torno de 60KDa ao invés do esperado 75KDa, que também é
expresso em proporgao menor.

Sobre a localizagdo sub-celular, neste mesmo trabalho do nosso grupo,
demostramos que estas PKCs que sédo expressas em CTE, estdo localizadas
preferencialmente no citoplasma ou membrana (PKCa, PKCd, PKCe e PKC{/A),
regido peri-nuclear (PKCBII), ou preferencialmente no nucleo (PKCBI). Ainda,
qgquando houve o fracionamento citoplasma/ nucleo de lisados de CTE para
immunoblotting, as formas de pesos moleculares menores sdo encontradas quase
que exclusivamente no nucleo de CTE, enquanto que as formas maiores estao
localizadas na fragéo citoplasmatica. Ainda, de forma muito interessante, em CTE

gua ja ndo expressam marcadores de pluripoténcia (no caso, o fator de transcricéo
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Oct 4), a PKCpI deixa de ser expressa no nucleo, e passa a estar localizada
completamente no citoplasma.

Por fim, este trabalho por meio de peptideos seletivos para ativar as PKCs
classicas e inibir somente a PKCpI, realizou estudos de fosfoprotedbmica para
encontrar substratos diretos/ indiretos de PKCBI, utilizando para tal lisados totais
de CTE. Com o uso do seletivo peptideo para PKCpI, pBIV5-3, os autores
encontraram 16 proteinas as quais tiveram sua fosforiliacdo reduzida. Sendo que
destas, 7 possuem localizacdo citoplaméatica / nucleo, e 2 delas séo
exclusivamente nucleares.

Partindo-se desse panorama, a presente tese teve como objetivo inicial
identificar outros substratos nucleares da PKCBlI em CTE. Conseguimos
inicialmente reproduzir os dados de localizac&o sub-celular por immunoblotting da
PKCBI, demostrando assim que o protocolo de fracionamente citoplasma / nucleo
é eficiente e reprodutivel. Porém, por uma questdo de alta concentracdo salina
dos tampdes utilizados, além de detergentes ibnicos, este protocolo é
completamente incompativel para a realizacdo da focalizacdo isoelétrica, passo
primordial para realizacdo de 2D-PAGE para comparacdo da fosforilagdo de
proteinas e posterior identificacdo das mesmas por espectrometria de massas.

Realizamos diversos testes de rendimento e analise de grau de pureza dos
lisados proteicos fracionados, e chegamos ao protocolo representado na figura 3,
Partindo-se do mesmo protocolo de fracionamento citoplasma/ nucleo,

adicionamos etapas de lavagem da fracdo nuclear com acetona gelada acrescida
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de TCA, e posterior lavagem somente com acetona e secagem para solubilizacéo
do precipitado proteico com tampéao adequado para a focalizacdo isoelétrica.

Conseguirmos realizar 2D-PAGE de fragbes enriquecidas de nucleo de
CTE. Ainda, testamos distintas formas de se aplicar/ carregar o lisado proteico nas
fitas IPG. Houve uma maior quantidade de spots e aumento de resolucdo dos
mesmos quando as amostras foram carregadas por reidratacdo. Porém, houveram
alguns spots exclusivos dos métodos alternativos de carregamento de amostras,
pelo Catodo ou Anodo. Estes foram selecionados e identificados por
espectrometria de massas. Com relacdo aos spots exclusivos encontrados no
método de carregamento pelo Catodo, houve prevaléncia de proteinas com pl
muito basico, tais como isoformas da Histonas H2A/ B. E, ainda realizamos alguns
experimentos por immunoblotting com outras isoformas de Histonas e a deteccéo
da fosforilacdo das mesmas. O nosso método conseguiu resolver de forma
satisfatoria estes spots classicamente de dificil focalizacdo (Bonner, et al., 1980,
Savic, 1978).

Portanto, com um bom método de separacdo para analise de proteinas
nucleares fosforiladas em maos, realizamos os 2D-PAGE com a inibicdo pontual
da PKCBI pelo peptideo BIV5-3 por quinze minutos. Tivemos uma boa quantidade
de spots que reduziram sua fosforilagdo com essa inibi¢cdo (75 spots, dentro de um
total de 182 spots detectaveis, ou seja, um pouco mais de 41% dos spots que
conseguimos visualizar, possuem reducao de fosforilagdo com a inibicao de

PKCBI).
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Destes 52 spots identificados que reduziram sua fosforilacdo pela inibicao
da PKCBI, 54% sé&o descritos em base de dados como exclusivamente nucleares,
e 14% como presentes em ambos o citoplasma/ nucleo, somando um total de
aproximadamente 70% das proteinas encontradas, como proteinas nucleares de
CTE, e assim expandimos a quantidade de dados obtidos por Costa-Junior (2010).
Porém, de uma forma complementar, as funcbes e categorias das proteinas
encontradas na presente tese sdo as mesmas encontradas no trabalho anterior do
nosso grupo, aproximadamente 48% dos substratos estdo relacionados a
mecanismos de controle da transcricdo e sua maquinaria ou ao complexo do
splicessomo. E, 20% destas proteinas atuam em vias de manutencdo da auto-
renovacdo de CTE ou diferenciacdo. Por fim, apenas duas proteinas foram
comuns nos dois trabalhos (HNRPK e TCP1), e portanto na presente tese
encontramos 50 proteinas inéditas que séo substratos diretos ou indiretos da
PKCBI utilizando essa abordagem de fosfoprotedmica. Piazzi e colaboradores
(2010) utilizando outra abordagem, de imunoprecipitacdo de consenso de
fosforilacdo da PKCpI seguida de identificacdo por espectrometria de massas de
lisado nuclear de mioblastos, conseguiram identificar 16 proteinas, novamente,
com fungdes e categorias sdo semelhantes as encontradas nessa tese.

Como forma de validacdo dos nossos resultados, escolhemos quatro
proteinas (HNRPN C1/C2, HnRP k, TIF1p e Jagged) pertencentes a classes
representativas majoritarias, conforme discutido a cima. Realizamos em triplicata
biologica, ensaios de 2D-PAGE com a presenca de B1V5-3 e seu Controle, Taty7.57,
seguido de immunoblotting com anticorpos para essas proteinas. Visualizamos em
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todos esses casos, multiplos spots com 0 mesmo peso molecular e distintos ponto
isoelétricos, sugerindo a ocorréncia de modificacdes poés-traducionais. Com a
inibicdo da PKCBI, houve em todo os casos uma diminuicdo dos spots com pl
mais &cidos —possivelmente, mais fosforilados — e um aumento dos spots mais
basicos — ou seja, com reducéo de fosforilagdo. Assim, demostramos tanto com o
uso de fosfocorante e por meio de anticorpos especificos, a reducao de fosforilcdo
de substratos pela inibicdo de PKCpI.

Com relacé@o aos substratos encontrados, nos interessamos pela proteina
TIF1B, também conhecida como transcriptional factor 1, ou Kruppel-associated
box, KRAB, TRIM28 ou SUMO E3 ligase, € uma proteina ancoradora nuclear,
recentemente apontada como importante no processo de diferenciacdo celular.
Segundo Cammas e colaboradores (2002), a diferenciacdo de carcinoma F9 sob
administracdo de acido retindico, leva a associacdo de TIF1B com a
heterochromatin protein 1 (HP1) e levando a formacdo de regifes de
hetrocromatina e repressao de genes de indiferenciacdo. Em célula tronco, Seki e
colaboradores (2010), demostram que TIF1p também atua de forma determinante
no balancgo entre auto-renovacao e diferenciacdo, e que tal destino deve-se a uma
Unica fosforilacdo nesta proteina, na Serina 824. Segundo este trabalho, a
presenca dessa Unica fosforilagdo é determinante para a manutencédo do estado
indiferenciado pela associagcdo dessa proteina fosforilada com, o fator de
transcricao de indiferenciagcédo. Oct-4. Os autores sugeriram que as quinases ATM
e JAK sdo responsaveis por esta fosforilagédo, entretanto, os dados apresentados
ndo sdo conclusivos, com relacdo a quinase que fosforila esta proteina neste
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residuo de serina. Como j& discutido, realizamos ensaios com fosfocorante e com
um anticorpo especifico para TIF1p3. Estes experimentos sugerem que a inibicéo
de PKCBI reduz a fosforilagdo desta proteina. Também, realizamos o ensaio de
fosforilacdo in vitro, com a PKCpI, os ativadores da mesma e TIF1p recombinante
em presenca de ATP, e posterior coloracdo dessa amostra novamente com o
fosfocorante em gel de eletroforese. Observamos um aumento de fosforilacdo de
TIF1B na presenca de PKCpI ativa. Estudos posteriores, tentar&o identificar o sitio
fosforilado da TIF1p pela PKCBI. E interessante notar que a PKCPI pode ser
capaz de regular a expressao do TIF1B um substrato da mesma. Além do uso de
BIV5-3, padronizamos o uso de RNA de interferéncia para o silenciamento eficaz
da PKCBI. Apés 48h de silenciamento, observamos um dréstico silenciamento da
PKCBI a nivel transcricional e traducional. Observamos também que a redugéo da
proteina PKCPI induz a reducdo de expressdo de TIF1pe do marcador de
indiferenciacdo Nanog visto por Western blot, sugerindo a importancia de PKCpI
na manutencao do estado indiferenciado de CTE.

Como a maioria dos substratos diretos/ indiretos de PKCBl atuam no
controle da transcri¢cdo, decidimos investigar quais proteinas eram afetadas, apos
a inibicdo da PKCBI. Para tanto, utilizamos uma abordagem de prote6mica, com
inibicdo da PKCBI com o peptideo B1V5-3 por uma e trés horas, e identificamos
as proteinas que tiveram uma reducdo de expressdo. Ndo houve prevaléncia das
proteinas encontradas por algum compartimento sub-celular, porém, boa parte

destas estdo envolvidas com a regulagédo da transcricdo/ modificacdo de Histonas
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(23%), sinalizacao celular (14%) e Diferencicédo de CTE (14%). Estes dados, nos
ajudam a comprovar a funcdo de PKCBIl em CTE.

Como encontramos uma boa quantidade de proteinas distintas, fizemos
uma abordagem de biologia de sistemas para encontrar as vias de sinalizacdo que
a PKCpI poderia estar regulando em CTE. Nao identificamos nenhuma via
especifica que envolvesse as proteinas encontradas cuja expressdo diminuia na
presenca do inibidor da PKCpI, dessa forma decidimos investigar se as proteinas
encontradas interagem entre si. Com essa abordagem, encontramos que diversas
proteinas sofrem acao direta ou indireta do fator de transcricdo c-Myc. Segundo
alguns dados da literatura, este fator de transcricdo possui correlagéo positiva com
a PKCBI em diversos tipos de cénceres, ou seja, com uma maior expressao de
PKCBI, nesses tumores, ha uma maior atividade de c-Myc (Bernstein et al., 1991,
Lerga et al., 1999). Uma hipétese seria que em CTE, uma inibicdo de PKC}I
poderia causar uma reducao de expressao, fosforilagdo ou da atividade de c-Myc.
Tentamos demonstrar por inibicdo e silenciamento da PKCBI uma reducdo da
expressao de c-Myc, porém nado vimos nenhuma inibigcéo.

Também, tentamos observar se a PKCpI influencia a fosforilagéo de c-Myc,
tanto por ensaios de fosforilagéo in vitro quanto por immunoblotting de 2D-PAGE
com inibicdo e silenciamento da PKCpI, e novamente, nossos dados sugerem que
a PKCBI néo fosforila diretamente o c-Myc.

Mas, para explorar se a PKCpI atua na atividade de c-Myc, realizamos

ensaios para quantificar a transcricdo de alvos préximos de c-Myc, segundo
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nossas redes de biologia de sistemas. Assim, realizamos ensaios de PCR
guantitativo em amostras de CTE inibindo a PKCBI com BIV5-3 por trés horas, e
também de forma mais drastica, silenciando a PKCBI por RNA de interferéncia
por 48 horas. Nestes experimentos, ndo observamos uma diminui¢cdo significativa
na expressao de c-Myc. Observamos um aumento significativo de E2F e de CDK4,
que sédo genes controlados pelo c-Myc (Ishida, et al., 1995, Hermeking, et al.,
2000), genes que induzem a expressdo de c-Myc e também sé&o induzidos pelo
mesmo.

Nos géis bi-dimensionais vimos que algumas proteinas cuja expressao
estava diminuida a nivel protéico eram reguladas por c-MycPor protedmica de
larga escala curiosamente vimos um aumento no numero de proteinas reguladas
por c-Myc apos a inibicdo da PKCBI, indicando que a PKCBI possa reprimir o c-
Myc.

Esses dados foram corroborados com os dados de RNA de interferéncia
para a PKCBI demonstrando um aumento nos reguladores do c-Myc o que poderia
corroborar para a manutencdo da expessdo do c-Myc visto que n&o vimos
alteracdes significativas nos niveis do c-Myc. Estudos analisando a expresséo de
c-Myc em diferentes tempos poderdo auxiliar a responder se em algum momento
ocorre a diminuicdo da expressao do c-Myc induzida pelo RNAi da PKCBI sendo o
mesmo compensado com tratamentos em tempos maiores. J& a inibicdo
farmacoldgica da PKCBI com o BIV5-3 por trés horas nao teve efeito na expressao
dos reguladores do c-Myc visto por PCR quantitativo. Porém, na analise de
protedmica em larga escala vimos um enriquecimento na expressao de proteinas
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reguladas pelo c-Myc o que sugere que a PKCpI esteja reprimindo o c-Myc, ou
pelo menos a atividade do mesmo na ativacdo da transcricdo de algumas
proteinas.

Além dos estudos demonstrando que a PKCBII induz a expressao de c-
Myc (Crespo, et al., 1999). Existem estudos com células LnCap demonstrando que
a inibicdo de PKC por staurosporina inibe a apoptose e bloqueia a ativacado de Rb
um repressor de c-Myc de forma a ativar o mesmo (Zhao & Day, 2001). Dessa
forma a PKCpI poderia estar atuando no repressor de c-Myc, Rb, e néo
diretamente no c-Myc conforme sugerem nossos resultados (auséncia de efeito na
fosforilagdo ou na expresséo do c-Myc perante a inibicdo da PKCpI).

Os estudos de protedmica em larga escala apresentados nessa tese devem
ser repetidos com RNA de interferéncia para a PKCpI pois inibicdes longas
podem ter efeitos distintos de inibicdes farmacoldgicas curtas.. De fato a enolase
teve a proteina e o RNA diminuido apos o tratamento com o BIV5-3 e o0 seu RNA
aumentado apos a inibicdo com RNA de interferéncia para a PKCBI. A inibicdo
prolongada pode causar uma compensacao e ativacao de outras vias ou mesmo a
suprecao do c-Myc pode levar mais tempo.

Em suma nossos estudos sugerem que a PKCBI possa regular a
manutencao do estado indiferenciado regulando a expresséo de Tif13 um possivel
alvo direto da PKCBI. Essa fosforilagdo poderia levar a modificagcdes da cromatina
e regulacdo da expressédo de genes que mantém as CTE indiferenciadas. Outro

ponto de regulacdo da PKCpI parece ser inibindo a atividade de c-Myc. Como c-
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Myc também contribui para o estado indiferenciado um estudo mais detalhado de
quais genes estdo sendo reprimidos podera nos auxiliar a entender melhor e mais
especificamente o papel da PKCpI na regulacdo da transcricdo génica de CTE. A
regulacdo da atividade do c-Myc seria importante para a manutencédo do estado
indiferenciado visto que o c-Myc € um amplificador das vias de sinalizacdo que
mantém as células indiferenciadas.

Desta forma a PKCPI parece ter um papel central na regulacdo da
expressdo génica em CTE a nivel de modificacbes epigenéticas e a nivel

transcricional para a manutengao das CTE indiferenciadas.
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CONCLUSAO

e Durante o desenvolvimento desta tese, conseguimos estabelecer uma boa
metodologia para estudos de protedmica do nucleo de CTE.

e Conseguimos identificar substratos diretos e indiretos de PKCBI do nucleo
de CTE em maior quantidade comparado ao nosso trabalho anterior (Costa-
Junior, et al. 2010). Destes, a maioria atua no controle da transcricdo /
spliceossomo.

e Dentre as proteinas identificadas, a TIF1p que foi fosforilada in vitro pela
PKCBI e cuja expressao diminuiu na auséncia da PKCpI.

e PKCBI atua indiretamente no controle da expressdo de proteinas que séo
ativadas por c-Myc.

e Nossos conjuntos de dados sugerem que PKCPI atua reprimindo a

atividade de c-Myc em CTE indiferenciadas.
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Tabelas de Proteinas Significativas Identificadas por protedmica em larga escala
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ANEXO: Tabela 1:Proteinas identificadas por protedmica em larga escala, exclusivas de Tat,;.57, em 3 horas.

Accession

Protein Score Unique
number
Q3uU804 Q3U804 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Actb PE 2 SV 1 185533,8 Tat em 3 horas
Q3U939 Q3U939 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Actb PE 2 SV 1 185533,8 Tat em 3 horas
Q3UBQ4 Q3UBQ4 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Actb PE 2 SV 1 171805,09 Tat em 3 horas
Q64522 H2A2B MOUSE Histone H2A type 2 B OS Mus musculus GN Hist2h2ab PE 1 SV 3 150247,7 Tat em 3 horas
D3Z6E4 D3Z6E4 MOUSE Enolase OS Mus musculus GN Eno2 PE 2 SV 1 114275,5 Tat em 3 horas
Q61264 MOUSE Skeletal muscle alpha actin mMRNA Fragment OS Mus musculus GN Actal PE
Q61264 2Sv1 77939,26 Tat em 3 horas
Q52L87 Q52L87 MOUSE Tubulin alpha 1C OS Mus musculus GN Tubalc PE2 SV 1 70402,14 Tat em 3 horas
P47955 RLA1 MOUSE 60S acidic ribosomal protein P1 OS Mus musculus GN Rplpl1 PE2 SV 1 67477,95 Tat em 3 horas
Q3TH56 Q3TH56 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Hspa8 PE 2 SV 1 58778,27 Tat em 3 horas
Q5FW91 Q5FW91 MOUSE MCG129425 OS Mus musculus GN Tuba3a PE 2 SV 1 49951,86 Tat em 3 horas
Q3UAJ1 Q3UAJ1 MOUSE Peptidyl prolyl cis trans isomerase OS Mus musculus PE 2 SV 1 49231,86 Tat em 3 horas
Q5SVY2 Q5SVY2 MOUSE Peptidyl prolyl cis trans isomerase OS Mus musculus GN Ppia PE 2 SV 1 49231,86 Tat em 3 horas
D2KHZ9 MOUSE Glyceraldehyde 3 phosphate dehydrogenase OS Mus musculus GN GAPDH
D2KHZ9 PE2SV1 46732,9 Tat em 3 horas
P68373 TBA1C MOUSE Tubulin alpha 1C chain OS Mus musculus GN Tubalc PE1 SV 1 46315,86 Tat em 3 horas
A1E281 A1E281 MOUSE Beta actin Fragment OS Mus musculus GN Actb PE2 SV 1 45693,89 Tat em 3 horas
Q8C2H3 Q8C2H3 MOUSE Stathmin OS Mus musculus GN Stmn1 PE2 SV 1 42795,77 Tat em 3 horas
Q3uUDuU4 Q3UDU4 MOUSE L lactate dehydrogenase OS Mus musculus GN Ldha PE 2 SV 1 35428,19 Tat em 3 horas
P58252 EF2 MOUSE Elongation factor 2 OS Mus musculus GN Eef2 PE 1 SV 2 35251,09 Tat em 3 horas
Q3UA81 Q3UA81 MOUSE Elongation factor 1 alpha OS Mus musculus GN Eeflal PE2 SV 1 32380,62 Tat em 3 horas
D3YWI1 MOUSE Fructose bisphosphate aldolase Fragment OS Mus musculus GN Aldoa PE 2
D3YWI1 Svi 29838,19 Tat em 3 horas
Q4VAG4 Q4VAG4 MOUSE MCG12304 OS Mus musculus GN Rpl22 PE2 SV 1 27615,09 Tat em 3 horas
E9QOWS8 E9QOW8 MOUSE Small nuclear ribonucleoprotein E OS Mus musculus GN Snrpe PE 2 SV 1 27363,87 Tat em 3 horas
Q3uU7v7 Q3U7V7 MOUSE Profilin OS Mus musculus GN Pfnl PE 2 SV 1 23763,83 Tat em 3 horas
Q3UA13 Q3UA13 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Eif6é PE 2 SV 1 22297,56 Tat em 3 horas
B2CSK2 B2CSK2 MOUSE Heat shock protein 1 like protein OS Mus musculus PE 3 SV 1 20520,29 Tat em 3 horas
089068 089068 MOUSE Ribosomal protein S3 Fragment OS Mus musculus GN Rps3 PE2 SV 1 20111,05 Tat em 3 horas
E9Q450 E9Q450 MOUSE Tropomyosin alpha 1 chain OS Mus musculus GN Tpm1 PE 2 SV 1 17925,49 Tat em 3 horas
Q61509 Q61509 MOUSE Elongation factor 2 Fragment OS Mus musculus GN Eef2 PE 2 SV 1 16934,85 Tat em 3 horas
035660 GSTM6 MOUSE Glutathione S transferase Mu 6 OS Mus musculus GN Gstm6 PE 2 SV 3 15106,27 Tat em 3 horas
Q97213 Q9Z2L3 MOUSE Truncated hsp25 Fragment OS Mus musculus GN Hspbl PE 2 SV 1 15071,26 Tat em 3 horas
P60867 RS20 MOUSE 40S ribosomal protein S20 OS Mus musculus GN Rps20 PE 2 SV 1 14530,41 Tat em 3 horas
Q8BN32 Q8BN32 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Pabpcl PE2 SV 1 13178,65 Tat em 3 horas
NACA MOUSE Nascent polypeptide associated complex subunit alpha OS Mus musculus GN
Q60817 NacaPE1SV1 12167,82 Tat em 3 horas
P12970 RL7A MOUSE 60S ribosomal protein L7a OS Mus musculus GN Rpl7a PE 2 SV 2 10894,21 Tat em 3 horas
Q58EWO0 Q58EW0 MOUSE 60S ribosomal protein L18 OS Mus musculus GN Rpl18 PE 2 SV 1 10729,37 Tat em 3 horas
D3YV43 D3YV43 MOUSE 40S ribosomal protein S3 OS Mus musculus GN Rps3 PE 2 SV 1 10448,84 Tat em 3 horas
D3YZ18 MOUSE High mobility group protein B1 Fragment OS Mus musculus GN Hmgb1 PE 2
D3Yz18 SVv1 10092,33 Tat em 3 horas
H3BLL4 MOUSE Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein K OS Mus musculus GN Hnrnpk PE
H3BLL4 2sVv1 10020,43 Tat em 3 horas
Q3TG17 Q3TG17 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Hnrnpk PE 2 SV 1 10020,43 Tat em 3 horas
D3YZS3 D3YZS3 MOUSE Ubiquitin conjugating enzyme E2 L3 OS Mus musculus GN Ube2I3 PE 2 SV 1 9776,38 Tat em 3 horas
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H3BL49
Q3UBUO
008807

Q3UADS6
P62242
Q93372
Q3U7F3
Q7TPR4
Q5M9M4
Q3TJ38
Q61344
Q811H6

Q6PGH?2
Q3UJA8
QoCSM4
D3Z563
B7FAV1
Q9DOP6

BOLAC5
E9Q452
B7FAU9
Q3U8SN1

Q8RO081

Q4FKT74
D3YW69
Q5MOK7

P70333

Q3UCT72
B7ZMS4
P47962
Q3U850
Q8RINS
P62320
Q3U6F6
Q497K3
J3QPH6
D3Z6P1
Q5MIN9
Q3UB90
D6RJ60
Q5l0U7

H3BL49 MOUSE T complex protein 1 subunit theta OS Mus musculus GN Cct8 PE2 SV 1
Q3UBUO MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Hsp90b1l PE 2 SV 1

PRDX4 MOUSE Peroxiredoxin 4 OS Mus musculus GN Prdx4 PE 1 SV 1
Q3UAD6 MOUSE Heat shock protein 90kDa beta Grp94 member 1 OS Mus musculus GN
Hsp90bl1 PE2 SV 1

RS8 MOUSE 40S ribosomal protein S8 OS Mus musculus GN Rps8 PE 2 SV 2

TBA8 MOUSE Tubulin alpha 8 chain OS Mus musculus GN Tuba8 PE 1 SV 1

Q3U7F3 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Hnrnpal PE 2 SV 1
ACTN1 MOUSE Alpha actinin 1 OS Mus musculus GN Actn1 PE 1 SV 1

Q5M9M4 MOUSE Ribosomal protein S15A OS Mus musculus GN Rpsl15a PE 2 SV 1
Q3TJ38 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Hnrnpk PE 2 SV 1
Q61344 MOUSE Beta tropomyosin OS Mus musculus GN Tpm2 PE 2 SV 1

Q811H6 MOUSE Hsp90abl protein Fragment OS Mus musculus GN Hsp90abl PE 2 SV 1
HN1L MOUSE Hematological and neurological expressed 1 like protein OS Mus musculus GN
HnlIPE1SV 1

Q3UJA8 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN P4hb PE 2 SV 1
Q9CSM4 MOUSE 60S ribosomal protein L27 Fragment OS Mus musculus PE 2 SV 1
D32563 MOUSE Acyl CoA binding protein OS Mus musculus GN Dbi PE 2 SV 1

B7FAV1 MOUSE Filamin alpha Fragment OS Mus musculus GN Flna PE 4 SV 1

Q9DO0P6 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus PE 2 SV 1
BOLAC5 MOUSE 5 aminoimidazole 4 carboxamide ribonucleotide formyltransferase IMP
cyclohydrolase Fra

E9Q452 MOUSE Tropomyosin alpha 1 chain OS Mus musculus GN Tpm1 PE2 SV 1
B7FAU9 MOUSE Filamin alpha OS Mus musculus GN FinaPE 4 SV 1

Q3U8N1 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Sars PE2 SV 1
HNRPL MOUSE Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein L OS Mus musculus GN Hnrnpl PE 1
SV 2

Q4FK74 MOUSE ATP synthase H transporting mitochondrial F1 complex delta subunit isoform
CRACO

D3YW69 MOUSE Protein Gm7589 OS Mus musculus GN Gm7589 PE 3 SV 1

Q5M9K7 MOUSE MCG21688 OS Mus musculus GN Rps10 PE2 SV 1

HNRH2 MOUSE Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein H2 OS Mus musculus GN Hnrnph2
PE2SV1

Q3UC72 MOUSE Putative uncharacterized protein Fragment OS Mus musculus GN Gdi2 PE 2
Svi1

B7ZMS4 MOUSE Proteasome subunit alpha type OS Mus musculus GN Psma8 PE 2 SV 1

RL5 MOUSE 60S ribosomal protein L5 OS Mus musculus GN Rpl5 PE 1 SV 3

Q3U850 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Rpl5 PE2 SV 1
Q8R1N8 MOUSE Eeflg protein OS Mus musculus GN Eeflg PE 2 SV 1

SMD3 MOUSE Small nuclear ribonucleoprotein Sm D3 OS Mus musculus GN Snrpd3 PE 1 SV 1
Q3U6F6 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Sars PE 2 SV 1
Q497K3 MOUSE MCG4969 OS Mus musculus GN Snrpf PE 4 SV 1

J3QPH6 MOUSE Uncharacterized protein OS Mus musculus GN Gm8775 PE 4 SV 1

D3Z6P1 MOUSE Multifunctional protein ADE2 Fragment OS Mus musculus GN Paics PE 2 SV 1
Q5M9N9 MOUSE Prdx2 protein OS Mus musculus GN Prdx2 PE 2 SV 1

Q3UB90 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN RpI3 PE 2 SV 1
D6RJ60 MOUSE Eukaryotic initiation factor 4A Il OS Mus musculus GN Eif4a2 PE 4 SV 1
Q5I0U7 MOUSE MCG122050 OS Mus musculus GN Thca PE 4 SV 1
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9687,07
9567,91
9521,1

9164,94
8994,85
8818,42
8438,04
8426,75
8262,23
7829,47
7821,43
7731,69

7302,62
6686,46
6534,25
6453,03
6359,43
6302,2

6261,66
5962
5778,82
5735,06

5709

5595,37
5503,86
5469,5

5405,22

5377,78
5304,5
5190,76
5190,76
5102,12
5086,02
5037,72
5028,91
4932,04
4747,21
474171
4613,83
4594,08
4584,34

Tat em 3 horas
Tat em 3 horas

Tat em 3 horas

Tat em 3 horas
Tat em 3 horas
Tat em 3 horas
Tat em 3 horas
Tat em 3 horas
Tat em 3 horas
Tat em 3 horas
Tat em 3 horas

Tat em 3 horas

Tat em 3 horas
Tat em 3 horas
Tat em 3 horas
Tat em 3 horas
Tat em 3 horas

Tat em 3 horas

Tat em 3 horas
Tat em 3 horas
Tat em 3 horas

Tat em 3 horas

Tat em 3 horas

Tat em 3 horas
Tat em 3 horas

Tat em 3 horas

Tat em 3 horas

Tat em 3 horas
Tat em 3 horas
Tat em 3 horas
Tat em 3 horas
Tat em 3 horas
Tat em 3 horas
Tat em 3 horas
Tat em 3 horas
Tat em 3 horas
Tat em 3 horas
Tat em 3 horas
Tat em 3 horas
Tat em 3 horas

Tat em 3 horas



P56812
Q3UL48
Q3UXR4
Q6PHZ1
Q5EBP9
Q80ZP8
Q58E39
QID6E6
Q8BSZ8
QO5BF3
Q3U6E4
Q6ZQM2
P49717
E9PUM3
A2A5F5
A2AFJ1
P49722
Q7TPMO
D3YUG4
S4RING

F6S2D5
Q3TCP5

Q3UXC8
Q543N3
Q3TFK4
Q3UNQO
Q3U9J7
P61759
Q3TXR5
Q54554

BOEIA2
G3X914
Q7TSG6
Q5BLK1
Q9D1G1
Q8CD20
Q8Cl43
E9Q4Q2
Q3V3C2
E0CZ34
Q3U7P4
D3YV69
P42208

PDCD5 MOUSE Programmed cell death protein 5 OS Mus musculus GN Pdcd5 PE 1 SV 3
Q3UL48 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Ezr PE2 SV 1
Q3UXR4 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Ezr PE2 SV 1
Q6PHZ1 MOUSE Rpl17 protein OS Mus musculus GN Rpl17 PE2 SV 1

Q5EBP9 MOUSE Tripartite motif containing 28 OS Mus musculus GN Trim28 PE 2 SV 1
Q80ZP8 MOUSE Armet protein OS Mus musculus GN Manf PE 2 SV 1

Q58E39 MOUSE Hnrpa3 protein Fragment OS Mus musculus GN Hnrpa3 PE 2 SV 1

Q9D6E6 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Myl12a PE 2 SV 1
Q8BSZ8 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Srm PE 2 SV 1
QO05BF3 MOUSE Ctsd protein OS Mus musculus GN Ctsd PE 2 SV 1

Q3UBE4 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Ptma PE 4 SV 1
Q6ZQM2 MOUSE Peptidyl prolyl cis trans isomerase OS Mus musculus GN Ppib PE2 SV 1
MCM4 MOUSE DNA replication licensing factor MCM4 OS Mus musculus GN Mcm4 PE 2 SV 1
E9PUM3 MOUSE Phosphorylase OS Mus musculus GN Pygm PE 2 SV 1

A2A5F5 MOUSE Ras related protein Rab 5C Fragment OS Mus musculus GN Rab5c PE 2 SV 1
A2AFJ1 MOUSE Histone binding protein RBBP7 OS Mus musculus GN Rbbp7 PE 2 SV 1

PSA2 MOUSE Proteasome subunit alpha type 2 OS Mus musculus GN Psma2 PE 1 SV 3
Q7TPMO MOUSE Cbx1 protein OS Mus musculus GN Cbx1 PE 2 SV 1

D3YUG4 MOUSE Acyl protein thioesterase 1 Fragment OS Mus musculus GN Lyplal PE2 SV 1

S4R1N6 MOUSE 40S ribosomal protein S18 OS Mus musculus GN Rps18 PE 3 SV 1
F6S2D5 MOUSE Peptidyl prolyl cis trans isomerase Fragment OS Mus musculus GN Fkbp4 PE
4SV1

Q3TCP5 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Ezr PE2 SV 1
Q3UXC8 MOUSE Putative uncharacterized protein Fragment OS Mus musculus GN Hnrnpd PE
2sv1

Q543N3 MOUSE LIM and SH3 protein 1 isoform CRA b OS Mus musculus GN Laspl PE2 SV 1
Q3TFK4 MOUSE Annexin OS Mus musculus GN Anxa3 PE 2 SV 1

Q3UNQO MOUSE Adenylyl cyclase associated protein OS Mus musculus GN Capl PE 2 SV 1
Q3U9J7 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Aldh2 PE 2 SV 1
PFD3 MOUSE Prefoldin subunit 3 OS Mus musculus GN Vbpl PE 2 SV 2

Q3TXR5 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus PE 2 SV 1

Q545S4 MOUSE Stathmin OS Mus musculus GN Stmn2 PE 2 SV 1
B9EIA2 MOUSE DNA segment Chr 1 Pasteur Institute 1 OS Mus musculus GN D1Pasl1 PE 2 SV
1

G3X914 MOUSE Aly REF export factor 2 OS Mus musculus GN Alyref2 PE 4 SV 1

Q7TSG6 MOUSE Radixin OS Mus musculus GN Rdx PE 2 SV 1

Q5BLK1 MOUSE 40S ribosomal protein S6 OS Mus musculus GN Rps6 PE 2 SV 1

RAB1B MOUSE Ras related protein Rab 1B OS Mus musculus GN Rablb PE1 SV 1
Q8CD20 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Csnk2al PE 2 SV 1
MYL6B MOUSE Myosin light chain 6B OS Mus musculus GN Myl6b PE 2 SV 1

E9Q4Q2 MOUSE Splicing factor 1 OS Mus musculus GN Sf1 PE 2 SV 1

Q3V3C2 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Rablb PE 2 SV 1
EO0CZ34 MOUSE Proteasome subunit alpha type 3 OS Mus musculus GN Psma3 PE 2 SV 1
Q3U7P4 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Hnll PE 2 SV 1
D3YV69 MOUSE Ras related protein Rab 6A OS Mus musculus GN Rab6a PE 2 SV 1
SEPT2 MOUSE Septin 2 OS Mus musculus GN Sept2 PE 1 SV 2
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4237,61
4224,58
4216,24
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3843,92
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3220,62
3187,18

3155,74
3130,97

3102,74
3022,11
2993,56
2956,43
2949,12
2905,43
2888,56
2777,61

2753,93
2697,75
2657,11
2652,26
2647,26
2583,48
2528,6
2481,27
2481,2
2451,75
24371,77
2433,47
2422,89
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Tat em 3 horas
Tat em 3 horas
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Tat em 3 horas
Tat em 3 horas
Tat em 3 horas
Tat em 3 horas
Tat em 3 horas
Tat em 3 horas
Tat em 3 horas
Tat em 3 horas
Tat em 3 horas
Tat em 3 horas
Tat em 3 horas
Tat em 3 horas
Tat em 3 horas

Tat em 3 horas

Tat em 3 horas

Tat em 3 horas

Tat em 3 horas
Tat em 3 horas
Tat em 3 horas
Tat em 3 horas
Tat em 3 horas
Tat em 3 horas
Tat em 3 horas

Tat em 3 horas

Tat em 3 horas
Tat em 3 horas
Tat em 3 horas
Tat em 3 horas
Tat em 3 horas
Tat em 3 horas
Tat em 3 horas
Tat em 3 horas
Tat em 3 horas
Tat em 3 horas
Tat em 3 horas
Tat em 3 horas

Tat em 3 horas



Q80Y14
Q3UQN3
Q3TF69
D3Z0L8
B8JKK2
Q3TZ17
B7ZN27
D6RDB7
P62838
E9Q6E5
F6X8L5
Q7TMH?
H3BL56
Q3TQWS3
E9Q5A0
Q3UPK6

G3UYl4
P63001

K9JA74

Q3TWws
Q3UB36

Q3TQz4

Q545N1

P47754
Q60872
Q3TE29

Q8BNU7
Q5M9J8

D375B1

ABX925
EOCY88
Q8C292
Q3V2B9
Q504M8

Q3TIO5
Q3TW97
J3QNNS
S4R281
Q3TFA5
Q3T1zI5

Q3TI62

GLRX5 MOUSE Glutaredoxin related protein 5 mitochondrial OS Mus musculus GN GIrx5 PE 2
SV 2

Q3UQN3 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Rad23b PE 2 SV 1
Q3TF69 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Pcbp2 PE 2 SV 1
D3Z0L8 MOUSE Alpha actinin 4 Fragment OS Mus musculus GN Actn4 PE 2 SV 1

B8JKK2 MOUSE Ribosomal protein L15 Fragment OS Mus musculus GN Rpl15 PE 2 SV 1
Q3TZ17 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Pdlim1 PE 2 SV 1
B7ZN27 MOUSE Cad protein OS Mus musculus GN Cad PE2 SV 1

D6RDB7 MOUSE Splicing factor 1 OS Mus musculus GN Sf1 PE 2 SV 1

UB2D2 MOUSE Ubiquitin conjugating enzyme E2 D2 OS Mus musculus GN Ube2d2 PE 1 SV 1
E9Q6E5 MOUSE Protein Srsf11 OS Mus musculus GN Srsfl1 PE2 SV 1

F6X8L5 MOUSE 6 phosphogluconolactonase Fragment OS Mus musculus GN Pgls PE 4 SV 1
Q7TMH7 MOUSE Sfpq protein Fragment OS Mus musculus GN Sfpg PE 2 SV 1

H3BL56 MOUSE Rho related GTP binding protein RhoC OS Mus musculus GN Rhoc PE 2 SV 1
Q3TQW3 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Ptbpl PE 2 SV 1
E9Q5A0 MOUSE 60S ribosomal protein L13a OS Mus musculus GN Rpl13a PE2 SV 1

Q3UPK6 MOUSE Proteasome subunit alpha type OS Mus musculus GN Psma5 PE 2 SV 1
G3UYI4 MOUSE 26S proteasome non ATPase regulatory subunit 11 OS Mus musculus GN
Psmd11 PE2SV 1

RAC1 MOUSE Ras related C3 botulinum toxin substrate 1 OS Mus musculus GN Racl PE 1 SV
1

K9JA74 MOUSE Glutathione S transferase pi 2 Fragment OS Mus musculus GN Gstp2 PE 2 SV
1

Q3TWW8 MOUSE Protein Srsf6 OS Mus musculus GN Srsfé PE 2 SV 1
Q3UB36 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus PE 2 SV 1
Q3TQZ4 MOUSE Protein Gm2016 OS Mus musculus GN Gm2016 PE 2 SV 1

Q545N1 MOUSE C184S protein OS Mus musculus GN Ssscal PE2 SV 1
CAZA2 MOUSE F actin capping protein subunit alpha 2 OS Mus musculus GN Capza2 PE 1 SV
3

IF1A MOUSE Eukaryotic translation initiation factor 1A OS Mus musculus GN Eifla PE 2 SV 3

Q3TE29 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Gm11545 PE 2 SV 1
Q8BNU7 MOUSE Putative uncharacterized protein Fragment OS Mus musculus GN Nedd4 PE 2
Sv 2

Q5M9J8 MOUSE MCG13936 OS Mus musculus GN Rpl28 PE 2 SV 1

D3Z5B1 MOUSE Protein 2410018M08Rik Fragment OS Mus musculus GN 2410018M08Rik PE
2SV1

A6X925 MOUSE Ubiquitin conjugating enzyme E2 variant 2 OS Mus musculus GN Ube2v2 PE 4
Sv1

EOCY88 MOUSE Cytochrome b5 OS Mus musculus GN Cyb5 PE 2 SV 1
Q8C292 MOUSE Lysine tRNA ligase OS Mus musculus GN Kars PE 2 SV 1
Q3V2B9 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Gm10653 PE 2 SV 1

RAB26 MOUSE Ras related protein Rab 26 OS Mus musculus GN Rab26 PE 1 SV 1
Q3TI05 MOUSE Chaperonin containing Tcpl subunit 6a Zeta OS Mus musculus GN Cct6a PE 2
SVv1

Q3TW97 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Cctéa PE 2 SV 1
J3QNN8 MOUSE MCG49140 OS Mus musculus GN Gm10263 PE 4 SV 1

S4R281 MOUSE 60S ribosomal protein L13a OS Mus musculus GN Rpl13a PE3 SV 1
Q3TFA5 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Psmc4 PE 2 SV 1
Q3TZI5 MOUSE MutS homolog 2 E coli OS Mus musculus GN Msh2 PE 2 SV 1

Q3TI62 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Cctéa PE 2 SV 1
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1816,88
1795,18

1768,48
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1656,26
1643,47

1614,6

1607,17
1604,54
1602,61
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1595,84

1592,85

1566,18
1540,55
1525,81
1524,18
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1484,79
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1475,29
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1454,08
1418,12
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Tat em 3 horas
Tat em 3 horas
Tat em 3 horas
Tat em 3 horas
Tat em 3 horas
Tat em 3 horas
Tat em 3 horas
Tat em 3 horas
Tat em 3 horas
Tat em 3 horas
Tat em 3 horas
Tat em 3 horas
Tat em 3 horas

Tat em 3 horas

Tat em 3 horas

Tat em 3 horas

Tat em 3 horas
Tat em 3 horas
Tat em 3 horas
Tat em 3 horas

Tat em 3 horas

Tat em 3 horas
Tat em 3 horas

Tat em 3 horas

Tat em 3 horas

Tat em 3 horas

Tat em 3 horas

Tat em 3 horas
Tat em 3 horas
Tat em 3 horas
Tat em 3 horas

Tat em 3 horas

Tat em 3 horas
Tat em 3 horas
Tat em 3 horas
Tat em 3 horas
Tat em 3 horas
Tat em 3 horas

Tat em 3 horas



P28862

Q3TUZ1
Q3UNF2
QB6GXA4
Q9D115

Q3UEK9
Q3UMTS
Q3UZH2

Q3U367
P09671
Q8VDKS
QICX58

B1ARCO

G3UY77

G3BKD4
Q5M8M3
F6SAC3
Q8BTY5
Q3TI34

Q8C2T3
P50446

Q9D358
D3Z761

P45878

Q9D2M8
P23198
Q3U890
Q3TI27
Q3UDK4
D6RJ59

E9QOX0

035658
Q3TK73
Q3TBM6
D3YVJ7
Q544R1
Q3UDGO
D3Z4X1
P67871

MMP3 MOUSE Stromelysin 1 OS Mus musculus GN Mmp3 PE 2 SV 2
Q3TUZ1 MOUSE Putative uncharacterized protein Fragment OS Mus musculus GN Aimpl PE 2
Svi1

Q3UNF2 MOUSE Serine threonine protein phosphatase OS Mus musculus GN Ppp4c PE2 SV 1
Q6GXA4 MOUSE Matrix metalloproteinase 3 Fragment OS Mus musculus GN Mmp3 PE 2 SV 1

ZN706 MOUSE Zinc finger protein 706 OS Mus musculus GN Znf706 PE 2 SV 1
Q3UEK9 MOUSE Alpha 2 HS glycoprotein isoform CRA a OS Mus musculus GN Ahsg PE 2 SV
1

Q3UMT8 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Hnrnpr PE 2 SV 1

Q3UZH2 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Mcm3 PE 2 SV 1
Q3U367 MOUSE 4 trimethylaminobutyraldehyde dehydrogenase OS Mus musculus GN Aldh9al
PE2SV1

SODM MOUSE Superoxide dismutase Mn mitochondrial OS Mus musculus GN Sod2 PE 1 SV 3
Q8VDK8 MOUSE Xpnpep1 protein Fragment OS Mus musculus GN Xpnpepl PE 2 SV 1

Q9CX58 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Prmt1 PE2 SV 1

B1ARCO MOUSE Probable ATP dependent RNA helicase DDX5 Fragment OS Mus musculus
GNDdx5 PE2SV 1

G3UY77 MOUSE Mitochondrial import receptor subunit TOM40 homolog Fragment OS Mus
musculus GN Tomm4

G3BKD4 MOUSE C terminal binding protein 2 Fragment OS Mus musculus domesticus GN
Ctbp2 PE4 SV 1

Q5M8M3 MOUSE Uncharacterized protein OS Mus musculus GN Trmt112 PE2 SV 1
F6SAC3 MOUSE Glucose 6 phosphate isomerase OS Mus musculus GN Gm1840 PE 3 SV 1
Q8BTY5 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Psmb5 PE 2 SV 1

Q3TI34 MOUSE Glutathione peroxidase OS Mus musculus GN Gpx4 PE 2 SV 2
Q8C2T3 MOUSE Putative uncharacterized protein Fragment OS Mus musculus GN Ptma PE 2
SvV1

K2C6A MOUSE Keratin type Il cytoskeletal 6A OS Mus musculus GN Krtéa PE 2 SV 3

PPAC MOUSE Low molecular weight phosphotyrosine protein phosphatase OS Mus musculus
GN Acpl PE 1SV

D3Z761 MOUSE Alpha actinin 4 Fragment OS Mus musculus GN Actn4 PE 2 SV 1

FKBP2 MOUSE Peptidyl prolyl cis trans isomerase FKBP2 OS Mus musculus GN Fkbp2 PE 1
SV1

UB2V2 MOUSE Ubiquitin conjugating enzyme E2 variant 2 OS Mus musculus GN Ube2v2 PE 2
SvV4

CBX3 MOUSE Chromobox protein homolog 3 OS Mus musculus GN Cbx3 PE 1 SV 2
Q3U890 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Hars PE 2 SV 1
Q3TI27 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Prps1 PE 2 SV 1
Q3UDK4 MOUSE Annexin OS Mus musculus GN Anxa6 PE 2 SV 1

D6RJ59 MOUSE XK related protein 5 OS Mus musculus GN Xkr5 PE 2 SV 1
E9QO0X0 MOUSE Proteasome subunit alpha type Fragment OS Mus musculus GN Psma4 PE 2
Sv1

C1QBP MOUSE Complement component 1 Q subcomponent binding protein mitochondrial OS
Mus musculus GN

Q3TK73 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Rpl7 PE2 SV 1
Q3TBM6 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Cct3 PE2 SV 1
D3YVJ7 MOUSE Aldose reductase Fragment OS Mus musculus GN Akrlb3 PE 2 SV 1
Q544R1 MOUSE Proline synthetase co transcribed OS Mus musculus GN Prosc PE 2 SV 1
Q3UDGO MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Aldh9al PE 2 SV 1
D3Z4X1 MOUSE 6 phosphogluconolactonase OS Mus musculus GN Pgls PE 4 SV 1

CSK2B MOUSE Casein kinase Il subunit beta OS Mus musculus GN Csnk2b PE 1 SV 1
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1209,15

1208,72
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Tat em 3 horas
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Tat em 3 horas

Tat em 3 horas

Tat em 3 horas

Tat em 3 horas

Tat em 3 horas

Tat em 3 horas

Tat em 3 horas

Tat em 3 horas
Tat em 3 horas
Tat em 3 horas
Tat em 3 horas
Tat em 3 horas

Tat em 3 horas

Tat em 3 horas

Tat em 3 horas
Tat em 3 horas
Tat em 3 horas
Tat em 3 horas
Tat em 3 horas
Tat em 3 horas
Tat em 3 horas

Tat em 3 horas



Q4FJZ6
Q55500

Q80ZV3
Q497N3
P70372
Q8BM84
E9Q0S7

H3BKG7
Q3TW71

B1AU71
Q3v214
E9Q7DS8
Qo1Ycs

B1ATS3
Q3UXS6

Q3T9Y8
Q3TWJ4
Q3TFQ8
Q544R5

Q5RKN9
E9Q8G8
Q3U3I6
Q9Z2W0

F6TC98

Q8K335
J3Js91

Q3I8K6
Q3U955
Q3UVJ2

P26516
Q9CR41
Q3U0J1
Q3TZ32

D3Z4X5
Q80X87
Q3TM68
Q3TJG6
Q9R0Q7
Q810V5
Q923D2

Q4FJZ6 MOUSE Gclm protein OS Mus musculus GN Gelm PE2 SV 1

ZDBF2 MOUSE DBF4 type zinc finger containing protein 2 homolog OS Mus musculus GN Zdbf2
PE2SV1

Q802V3 MOUSE Proline synthase co transcribed bacterial homolog protein OS Mus musculus
GN Prosc PE 2

Q497N3 MOUSE Ybx2 protein OS Mus musculus GN Ybx2 PE 2 SV 1
ELAV1 MOUSE ELAV like protein 1 OS Mus musculus GN Elavil PE 1 SV 2
Q8BM84 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Elavlil PE 2 SV 1

E9Q0S7 MOUSE Transcription factor Sp1 Fragment OS Mus musculus GN Spl1 PE 4 SV 1
H3BKG7 MOUSE Fumarate hydratase mitochondrial Fragment OS Mus musculus GN Fh1 PE 4
Sv1

Q3TW71 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Psmd2 PE2 SV 1
B1AU71 MOUSE DBF4 type zinc finger containing protein 2 homolog Fragment OS Mus
musculus GN Zdbf2

Q3V214 MOUSE MCG13422 isoform CRA a OS Mus musculus GN Polr2e PE2 SV 1
E9Q7D8 MOUSE Poly rC binding protein 3 OS Mus musculus GN Pcbp3 PE 2 SV 1

Q91YC8 MOUSE Damaged DNA recognition protein 1 OS Mus musculus GN Ddb1 PE2 SV 1
B1AT83 MOUSE Phosphoribosyl pyrophosphate synthase associated protein 1 Fragment OS
Mus musculus G

Q3UXS6 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Rps15 PE 2 SV 1
Q3T9Y8 MOUSE Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit | OS Mus musculus GN Eif3i
PE2SV1

Q3TWJ4 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Actr3 PE 2 SV 1
Q3TFQ8 MOUSE Phosphorylase OS Mus musculus GN Pygb PE 2 SV 1

Q544R5 MOUSE MCG16669 isoform CRA b OS Mus musculus GN Tardbp PE 2 SV 1
Q5RKN9 MOUSE Capping protein Actin filament muscle Z line alpha 1 OS Mus musculus GN
Capzal PE 2

E9Q8G8 MOUSE Protein disulfide isomerase OS Mus musculus GN P4hb PE 2 SV 1
Q3U316 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus PE 2 SV 1

DNPEP MOUSE Aspartyl aminopeptidase OS Mus musculus GN Dnpep PE 2 SV 2

F6TC98 MOUSE Serine threonine protein kinase LMTK3 Fragment OS Mus musculus GN Lmtk3
PE2SV1

Q8K335 MOUSE Glutamate rich WD repeat containing 1 OS Mus musculus GN Grwd1 PE 2 SV
1

J3JS91 MOUSE Filamin alpha Fragment OS Mus musculus GN Flna PE 4 SV 1
Q3I8K6 MONPV Uncharacterized protein OS Monkeypox virus GN MPXV DRC Yandongi 159
PE4SV1

Q3U955 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Tmpo PE 2 SV 1

Q3UVJ2 MOUSE Adenylyl cyclase associated protein OS Mus musculus GN Capl PE2 SV 1
PSMD7 MOUSE 26S proteasome non ATPase regulatory subunit 7 OS Mus musculus GN
Psmd7 PE 1 SV 2

HYPK MOUSE Huntingtin interacting protein K OS Mus musculus GN Hypk PE 2 SV 2
Q3U0J1 MOUSE Peptidyl prolyl cis trans isomerase OS Mus musculus GN Ppill PE2 SV 1

Q3TZ32 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Aars PE 2 SV 1
D3Z4X5 MOUSE Transcription initiation factor TFIID subunit 6 Fragment OS Mus musculus GN
Tafé PE 2

Q80X87 MOUSE Glia maturation factor beta OS Mus musculus GN Gmfb PE 2 SV 1
Q3TM68 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Parpl PE2 SV 1
Q3TJG6 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus PE 2 SV 1

TEBP MOUSE Prostaglandin E synthase 3 OS Mus musculus GN Ptges3 PE 1 SV 1
Q810V5 MOUSE Sfpq protein Fragment OS Mus musculus GN Sfpqg PE 2 SV 1

BLVRB MOUSE Flavin reductase NADPH OS Mus musculus GN Blvrb PE 2 SV 3
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G3UXX3
Q3UA53
A2A7Z4
P70435

I7THPYO
Q9DBG5
Q3UJ44
Q9D6P8
Q6NZBS
Q64369
E9Q039

Q9CTT4
D3ZOR5

QICWQ9
Q3THM1

Q9JJD8
Q91WJ8
D3Z055
Q3TJA2
Q3TKV1
Q8CIK1
P97315
Q4FJX4

Q3UVY8
Q3V335

F6VNW5
Q3TIE4
E9Q555
D3z121
Q3TFC2

A2ADR8
P29758

Q3TG75
Q6PHQ9
Qoczis
Q14BMS8

FB6Q3KS
J3KMK?
Q91W10

P32233

G3UXX3 MOUSE Sepiapterin reductase OS Mus musculus GN Spr PE2 SV 1
Q3UA53 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Ppal PE2 SV 1
A2A7Z4 MOUSE Basic transcription factor 3 like 4 OS Mus musculus GN Btf3l4 PE 2 SV 1

P70435 MOUSE Brain beta spectrin Fragment OS Mus musculus GN Sptbnl PE 2 SV 1
I7HPYO MOUSE SH3 domain binding glutamic acid rich like protein 3 OS Mus musculus GN
Sh3bgrlI3PE2 S

PLIN3 MOUSE Perilipin 3 OS Mus musculus GN Plin3 PE 1 SV 1

Q3UJ44 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Capg PE 2 SV 1
CALL3 MOUSE Calmodulin like protein 3 OS Mus musculus GN CalmI3 PE 2 SV 1

Q6NZB8 MOUSE Polypyrimidine tract binding protein 1 OS Mus musculus GN Ptbpl PE 2 SV 1
Q64369 MOUSE Y box binding protein Fragment OS Mus musculus GN Igf2bp3 PE 2 SV 1

E9Q039 MOUSE Puromycin sensitive aminopeptidase OS Mus musculus GN Npepps PE2 SV 1
Q9CTT4 MOUSE Putative uncharacterized protein Fragment OS Mus musculus GN Ndufs4 PE 2
Sv3

D3Z0R5 MOUSE Glucosamine 6 phosphate isomerase 1 Fragment OS Mus musculus GN
Gnpdal PE2SV 1

Q9CWQ9 MOUSE Putative uncharacterized protein Fragment OS Mus musculus GN Cad PE 2
SV 2

Q3THM1 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Uqcrcl PE 2 SV 1
Q9JJD8 MOUSE Brain cDNA clone MNCb 1272 similar to Mus musculus chaperonin subunit 2
beta Cct2

FUBP1 MOUSE Far upstream element binding protein 1 OS Mus musculus GN Fubpl PE1 SV 1
D3Z055 MOUSE Polyadenylate binding protein 2 OS Mus musculus GN Pabpnl PE 4 SV 1
Q3TJA2 MOUSE Superoxide dismutase OS Mus musculus GN Sod2 PE 2 SV 1

Q3TKV1 MOUSE MCG129789 isoform CRA b OS Mus musculus GN Psmd2 PE2 SV 1
Q8C1K1 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Kcnell PE2 SV 1
CSRP1 MOUSE Cysteine and glycine rich protein 1 OS Mus musculus GN Csrpl PE 1 SV 3

Q4FJX4 MOUSE Csrpl protein OS Mus musculus GN Csrpl PE2 SV 1

Q3UVY8 MOUSE Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit F OS Mus musculus GN Eif3f
PE2SV1

Q3V335 MOUSE Neural cell expressed developmentally down regulted gene 4 isoform CRA ¢
OS Mus muscu

F6VNW5 MOUSE Glutamate cysteine ligase regulatory subunit Fragment OS Mus musculus GN
GemPE2S

Q3TIE4 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Ddx39 PE 2 SV 1
RN213 MOUSE E3 ubiquitin protein ligase RNF213 OS Mus musculus GN Rnf213 PE2 SV 1
D3Z121 MOUSE Glutamine synthetase Fragment OS Mus musculus GN Glul PE 2 SV 1

Q3TFC2 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Nono PE 2 SV 1
A2ADR8 MOUSE Nuclear inhibitor of protein phosphatase 1 OS Mus musculus GN Ppp1r8 PE 2
Sv1

OAT MOUSE Ornithine aminotransferase mitochondrial OS Mus musculus GN Oat PE 1 SV 1
Q3TG75 MOUSE Ornithine aminotransferase isoform CRA b OS Mus musculus GN Oat PE 2 SV
1

Q6PHQ9 MOUSE MCG5546 isoform CRA ¢ OS Mus musculus GN Pabpc4 PE2 SV 1
Q9CZ18 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Gdi2 PE 2 SV 1

Q14BM8 MOUSE Protocadherin beta 16 OS Mus musculus GN Pcdhb16 PE 2 SV 1
F6Q3K8 MOUSE Mannose 6 phosphate isomerase Fragment OS Mus musculus GN Mpi PE 3
Sv1

J3KMK7 MOUSE Protein Gm10097 OS Mus musculus GN Gm10097 PE4 SV 1

S39A8 MOUSE Zinc transporter ZIP8 OS Mus musculus GN SlIc39a8 PE 2 SV 1
DRG1 MOUSE Developmentally regulated GTP binding protein 1 OS Mus musculus GN Drgl PE
1sv1
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QO5A80
QOP6AG
F6QREQ

GOXVV9
ABPWS4
MOQWPS5

Q3U0H2
Q3UJJ8
F6TAM4
009172

Q8BGY2
Q3TLJO
Q9DCC4

D3YUB9

Q8BX70
Q692G7
Q8BSL7
Q6ZPT2
Q92238
Q91VW5

Q497E8
Q7TPD9

EOCXKO
P48725

E9QOU1
Q5DTT3
Q8C8sU3
Q58EV4
QOVEC6
E9Q9B7
Q80UL3
Q3UJK5

Q3TNL1
A2AEW9
Q4FJTO

A2AUM6

G3UWW?7

P31938
Q3UYD1

CAPR2 MOUSE Caprin 2 OS Mus musculus GN Caprin2 PE1 SV 1
QOP6A6 MOUSE Caprin2 protein OS Mus musculus GN Caprin2 PE2 SV 1

F6QRE9 MOUSE Protein BC007180 Fragment OS Mus musculus GN BC007180 PE 4 SV 2
GOXVV9 COWPX Putative membrane protein OS Cowpox virus GN CPXV GER1998 2 097 PE 4
Svi1

A6PW84 MOUSE Prolyl 3 hydroxylase 1 OS Mus musculus GN Leprel PE 2 SV 1

MOQWP5 MOUSE Protein Zfp493 OS Mus musculus GN Zfp493 PE 2 SV 1

Q3UOH2 MOUSE Putative uncharacterized protein Fragment OS Mus musculus GN Cltc PE 2
Sv1

Q3UJJ8 MOUSE Putative uncharacterized protein Fragment OS Mus musculus GN Rdx PE 2 SV
1

F6T4M4 MOUSE Serine arginine repetitive matrix protein 1 Fragment OS Mus musculus GN
Srrml PE 2 SV

GSHO MOUSE Glutamate cysteine ligase regulatory subunit OS Mus musculus GN Gclm PE 2
SVv1

IF5A2 MOUSE Eukaryotic translation initiation factor 5A 2 OS Mus musculus GN Eif5a2 PE 2 SV
3

Q3TLJO MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Capzal PE2 SV 1

P5CR3 MOUSE Pyrroline 5 carboxylate reductase 3 OS Mus musculus GN Pycrl PE 2 SV 2
D3YUB9 MOUSE Polyadenylate binding protein 2 Fragment OS Mus musculus GN Pabpnl PE 2
SV 2

VP13C MOUSE Vacuolar protein sorting associated protein 13C OS Mus musculus GN Vps13c
PE1SV2

Q69ZG7 MOUSE MKIAA1554 protein Fragment OS Mus musculus GN mKIAA1554 PE 4 SV 1
ARF2 MOUSE ADP ribosylation factor 2 OS Mus musculus GN Arf2 PE 1 SV 2

Q6ZPT2 MOUSE MKIAA1352 protein Fragment OS Mus musculus GN Lars PE2 SV 1
Q922J8 MOUSE BC007180 protein Fragment OS Mus musculus GN BC007180 PE 2 SV 1

GOGA4 MOUSE Golgin subfamily A member 4 OS Mus musculus GN Golga4 PE 1 SV 2

Q497E8 MOUSE Proteasome Prosome macropain 26S subunit non ATPase 11 OS Mus
musculus GN Psmd11 P

Q7TPD9 MOUSE Arpc4 protein OS Mus musculus GN Arpc4 PE2 SV 1

EOCXKO MOUSE Inosine 5 monophosphate dehydrogenase 1 Fragment OS Mus musculus GN
Impdhl PE 2 SV 1

PCNT MOUSE Pericentrin OS Mus musculus GN Pcnt PE 1 SV 2
E9QOU1 MOUSE 26S proteasome non ATPase regulatory subunit 13 OS Mus musculus GN
Psmd13 PE2 SV 1

F208B MOUSE Protein FAM208B OS Mus musculus GN Fam208b PE 2 SV 2

Q8C8U3 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Zfp259 PE 2 SV 1
Q58EV4 MOUSE Proteasome subunit alpha type OS Mus musculus GN Psma3 PE 2 SV 1
QOVEC6 MOUSE Rnf213 protein Fragment OS Mus musculus GN Rnf213 PE 2 SV 1
E9Q9B7 MOUSE Protein Kidins220 OS Mus musculus GN Kidins220 PE 2 SV 1

Q80UL3 MOUSE Galactokinase 1 OS Mus musculus GN Galkl PE 2 SV 1

Q3UJK5 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Oat PE 2 SV 1
Q3TNL1 MOUSE Glucose 6 phosphate 1 dehydrogenase OS Mus musculus GN G6pdx PE 2 SV
1

A2AEW9 MOUSE GRIP1 associated protein 1 OS Mus musculus GN Gripapl PE 2 SV 1

Q4FJTO0 MOUSE Matr3 protein OS Mus musculus GN Matr3 PE 2 SV 1
A2AUM6 MOUSE Signal recognition particle 14 kDa protein OS Mus musculus GN Srp14 PE 2
Sv1

G3UWW?7 MOUSE 26S proteasome non ATPase regulatory subunit 11 Fragment OS Mus
musculus GN Psmd11 PE

MP2K1 MOUSE Dual specificity mitogen activated protein kinase kinase 1 OS Mus musculus GN
Map2kl PE

Q3UYD1 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Golga4 PE 2 SV 1
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Q80XJ7
Q3ULZ2
Q3UTA4

QICWM4
F7BDR1
Q3TDD8
A2ADB1

G3UWN9

Q3LHH7
QBNSW3

D3Z1B9
Q9CSN9
Q99KR7
Q3U6Y5
P53349
Q8K441
Q8VED4

Q63848
Q69ZM6
Q9DORS
QO05DT4
G3UXK5
054834
Q920Q2

Q3UMM7
Q8VDX8
Q9CXZ9
B7ZMZ9
F6XJAL

Q6P542

QB8R3V2
P06281
Q8C525
F1DJL9
E9Q7PO
Q3THL7

QICWRS

Q5H8C4
Q4VA29

Q80XJ7 MOUSE Aldo keto reductase family 1 member A4 Aldehyde reductase OS Mus
musculus GN Akrlal

FHDC1 MOUSE FH2 domain containing protein 1 OS Mus musculus GN Fhdcl PE 2 SV 3
Q3UTA4 MOUSE Protein Gm5662 OS Mus musculus GN Gm8300 PE2 SV 1

PFD1 MOUSE Prefoldin subunit 1 OS Mus musculus GN Pfdnl PE 2 SV 1

F7BDR1 MOUSE Fascin Fragment OS Mus musculus GN Fscnl PE 4 SV 1

Q3TDD8 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Eif4b PE 2 SV 1

A2ADB1 MOUSE Msx2 interacting protein OS Mus musculus GN Spen PE 2 SV 1

G3UWN9 MOUSE Proteasome activator complex subunit 1 Fragment OS Mus musculus GN
Psmel PE2SV 1

Q3LHH7 MOUSE Vomeronasal 2 receptor p1 Fragment OS Mus musculus GN Vmn2r112 PE 2
Sv1

SPKAP MOUSE A kinase anchor protein SPHKAP OS Mus musculus GN Sphkap PE 1 SV 2
D3Z1B9 MOUSE V type proton ATPase catalytic subunit A Fragment OS Mus musculus GN
Atp6vla PE 2 SV

Q9CSN9 MOUSE Putative uncharacterized protein Fragment OS Mus musculus GN Rps23 PE 2
SvV1

PPIF MOUSE Peptidyl prolyl cis trans isomerase F mitochondrial OS Mus musculus GN Ppif PE
1svi1

Q3U6Y5 MOUSE Putative uncharacterized protein Fragment OS Mus musculus GN Ddx17 PE 2
Svi1

M3K1 MOUSE Mitogen activated protein kinase kinase kinase 1 OS Mus musculus GN Map3k1
PE1SV3

ABCA6 MOUSE ATP binding cassette sub family A member 6 OS Mus musculus GN Abca6 PE
2sv2

Q8VED4 MOUSE Serine threonine protein phosphatase OS Mus musculus GN Ppp2cb PE 2 SV
1

Q63848 MOUSE Tissue specific protein tyrosine phosphatase Fragment OS Mus musculus GN
Ptpnll PE 2

STK36 MOUSE Serine threonine protein kinase 36 OS Mus musculus GN Stk36 PE 1 SV 3
LSM12 MOUSE Protein LSM12 homolog OS Mus musculus GN Lsm12 PE 1 SV 1

Q05DT4 MOUSE Cdc5l protein OS Mus musculus GN Cdc5I PE 2 SV 1

G3UXK5 MOUSE Protein bicaudal D homolog 1 OS Mus musculus GN Bicdl PE 2 SV 1
RHG06 MOUSE Rho GTPase activating protein 6 OS Mus musculus GN Arhgap6 PE 1 SV 3
REV1 MOUSE DNA repair protein REV1 OS Mus musculus GN Revl PE 1 SV 1

Q3UMM7 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Adh7 PE2 SV 1
Q8VDX8 MOUSE Hars protein OS Mus musculus GN Hars PE 2 SV 1

Q9CXZ9 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Galkl PE2 SV 1
B7ZMZ9 MOUSE Ninein OS Mus musculus GN Nin PE 2 SV 1

F6XJA1 MOUSE Myelin expression factor 2 Fragment OS Mus musculus GN Myef2 PE 4 SV 1
ABCF1 MOUSE ATP binding cassette sub family F member 1 OS Mus musculus GN Abcfl PE 1
Sv1

Q8R3V2 MOUSE Aminoacyl tRNA synthase complex interacting multifunctional protein 2 OS
Mus musculus G

RENI1 MOUSE Renin 1 OS Mus musculus GN Ren1 PE1 SV 1

M21D2 MOUSE Protein MB21D2 OS Mus musculus GN Mb21d2 PE 1 SV 1

F1DJL9 MONPV Putative uncharacterized protein OS Monkeypox virus PE 4 SV 1

E9Q7P0 MOUSE Dynein heavy chain 17 axonemal OS Mus musculus GN Dnahl17 PE2 SV 1

Q3THL7 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Vdacl PE 2 SV 1
DNM3L MOUSE DNA cytosine 5 methyltransferase 3 like OS Mus musculus GN Dnmt3| PE 1 SV
1

VP13A MOUSE Vacuolar protein sorting associated protein 13A OS Mus musculus GN Vps13a
PE2SV1

Q4VA29 MOUSE MCG140066 OS Mus musculus GN 2700060E02Rik PE 2 SV 1
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Q9CQES
E9QP62

Q8K1J6
Q3U6Z1
Q3THC7
Q3V1M8
Q5FWJ8

GOXXQ5
QscICc2
Q80ZT6
Q9CQ62
B7ZP01

G3UWD6
F6QUA9
Q3TBMO

D6RG57
F7BSN3

B2KF55

P19096

Q45VK7
Q8VDM8

Q9JJEL
D3YX57

EOCYI9
D3YW68
Q8K310

Q99N15
E9QAH1
Q571K1
G3XA25
Q99KA3

Q3U3Y3
K7XKAT7

Q71H75
L7N209
D3z2D4

F6SQH7
QIDBN7
A2AD84
A2A520

CN166 MOUSE UPF0568 protein C140rf166 homolog OS Mus musculus PE 2 SV 1

E9QP62 MOUSE LIM and senescent cell antigen like containing domain protein 1 OS Mus
musculus GN Lims

TRNT1 MOUSE CCA tRNA nucleotidyltransferase 1 mitochondrial OS Mus musculus GN Trntl
PE2SV1

Q3U6Z1 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Lcpl PE 2 SV 1
Q3THC7 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Rpl8 PE 2 SV 1
Q3V1M8 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Hdlbp PE 2 SV 1

Q5FWJ8 MOUSE Enpp5 protein Fragment OS Mus musculus GN Enpp5 PE 2 SV 1
GOXXQ5 COWPX IMV heparin binding surface protein involved in IMV maturation OS Cowpox
virus GN CPXV

NUPL2 MOUSE Nucleoporin like protein 2 OS Mus musculus GN Nupl2 PE2 SV 1
Q80ZT6 MOUSE 1700080E11Rik protein OS Mus musculus GN 1700080E11Rik PE 2 SV 1
DECR MOUSE 2 4 dienoyl CoA reductase mitochondrial OS Mus musculus GN Decrl PE 1 SV 1

B7ZP01 MOUSE Stap1 protein OS Mus musculus GN Stapl PE2 SV 1
G3UWD6 MOUSE Glucose 6 phosphate 1 dehydrogenase OS Mus musculus GN G6pd2 PE 3
SvVi1

F6QUA9 MOUSE TBC1 domain family member 1 OS Mus musculus GN Tbcldl PE 2 SV 2

Q3TBMO MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Blzf1 PE 2 SV 1
D6RG57 MOUSE Ubiquinone biosynthesis monooxygenase COQ6 OS Mus musculus GN Cog6
PE2SV1

F7BSN3 MOUSE Ubiquitin carboxyl terminal hydrolase OS Mus musculus GN Usp34 PE 2 SV 1
B2KF55 MOUSE Ubiquitin conjugating enzyme E2 variant 2 OS Mus musculus GN Ube2v2 PE 2
SVv1

FAS MOUSE Fatty acid synthase OS Mus musculus GN Fasn PE 1 SV 2
DYHC2 MOUSE Cytoplasmic dynein 2 heavy chain 1 OS Mus musculus GN Dync2hl1 PE1 SV 1

Q8VDM8 MOUSE Acly protein Fragment OS Mus musculus GN Acly PE 2 SV 1

Q9JJE1 MOUSE Brain cDNA clone MNCb 1208 similar to Mus musculus mitogen activated
protein kinase k

D3YX57 MOUSE Fanconi anemia group | protein homolog OS Mus musculus GN Fanci PE 2 SV
1

EOCYI9 MOUSE GRIP and coiled coil domain containing protein 2 OS Mus musculus GN Gcc2
PE2SV1

D3YW68 MOUSE MCG1031564 OS Mus musculus GN Rpl23a ps1 PE4 SV 1

MATR3 MOUSE Matrin 3 OS Mus musculus GN Matr3 PE 1 SV 1
Q99N15 MOUSE 17beta hydroxysteroid dehydrogenase type 10 short chain L 3 hydroxyacyl
CoA dehydrogena

E9QAH1 MOUSE Protein Golghl OS Mus musculus GN Golgbhl PE 2 SV 1
Q571K1 MOUSE MKIAA4151 protein Fragment OS Mus musculus GN Golgbl PE 2 SV 1
G3XA25 MOUSE MCG16689 isoform CRA a OS Mus musculus GN Acat2 PE 3 SV 1

Q99KA3 MOUSE Atp6vlbl protein Fragment OS Mus musculus GN Atp6vlbl PE2 SV 1
Q3U3Y3 MOUSE Putative uncharacterized protein Fragment OS Mus musculus GN Appl2 PE 2
Sv1

K7XKA7 MOUSE Cytochrome ¢ oxidase subunit 2 OS Mus musculus domesticus GN COXII PE
3sSvi1

Q71H75 MOUSE Collapsin response mediator protein 1A Fragment OS Mus musculus GN
CrmplPE2SV 1

L7N209 MOUSE HBSL1 like protein OS Mus musculus GN Hbs1l PE 2 SV 1

D3Z2D4 MOUSE Caprin 2 Fragment OS Mus musculus GN Caprin2 PE 2 SV 1
F6SQH7 MOUSE Polymerase delta interacting protein 2 Fragment OS Mus musculus GN
Poldip2 PE4 SV 1

Q9DBN7 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Ecil PE 2 SV 1
A2AD84 MOUSE Protein 2610018G03Rik OS Mus musculus GN 2610018G03Rik PE 2 SV 1
A2A520 MOUSE Dynein heavy chain 17 axonemal Fragment OS Mus musculus GN Dnahl17 PE
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B2RQES
F7CB97

Q5IR70
Q8CGT73

D37340

Q61496
P48972
Q3TGM?
Q80U74
Q3T992
Q14DS2
Q3UB66

A3KGU9
P97377

A2ANR6
Q8R2X8
B2RUG6
F6VUT6
P61161
Q14AX8

Q5SSW2
Q61098

Q80U79

Q8VE73
055132

28V2

RHG42 MOUSE Rho GTPase activating protein 42 OS Mus musculus GN Arhgap42 PE 1 SV 1
F7CB97 MOUSE CAP Gly domain containing linker protein 1 Fragment OS Mus musculus GN
Clipl PE 4 SV

CAGE1 MOUSE Cancer associated gene 1 protein homolog OS Mus musculus GN Cagel PE 1
Sv2

FTM MOUSE Protein fantom OS Mus musculus GN Rpgripll PE 1 SV 2

D3Z340 MOUSE DCC interacting protein 13 beta Fragment OS Mus musculus GN Appl2 PE 2
SV 2

DDX4 MOUSE Probable ATP dependent RNA helicase DDX4 OS Mus musculus GN Ddx4 PE 1
SV 2

MYBB MOUSE Myb related protein B OS Mus musculus GN Mybl2 PE 1 SV 1

Q3TGM7 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Hbs1l PE 2 SV 1
Q80U74 MOUSE MKIAA0133 protein Fragment OS Mus musculus GN Urb2 PE 2 SV 1
Q37992 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Ubgin1 PE2 SV 1
Q14DS2 MOUSE 1700016M24Rik protein OS Mus musculus GN Mroh4 PE 2 SV 1

Q3UB66 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Rabl PE2 SV 1
A3KGU9 MOUSE Spectrin alpha chain non erythrocytic 1 Fragment OS Mus musculus GN
Sptanl PE2SV 1

CDK2 MOUSE Cyclin dependent kinase 2 OS Mus musculus GN Cdk2 PE 1 SV 2
A2ANR6 MOUSE Casein kinase Il subunit alpha Fragment OS Mus musculus GN Csnk2al PE 2
SVv1

G045 MOUSE Golgin 45 OS Mus musculus GN Blzfl PE 2 SV 2

B2RUG6 MOUSE Dock4 protein OS Mus musculus GN Dock4 PE 2 SV 1
F6VUT6 MOUSE Protein Gm8251 OS Mus musculus GN Gm8251 PE 4 SV 1
ARP2 MOUSE Actin related protein 2 OS Mus musculus GN Actr2 PE 1 SV 1

Q14AX8 MOUSE Uncharacterized protein OS Mus musculus GN 9930013L23Rik PE 2 SV 1
PSME4 MOUSE Proteasome activator complex subunit 4 OS Mus musculus GN Psme4 PE 1 SV
1

IL18R MOUSE Interleukin 18 receptor 1 OS Mus musculus GN 1118r1 PE2 SV 1

Q80U79 MOUSE MKIAAQ0097 protein Fragment OS Mus musculus GN Ckap5 PE 2 SV 1
CUL7 MOUSE Cullin 7 OS Mus musculus GN Cul7 PE 1 SV 2

055132 MOUSE Uncharacterized protein Fragment OS Mus musculus GN Rnf213 PE 2 SV 1
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ANEXO: Tabela 2:Proteinas identificadas por protedmica em larga escala, exclusivas de IV5-3, em 3 horas.

Accession Protein Score Unique
number
Q4KL81 Q4KL81 MOUSE Actin gamma cytoplasmic 1 OS Mus musculus GN Actgl PE2 SV 1 156863,8 BIV5-3 em 3 horas
P68369 TBA1A MOUSE Tubulin alpha 1A chain OS Mus musculus GN Tubala PE 1 SV 1 118951,6 BIV5-3 em 3 horas
Q5SX61 Q5SX61 MOUSE Beta enolase Fragment OS Mus musculus GN Eno3 PE 2 SV 1 109310 BIV5-3 em 3 horas
Q3TEK2 Q3TEK2 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Hspa8 PE 2 SV 1 85620,77 BIV5-3 em 3 horas
Q9D6F9 TBB4A MOUSE Tubulin beta 4A chain OS Mus musculus GN Tubb4a PE 1 SV 3 83799,83 BIV5-3 em 3 horas
Q3UJ20 Q3UJ20 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Eno2 PE2 SV 1 77766,45 BIV5-3 em 3 horas
Q6B822 Q6B822 MOUSE Histone H4 Fragment OS Mus musculus PE 2 SV 1 65755,09 BIV5-3 em 3 horas
Q99LX0 PARK7 MOUSE Protein DJ 1 OS Mus musculus GN Park7 PE 1 SV 1 57802,31 BIV5-3 em 3 horas
MOQWHS8 MOQWH8 MOUSE Elongation factor 1 beta OS Mus musculus GN Eeflb2 PE 2 SV 1 55797,56 BIV5-3 em 3 horas
Q3TW58 Q3TW58 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Eef2 PE 2 SV 1 48006,39 BIV5-3 em 3 horas
Q6PIL9 Q6P9L9 MOUSE Eef2 protein Fragment OS Mus musculus GN Eef2 PE2 SV 1 46012,21 BIV5-3 em 3 horas
P17742 PPIA MOUSE Peptidyl prolyl cis trans isomerase A OS Mus musculus GN Ppia PE 1 SV 2 44913,62 BIV5-3 em 3 horas
P06151 LDHA MOUSE L lactate dehydrogenase A chain OS Mus musculus GN Ldha PE 1 SV 3 43513,69 BIV5-3 em 3 horas
P17156 HSP72 MOUSE Heat shock related 70 kDa protein 2 OS Mus musculus GN Hspa2 PE 1 SV 2 42204,16 BIV5-3 em 3 horas
Q61696 HS71A MOUSE Heat shock 70 kDa protein 1A OS Mus musculus GN Hspala PE 1 SV 2 41887,18 BIV5-3 em 3 horas
P14869 RLAO MOUSE 60S acidic ribosomal protein PO OS Mus musculus GN Rplp0 PE 1 SV 3 38079,48 BIV5-3 em 3 horas
Q3TII3 Q3TII3 MOUSE Elongation factor 1 alpha OS Mus musculus GN Eeflal PE2 SV 1 35078,51 BIV5-3 em 3 horas
D3Z0Z9 MOUSE Glyceraldehyde 3 phosphate dehydrogenase OS Mus musculus GN Gm5069 PE 3
D32029 SvV1i 34768,07 BIV5-3 em 3 horas
Q922B0 Q922B0 MOUSE Ubc protein OS Mus musculus GN Ubc PE 2 SV 1 34333,47 BIV5-3 em 3 horas
P02301 H3C MOUSE Histone H3 3C OS Mus musculus GN H3f3c PE 3 SV 3 33393,94 BIV5-3 em 3 horas
Q3UMM1 Q3UMM1 MOUSE Tubulin beta 6 OS Mus musculus GN Tubb6 PE 2 SV 1 31143,52 BIV5-3 em 3 horas
Q3ULN5 Q3ULN5 MOUSE Peptidyl prolyl cis trans isomerase OS Mus musculus GN Fkbpla PE 4 SV 1 30829,62 BIV5-3 em 3 horas
Q3UJue Q3UJU6 MOUSE 40S ribosomal protein S8 Fragment OS Mus musculus PE 2 SV 1 29571,09 BIV5-3 em 3 horas
A2A813 A2A813 MOUSE Protein DJ 1 OS Mus musculus GN Park7 PE2 SV 1 29263,94 BIV5-3 em 3 horas
Q01768 NDKB MOUSE Nucleoside diphosphate kinase B OS Mus musculus GN Nme2 PE 1 SV 1 27364,58 BIV5-3 em 3 horas
Q5FWJ5 Q5FWJ5 MOUSE Hnrpk protein OS Mus musculus GN Hnrnpk PE 2 SV 1 25814,28 BIV5-3 em 3 horas
Q3TUAL Q3TUA1 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Hnrnpk PE 2 SV 1 25795,24 BIV5-3 em 3 horas
G3UzJ6 G3UZJ6 MOUSE 60S ribosomal protein L18 Fragment OS Mus musculus GN Rpl18 PE 2 SV 1 24673,96 BIV5-3 em 3 horas
088687 088687 MOUSE Heat shock protein 70 Fragment OS Mus musculus GN Hsp70 3 PE 1SV 1 24465,99 BIV5-3 em 3 horas
Q3TAI8 Q3TAI8 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus PE 2 SV 1 23485,03 BIV5-3 em 3 horas
HNRPK MOUSE Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein K OS Mus musculus GN Hnrnpk PE 1 SV
P61979 1 22659,03 BIV5-3 em 3 horas
S4R1IN1 S4R1N1 MOUSE 60S acidic ribosomal protein PO Fragment OS Mus musculus GN Rplp0 PE 3 SV 1 20038,24 BIV5-3 em 3 horas
D3z0Y2 D320Y2 MOUSE Peroxiredoxin 6 OS Mus musculus GN Prdx6 PE 2 SV 1 19713,2 BIV5-3 em 3 horas
Q9CUN8 MOUSE Putative uncharacterized protein Fragment OS Mus musculus GN Tubb6 PE 2 SV
QI9CUN8 1 19030,52 BIV5-3 em 3 horas
Q3ulIC3 Q3UIC3 MOUSE Putative uncharacterized protein Fragment OS Mus musculus GN Ldha PE 2 SV 1 18646,68 BIV5-3 em 3 horas
Q3U5Q3 Q3U5Q3 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Eftud2 PE 2 SV 1 18040,5 BIV5-3 em 3 horas
H3BK96 MOUSE Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein K Fragment OS Mus musculus GN
H3BK96 Hnrnpk PE 2 SV 17236,57 BIV5-3 em 3 horas
H3BKDO MOUSE Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein K Fragment OS Mus musculus GN
H3BKDO Hnrnpk PE 2 SV 17228,71 BIV5-3 em 3 horas
Q9CPQ9 Q9CPQ9 MOUSE Fructose bisphosphate aldolase OS Mus musculus GN Aldoartl PE 2 SV 1 16868,43 BIV5-3 em 3 horas
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H3BKI8
Q3us1s
P26638
P62631
Q5NC80
AGZI46
P45591
Q9CT46
P50580
Q8BTU6
D6RJ16

Q8BT23
ASDUN2
Q3U292
Q9JJ20
Q3UMP4
P02104
Q8C671
Q3TF25
P08113
055135
E9PWQ9
ASDUM2

Q8R4B4
J3QM94
Q5XJF6
P61205
Q3T9U9
P48024
P97351
Q6LBLY
Q99LRO
A2APD7

G3UXJ6
Q3U5V2
D3YV25
Q3TGN5
Q8BSH3
Q3U935
H7BWX1

J3QM80
Q4QQL2

H3BKI8 MOUSE Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein K Fragment OS Mus musculus GN
Hnrnpk PE 2 SV

Q3U818 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Eif6 PE 2 SV 1

SYSC MOUSE Serine tRNA ligase cytoplasmic OS Mus musculus GN Sars PE 2 SV 3

EF1A2 MOUSE Elongation factor 1 alpha 2 OS Mus musculus GN Eefla2 PE1 SV 1

Q5NC80 MOUSE Nucleoside diphosphate kinase Fragment OS Mus musculus GN Nmel PE 2 SV 1
A6Z146 MOUSE Fructose bisphosphate aldolase OS Mus musculus GN Aldoartl PE 2 SV 1

COF2 MOUSE Cofilin 2 OS Mus musculus GN Cfl2 PE1 SV 1

Q9CT46 MOUSE Putative uncharacterized protein Fragment OS Mus musculus GN Ncl PE2 SV 1
PA2G4 MOUSE Proliferation associated protein 2G4 OS Mus musculus GN Pa2g4 PE 1 SV 3
Q8BTU6 MOUSE Eukaryotic initiation factor 4A Il OS Mus musculus GN Eif4a2 PE 2 SV 1

D6RJ16 MOUSE ATP synthase subunit alpha mitochondrial OS Mus musculus GN Atp5al PE 2 SV 1
Q8BT23 MOUSE Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein K OS Mus musculus GN Hnrnpk PE 4 SV
1

A8DUN2 MOUSE Beta globin OS Mus musculus GN Hbbtl PE 3 SV 1

Q3U292 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Histlhld PE 2 SV 1
Q9JJ20 MOUSE 14 3 3 protein sigma OS Mus musculus GN Sfn PE 2 SV 1

Q3UMP4 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Serbpl PE2 SV 1
HBE MOUSE Hemoglobin subunit epsilon Y2 OS Mus musculus GN Hbb y PE 1 SV 2

Q8C671 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Srsf2 PE 2 SV 1
Q3TF25 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Atp50 PE 2 SV 1

ENPL MOUSE Endoplasmin OS Mus musculus GN Hsp90b1 PE 1 SV 2

IF6 MOUSE Eukaryotic translation initiation factor 6 OS Mus musculus GN Eif6 PE 1 SV 2
E9PWQ9 MOUSE C terminal binding protein 2 Fragment OS Mus musculus GN Ctbp2 PE 2 SV 1

A8DUM2 MOUSE Beta globin OS Mus musculus GN Hbbtl PE 3 SV 1
Q8R4B4 MOUSE Down syndrome cell adhesion molecule like protein Fragment OS Mus musculus
GN Dscamll

J3QM94 MOUSE Uncharacterized protein OS Mus musculus GN Gm5070 PE 3 SV 1
Q5XJF6 MOUSE Ribosomal protein OS Mus musculus GN Rpl10a PE 2 SV 1

ARF3 MOUSE ADP ribosylation factor 3 OS Mus musculus GN Arf3 PE 2 SV 2

Q3T9U9 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Rpl3 PE2 SV 1
EIF1 MOUSE Eukaryotic translation initiation factor 1 OS Mus musculus GN Eifl PE 2 SV 2
RS3A MOUSE 40S ribosomal protein S3a OS Mus musculus GN Rps3a PE 1 SV 3

Q6LBL9 MOUSE T complex polypeptide 1 Fragment OS Mus musculus GN Tcp 1PE2 SV 1
Q99LRO MOUSE Eif4al protein Fragment OS Mus musculus GN Eif4al PE2 SV 1

A2APD7 MOUSE Nucleolar protein 56 Fragment OS Mus musculus GN Nop56 PE 2 SV 1
G3UXJ6 MOUSE Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein Q OS Mus musculus GN Syncrip PE 2
Sv1

Q3U5V2 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Cnbp PE 2 SV 1
D3YV25 MOUSE ADP ribosylation factor 3 Fragment OS Mus musculus GN Arf3 PE2 SV 1
Q3TGN5 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Hnrnpu PE 2 SV 1
Q8BSH3 MOUSE Tropomyosin alpha 1 chain OS Mus musculus GN Tpm1 PE 2 SV 1
Q3U935 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Cnbp PE 2 SV 1

H7BWX1 MOUSE Prefoldin subunit 5 OS Mus musculus GN Pfdn5 PE 2 SV 1
J3QM80 MOUSE Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein F Fragment OS Mus musculus GN
Hnrnpf PE 2 SV

Q4QQL2 MOUSE MCG22362 isoform CRA a OS Mus musculus GN Ube2d3 PE2 SV 1

152

16826,41
16791,95
16583,55
15727,09
15475,67
15244,03
14663,19
14661,08
14205,8
14061,79
13458,78

13351,88
13246,65
13151,02
12902,23
12266,18
12243,23
12212,54
12041,46
11856,04
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Q9D1S1
Q5EBG5
B7ZWG9
P50247
P47963
F6YVP7
Q9D0J2

QoCY58
Q3TXV1
Q3U5P8
Q3U0I3
Q3UB67
P55821

Q564E5
D3YX79

D6RCG1
Q5MON8

Q7MOF3
Q3TKR5
FBWJKS

P32037
P26040
Q4KML7

Q60932
Q61607
Q3THJO
Q9CSD9
Q3TWL6
Q80V77
P56394
F27483
Q3UJP4
035900

F7AXP1
Q3TB18

Q3THS6
Q5MIMO
Q61699
Q3v2Vv2
Q3TIX8

Q3TPL8

Q9D1S1 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Ube2d3 PE 2 SV 1
Q5EBG5 MOUSE Ribosomal protein L7A OS Mus musculus GN Rpl7a PE2 SV 1

B7ZWG9 MOUSE Hnrnpall2 protein OS Mus musculus GN Hnrnpall2 PE 2 SV 1

SAHH MOUSE Adenosylhomocysteinase OS Mus musculus GN Ahcy PE 1 SV 3

RL13 MOUSE 60S ribosomal protein L13 OS Mus musculus GN Rpl13 PE 2 SV 3

F6YVP7 MOUSE Uncharacterized protein OS Mus musculus GN Gm10260 PE 3 SV 2

Q9D0J2 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Atp5d PE 2 SV 1
PAIRB MOUSE Plasminogen activator inhibitor 1 RNA binding protein OS Mus musculus GN Serbp1l
PE 1SV

Q3TXV1 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Psmd2 PE 2 SV 1
Q3U5P8 MOUSE 40S ribosomal protein S3a OS Mus musculus GN Rps3al PE2 SV 1
Q3U0I3 MOUSE T complex protein 1 subunit gamma OS Mus musculus GN Cct3 PE2 SV 1
Q3UB67 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN RpI3 PE 2 SV 1

STMN2 MOUSE Stathmin 2 OS Mus musculus GN Stmn2 PE 1 SV 1
Q564E5 MOUSE Williams Beuren syndrome chromosome region 1 homolog Human isoform CRA a
OS Mus musc

D3YX79 MOUSE Proteasome subunit alpha type OS Mus musculus GN Gm8394 PE 3 SV 1
D6RCG1 MOUSE Trifunctional purine biosynthetic protein adenosine 3 OS Mus musculus GN Gart
PE2SV1

Q5M9N8 MOUSE Ribosomal protein L7 OS Mus musculus GN Rpl7 PE 2 SV 1
Q7MOF3 MOUSE Glutathione transferase class mu chain Yb5 Fragments OS Mus musculus PE 1 SV
1

Q3TKR5 MOUSE Ribosomal protein L5 OS Mus musculus GN Rpl5 PE 2 SV 1

F8WJK8 MOUSE Hsc70 interacting protein OS Mus musculus GN St13 PE2 SV 1
GTR3 MOUSE Solute carrier family 2 facilitated glucose transporter member 3 OS Mus musculus GN
Slc2

EZRI MOUSE Ezrin OS Mus musculus GN Ezr PE 1 SV 3

Q4KML7 MOUSE Ezrin OS Mus musculus GN Ezr PE2 SV 1
VDAC1 MOUSE Voltage dependent anion selective channel protein 1 OS Mus musculus GN Vdacl
PE1SV3

Q61607 MOUSE Gilut 3 protein Fragment OS Mus musculus GN Slc2a3 PE 2 SV 1

Q3THJO0 MOUSE 60S ribosomal protein L18a OS Mus musculus GN Rpl18a PE 2 SV 1

Q9CSD9 MOUSE Putative uncharacterized protein Fragment OS Mus musculus GN Ddx5 PE 2 SV 1
Q3TWL6 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Psmd2 PE 2 SV 1
Q80V77 MOUSE Psmd2 protein OS Mus musculus GN Psmd2 PE 2 SV 1

COX17 MOUSE Cytochrome c oxidase copper chaperone OS Mus musculus GN Cox17 PE 2 SV 2
F27483 MOUSE T complex protein 1 subunit alpha OS Mus musculus GN Tcpl PE 2 SV 1

Q3UJP4 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Cct3 PE 2 SV 1

LSM2 MOUSE U6 snRNA associated Sm like protein LSm2 OS Mus musculus GN Lsm2 PE 2 SV 1
F7AXP1 MOUSE Polypyrimidine tract binding protein 1 Fragment OS Mus musculus GN Ptbpl PE 2
Sv1

Q3TB18 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Ddx39b PE 2 SV 1
METK2 MOUSE S adenosylmethionine synthase isoform type 2 OS Mus musculus GN Mat2a PE 2
Sv2

Q5M9M0 MOUSE MCG23455 isoform CRA e OS Mus musculus GN Rpl13a PE2 SV 1
HS105 MOUSE Heat shock protein 105 kDa OS Mus musculus GN Hsphl PE 1 SV 2
Q3V2V2 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Phb2 PE 2 SV 1

Q3TIX8 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Cctéa PE 2 SV 1
Q3TPL8 MOUSE Solute carrier family 2 Facilitated glucose transporter member 3 OS Mus musculus
GN
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7586,95
7536,01
7412

7237,16
7191,26
7191,26

7152,14
7106,82
7043,33
6944,46
6913,12
6822,78
6775,99
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6389,88
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Q3TIV6
I7ENE7
Q3U4D1
Q3U0T9
Q9JHU4
G3UW34
P28352
Q54477

Q544B1
Q3U7K1
055142
Q9DC85
J3KMQ2
A2AUB2
Q3U9P0
Q564E6
Q3TILO

Q8VDWO
Q80WB1
Q3U7N9

Q9DCDO

MOQWY0
Q3UIW1
Q3TW65
070182
Q3TETO
Q3TGE1
D6RHT5
F7CJS8
Q5BLI7

P62715
Q91YZ8

QOPD66
Q8VEI6
Q60865
Q64674

Q8BNO7
G3UZX4
Q3UT95
Q6ZWU9
Q3TXT7
Q9CQ60

Q3TIV6 MOUSE Lysine tRNA ligase OS Mus musculus GN Kars PE 2 SV 1

I7TENE7 MOUSE UCHL 1 Fragment OS Mus musculus GN Uchll PE2 SV 1

Q3U4D1 MOUSE Adenosylhomocysteinase OS Mus musculus PE 2 SV 1

Q3U0T9 MOUSE RAB35 member RAS oncogene family OS Mus musculus GN Rab35 PE 2 SV 1
DYHC1 MOUSE Cytoplasmic dynein 1 heavy chain 1 OS Mus musculus GN Dynclhl PE 1 SV 2
G3UW34 MOUSE MCG130981 OS Mus musculus GN Rpl9 ps6 PE 4 SV 1

APEX1 MOUSE DNA apurinic or apyrimidinic site lyase OS Mus musculus GN Apex1 PE 1 SV 2

Q54427 MOUSE Apurinic apyrimidinic endonuclease 1 OS Mus musculus GN Apex1 PE2 SV 1
Q544B1 MOUSE Aldehyde dehydrogenase 2 mitochondrial isoform CRA b OS Mus musculus GN
Aldh2 PE 2 SV

Q3U7K1 MOUSE Serine threonine protein phosphatase OS Mus musculus GN Ppplcc PE2 SV 1
RL35A MOUSE 60S ribosomal protein L35a OS Mus musculus GN Rpl35a PE 2 SV 2

Q9DC85 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus PE 4 SV 1

J3KMQ2 MOUSE Uncharacterized protein OS Mus musculus GN Gm5422 PE 4 SV 1

A2AU62 MOUSE RNA binding protein Raly Fragment OS Mus musculus GN Raly PE 2 SV 1
Q3U9P0 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Rps10 PE 2 SV 1
Q564E6 MOUSE Sjogren syndrome antigen B isoform CRA a OS Mus musculus GN Ssb PE2 SV 1
Q3T9LO MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Ddx39 PE 2 SV 1

DX39A MOUSE ATP dependent RNA helicase DDX39A OS Mus musculus GN Ddx39a PE 2 SV 1
Q80WB1 MOUSE Prmtl protein Fragment OS Mus musculus GN Prmtl PE 2 SV 1

Q3U7N9 MOUSE Putative uncharacterized protein Fragment OS Mus musculus GN Flna PE 2 SV 1

6PGD MOUSE 6 phosphogluconate dehydrogenase decarboxylating OS Mus musculus GN Pgd PE 2

Sv3
MOQWYO MOUSE ER membrane protein complex subunit 8 Fragment OS Mus musculus GN Emc8
PE4SV1

Q3UJW1 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Aldh2 PE 2 SV 1
Q3TW65 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Rps18 PE 2 SV 1
070182 MOUSE Cytoplasmic dynein heavy chain Fragment OS Mus musculus PE 4 SV 1
Q3TETO MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Cct7 PE2 SV 1
Q3TGE1 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Actr3 PE 2 SV 1
D6RHT5 MOUSE ATP dependent RNA helicase DDX39A OS Mus musculus GN Ddx39 PE 2 SV 1
F7CJS8 MOUSE 40S ribosomal protein S9 Fragment OS Mus musculus GN Rps9 PE 2 SV 1

Q5BLJ7 MOUSE MCG10205 OS Mus musculus GN Rps13PE2 SV 1
PP2AB MOUSE Serine threonine protein phosphatase 2A catalytic subunit beta isoform OS Mus
musculus G

Q91YZ8 MOUSE Poly A binding protein cytoplasmic 4 OS Mus musculus GN Pabpc4 PE 2 SV 1
QOPD66 MOUSE RAB1B member RAS oncogene family isoform CRA ¢ OS Mus musculus GN
Rablb PE2 SV 1

QB8VEI6 MOUSE Asnal protein OS Mus musculus GN Asnal PE2 SV 1
CAPR1 MOUSE Caprin 1 OS Mus musculus GN Caprinl PE 1 SV 2
SPEE MOUSE Spermidine synthase OS Mus musculus GN Srm PE 2 SV 1

Q8BNO07 MOUSE Serine threonine protein phosphatase Fragment OS Mus musculus GN Ppp2cb PE

2svi1

G3UZX4 MOUSE Casein kinase Il subunit beta OS Mus musculus GN Csnk2b PE 2 SV 1
Q3UT95 MOUSE MCG121966 OS Mus musculus GN Ube2d2a PE 2 SV 1

RS27 MOUSE 40S ribosomal protein S27 OS Mus musculus GN Rps27 PE 1 SV 3
Q3TXT7 MOUSE RuvB like protein 2 OS Mus musculus GN Ruvbl2 PE2 SV 1

6PGL MOUSE 6 phosphogluconolactonase OS Mus musculus GN Pgls PE 2 SV 1
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4684,95
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BIV5-3 em 3 horas
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Q01320
Q3UR42
E9QOHS
Q54AC6
D3YX71
Q8BRI5
A2A600
Q564F4
Q6PET9
Q79010
Q3UGHO

QoJLI2
Q792Y0
P48722
EOCY23
P61750
A2AGN7
P80317
Q9D077
D6RCW9
F8VQK?
Q3ULC7
QSBIE2
P26041
L7N453
E9Q197
Q3TDS9
QSBTY3
Q9D287
Q5PR09
008855
E9PXY1
P63325

Q3UE92

B1AXY1
QICWI9

G3uzI2

Q9DOES
P80315
Q8CEH4

Q9CQS7
Q4G0BS8

TOP2A MOUSE DNA topoisomerase 2 alpha OS Mus musculus GN Top2a PE 1 SV 2

Q3UR42 MOUSE Putative uncharacterized protein Fragment OS Mus musculus GN Dhx9 PE 2 SV 1
E9QOH8 MOUSE Transportin 3 OS Mus musculus GN Tnpo3 PE2 SV 1

Q54AC6 MOUSE Cox17p OS Mus musculus GN COX17 PE2 SV 1

D3YX71 MOUSE Uncharacterized protein OS Mus musculus GN Gm8973 PE 4 SV 1

Q8BRJ5 MOUSE Putative uncharacterized protein Fragment OS Mus musculus GN Ybx1 PE 2 SV 1
A2A600 MOUSE Importin subunit alpha 1 Fragment OS Mus musculus GN Kpna2 PE 2 SV 2
Q564F4 MOUSE T complex protein 1 subunit delta OS Mus musculus GN Cct4 PE 2 SV 1

Q6PET9 MOUSE DNA topoisomerase 2 Fragment OS Mus musculus GN Top2a PE2 SV 1

Q79010 MOUSE Valyl tRNA synthetase 2 isoform CRA b OS Mus musculus GN Vars PE 3 SV 1

Q3UGHO MOUSE Putative uncharacterized protein Fragment OS Mus musculus GN Actr3 PE2 SV 1
AL9A1 MOUSE 4 trimethylaminobutyraldehyde dehydrogenase OS Mus musculus GN Aldh9al PE 1
Svi1

Q792Y0 MOUSE Poly A binding protein testis specific isoform OS Mus musculus PE 2 SV 1
HS74L MOUSE Heat shock 70 kDa protein 4L OS Mus musculus GN Hspa4l PE 1 SV 2

EOCY23 MOUSE Heat shock 70 kDa protein 4L Fragment OS Mus musculus GN Hspa4l PE 2 SV 1
ARF4 MOUSE ADP ribosylation factor 4 OS Mus musculus GN Arf4 PE 1 SV 2

A2AGN7 MOUSE 26S protease regulatory subunit 6A OS Mus musculus GN Psmc3 PE 2 SV 1
TCPZ MOUSE T complex protein 1 subunit zeta OS Mus musculus GN Cctéa PE 1 SV 3

Q9D077 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Mcm4 PE 2 SV 1
D6RCW9 MOUSE Thymidylate synthase OS Mus musculus GN Tyms PE 2 SV 1

F8VQK7 MOUSE Protein Gm16519 OS Mus musculus GN Gm16519 PE 3 SV 2

Q3ULC7 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Ddx21 PE 2 SV 1
Q8BIE2 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Myh9 PE 2 SV 1

MOES MOUSE Moesin OS Mus musculus GN Msn PE 1 SV 3

L7N453 MOUSE Uncharacterized protein OS Mus musculus GN Gm4968 PE 3 SV 1

E9Q197 MOUSE Glyoxalase domain containing protein 4 OS Mus musculus GN Glod4 PE 2 SV 1
Q3TDS9 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Rpl13a PE2 SV 1
Q8BTY3 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Ppal PE2 SV 1
SPF27 MOUSE Pre mRNA splicing factor SPF27 OS Mus musculus GN Bcas2 PE2 SV 1
Q5PR09 MOUSE Ribosomal protein L32 OS Mus musculus GN Rpl32 PE2 SV 1

008855 MOUSE Apolipoprotein A 1 OS Mus musculus PE 3 SV 1

E9PXY1 MOUSE Cullin 4B OS Mus musculus GN Cul4b PE 2 SV 2

RS10 MOUSE 40S ribosomal protein S10 OS Mus musculus GN Rps10 PE1 SV 1

Q3UE92 MOUSE X prolyl aminopeptidase Aminopeptidase P 1 soluble isoform CRA b OS Mus
musculus GN

B1AXY1 MOUSE DnaJ homolog subfamily A member 1 Fragment OS Mus musculus GN Dnajal PE
2sv1

Q9CWI9 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Rps23 PE 2 SV 1

G3UZI2 MOUSE Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein Q OS Mus musculus GN Syncrip PE 2 SV
1

Q9D0OE8 MOUSE Casein kinase Il alpha 1 polypeptide isoform CRA b OS Mus musculus GN
Csnk2al PE 2 SV

TCPD MOUSE T complex protein 1 subunit delta OS Mus musculus GN Cct4 PE 1 SV 3

Q8CEH4 MOUSE Putative uncharacterized protein Fragment OS Mus musculus GN Pfdnl PE 2 SV 1
DPAS5A MOUSE Developmental pluripotency associated protein 5A OS Mus musculus GN Dppa5a
PE1SV2

Q4G0B8 MOUSE Importin 9 OS Mus musculus GN Ipo9 PE 2 SV 1
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Q3TLJ3
EOCY46
Q3TP81
P03930
Q3UBZ3

J3QNS7
P10852
P59999

Q8R1T2

P56873
F27494

D3Z7N3
Q3TL53
Q3TIR6
Q99J57
Q3TS74
G5E850

D3z009
E9PV49

Q8BWZ3
P48428
Q5XJZ3
Q3uvil
Q9JKB3
A2AJ71
Q3U7N1
Q8BKU2
P54775

G3Uz51

B2RQV1
Q3TYB1
Q3v486
Q8BU30
Q3UJ34
Q3UC76
Q921K3
B8JJB1

P19783
J3QPQ5
035887
Q8VE97

Q3TLJ3 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Rsl1d1 PE 2 SV 1

EOCY46 MOUSE Importin 9 OS Mus musculus GN Ipo9 PE 4 SV 1

Q3TP81 MOUSE Putative uncharacterized protein Fragment OS Mus musculus GN Cul4b PE 2 SV 1
ATP8 MOUSE ATP synthase protein 8 OS Mus musculus GN Mtatp8 PE 1 SV 1

Q3UBZ3 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Capza2 PE2 SV 1
J3QN87 MOUSE Eukaryotic translation initiation factor 1 Fragment OS Mus musculus GN Eifl PE 4
Svi1

4F2 MOUSE 4F2 cell surface antigen heavy chain OS Mus musculus GN Sic3a2 PE1 SV 1
ARPC4 MOUSE Actin related protein 2 3 complex subunit 4 OS Mus musculus GN Arpc4 PE 1 SV 3

Q8R1T2 MOUSE Cul4a protein OS Mus musculus GN Cul4a PE2 SV 1
SSA27 MOUSE Sjoegren syndrome scleroderma autoantigen 1 homolog OS Mus musculus GN
Ssscal PE2 SV 1

F22494 MOUSE Myosin 9 OS Mus musculus GN Myh9 PE 2 SV 1
D327N3 MOUSE Cell growth regulating nucleolar protein Fragment OS Mus musculus GN Lyar PE 2
Svi1

Q3TL53 MOUSE 40S ribosomal protein S6 OS Mus musculus PE 2 SV 1

Q3TIR6 MOUSE Prefoldin subunit 3 OS Mus musculus GN Vbpl PE 2 SV 1

Q99357 MOUSE S adenosylmethionine synthase OS Mus musculus GN Mat2a PE 2 SV 1
Q3TS74 MOUSE Putative uncharacterized protein Fragment OS Mus musculus GN Rdx PE 2 SV 1

G5E850 MOUSE Cytochrome b 5 isoform CRA a OS Mus musculus GN Cyb5 PE 3 SV 1
D3Z009 MOUSE Cell growth regulating nucleolar protein Fragment OS Mus musculus GN Lyar PE 2
Svi1

E9PV49 MOUSE Protein Gm4825 OS Mus musculus GN Gm4825 PE 4 SV 1
NAA25 MOUSE N alpha acetyltransferase 25 NatB auxiliary subunit OS Mus musculus GN Naa25 PE
2sv1

TBCA MOUSE Tubulin specific chaperone A OS Mus musculus GN Thca PE 2 SV 3
Q5XJZ3 MOUSE Grwd1 protein Fragment OS Mus musculus GN Grwd1 PE 2 SV 1
Q3UV11 MOUSE Keratin type Il cytoskeletal 6B OS Mus musculus GN Krt6b PE 2 SV 1
YBOX3 MOUSE Y box binding protein 3 OS Mus musculus GN Ybx3 PE 1 SV 2

A2AJ71 MOUSE Protein Fubp3 Fragment OS Mus musculus GN Fubp3 PE 2 SV 1
Q3U7N1 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus PE 2 SV 1

Q8BKU2 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Psmc4 PE 2 SV 1

PRS6B MOUSE 26S protease regulatory subunit 6B OS Mus musculus GN Psmc4 PE 1 SV 2
G3UZ51 MOUSE N alpha acetyltransferase 25 NatB auxiliary subunit Fragment OS Mus musculus
GN Naa2

B2RQV1 MOUSE RIKEN cDNA C330023M02 isoform CRA a OS Mus musculus GN Naa25 PE 2 SV
1

Q3TYB1 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Rab15 PE 2 SV 1

Q3Vv486 MOUSE Putative uncharacterized protein Fragment OS Mus musculus GN Pcbp2 PE 2 SV 1
SYIC MOUSE lIsoleucine tRNA ligase cytoplasmic OS Mus musculus GN lars PE 2 SV 2

Q3UJ34 MOUSE MCG19004 OS Mus musculus GN Ass1 PE 2 SV 1

Q3UC76 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Eifla PE2 SV 1

Q921K3 MOUSE Splicing factor arginine serine rich 6 OS Mus musculus GN Srsf6 PE 2 SV 1

B8JJB1 MOUSE PDZ and LIM domain protein 7 Fragment OS Mus musculus GN Pdlim7 PE2 SV 1
COX41 MOUSE Cytochrome c oxidase subunit 4 isoform 1 mitochondrial OS Mus musculus GN
Cox4ilPE1S

J3QPQ5 MOUSE Protein LOC100503047 OS Mus musculus GN Gm10264 PE 3 SV 1
CALU MOUSE Calumenin OS Mus musculus GN Calu PE1 SV 1
SRSF4 MOUSE Serine arginine rich splicing factor 4 OS Mus musculus GN Srsf4 PE 2 SV 1
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Q9Qz34
Q8K3J2
Q50HX3

Q6P3D4
Q3TN61
Q3UWS7
E9QB02
P97311

A2RS58

Q8BTX6
P97856
Q3TRW3
Q9DCAS5
Q3TWS51
B2RTBO
Q3u484
Q3TF62
Q3UEKS5
Q3UF82
B7ZNF6

Q3TPK9
Q3TX55
P50431
D3YVRO
QB8R5B8

Q8BJT5
Q6A0D9
Q99K86
Q3UKF5
Q9DCZ0
Q922F6
Q9CZE1
Q9D002
A2AIT2

F7B7L8

P16381
A2AD25
Q8BVT1

QBNVF9
E9Q866
Q8BKH1

Q9QZ34 MOUSE T complex polypeptide 1 Fragment OS Mus musculus GN Tcp 1 PE4 SV 1
Q8K3J2 MOUSE Bcl2 associated X protein kappa isoform OS Mus musculus GN Bax PE 2 SV 1

Q50HX3 MOUSE RAB14 protein variant OS Mus musculus GN Rab14 PE2 SV 1
Q6P3D4 MOUSE Hydroxysteroid 17 beta dehydrogenase 14 OS Mus musculus GN Hsd17b14 PE 2
Svi1

Q3TN61 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Rhoa PE 2 SV 1
Q3UWS7 MOUSE Putative uncharacterized protein Fragment OS Mus musculus GN lars PE 2 SV 1
E9QB02 MOUSE Methionine tRNA ligase cytoplasmic OS Mus musculus GN Mars PE 2 SV 1

MCM6 MOUSE DNA replication licensing factor MCM6 OS Mus musculus GN Mcm6 PE 1 SV 1
A2RS58 MOUSE V crk sarcoma virus CT10 oncogene homolog Avian like OS Mus musculus GN Crkl
PE 2 SV

Q8BTX6 MOUSE Putative uncharacterized protein Fragment OS Mus musculus GN Skiv2I2 PE 2 SV
1

P97856 MOUSE Capping protein beta 3 subunit Fragment OS Mus musculus PE 2 SV 1

Q3TRW3 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Snd1 PE2 SV 1

BRX1 MOUSE Ribosome biogenesis protein BRX1 homolog OS Mus musculus GN Brix1 PE 2 SV 3
Q3TW51 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Snd1 PE2 SV 1
B2RTBO MOUSE MCG17262 OS Mus musculus GN Pdapl PE2 SV 1

Q3U484 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Ddx3y PE 2 SV 1
Q3TF62 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Actléa PE 2 SV 1
Q3UEK5 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Ahsg PE 2 SV 1

Q3UF82 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Mapkl PE 2 SV 1

B7ZNF6 MOUSE Ctnnd2 protein OS Mus musculus GN Ctnnd2 PE 2 SV 1
Q3TPK9 MOUSE Putative uncharacterized protein Fragment OS Mus musculus GN Ctnnd2 PE 2 SV
1

Q3TX55 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Arpc4 PE 2 SV 1
GLYC MOUSE Serine hydroxymethyltransferase cytosolic OS Mus musculus GN Shmtl PE 1 SV 3
D3YVR0O MOUSE Tropomyosin alpha 3 chain Fragment OS Mus musculus GN Tom3 PE 2 SV 1

Q8R5B8 MOUSE Crkl protein OS Mus musculus GN Crkl PE 4 SV 1
Q8BJT5 MOUSE Putative uncharacterized protein Fragment OS Mus musculus GN Acadm PE 2 SV
1

Q6A0D9 MOUSE MKIAAQ060 protein Fragment OS Mus musculus GN Gnpdal PE 2 SV 1
Q99K86 MOUSE Bcam protein OS Mus musculus GN Bcam PE 2 SV 1

Q3UKF5 MOUSE X prolyl aminopeptidase OS Mus musculus GN Xpnpepl PE 2 SV 1
Q9DCZ0 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Atp5d PE 2 SV 1
Q922F6 MOUSE Putative uncharacterized protein Fragment OS Mus musculus PE 2 SV 1
Q9CZE1 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Ssscal PE 2 SV 1
Q9D002 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Ssscal PE 2 SV 1

A2AJ72 MOUSE MCG130458 OS Mus musculus GN Fubp3 PE 4 SV 1

F7B7L8 MOUSE 26S proteasome non ATPase regulatory subunit 3 Fragment OS Mus musculus GN
Psmd3 PE 4

DDX3L MOUSE Putative ATP dependent RNA helicase PI10 OS Mus musculus GN D1Pasl PE 2 SV
1

A2AD25 MOUSE MCG49690 OS Mus musculus GN Gm4987 PE 4 SV 1

Q8BVT1 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Cctéb PE 2 SV 1
CPSF6 MOUSE Cleavage and polyadenylation specificity factor subunit 6 OS Mus musculus GN
Cpsf6 PE 2

E9Q866 MOUSE Isoleucine tRNA ligase cytoplasmic Fragment OS Mus musculus GN lars PE2 SV 1
Q8BKH1 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Xpnpepl PE 2 SV 2
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G3UWG1
D6REUS

Q8CEW?7
Q6DG52
G3UYW?2
Q3TIIo
Q99P72

F6YUI5
Q3U8X6
Q8C2E1

A2ALF2
Q9DCD8
Q4FZGO
Q06185
Q8BH78

E9QAS4
Q3UXX4

Q3TRV3
Q3ULF7
Q54479
QICQX8

D3YYD5
MOQWJ2
Q3UIA5
Q3TM67
Q5XQM7
Q3UMQ2
QB8CEX3
Q3TPM3
G3UWV3

Q3TIKO
QoczI7
Q8BVI4

Q921K2
Q6KAU3
E9Q391

P62874
Q3TX36
QO5BR6
E9PZT4

G3UWG1 MOUSE MCG115977 OS Mus musculus GN Gm10108 PE 3 SV 1

D6REU5 MOUSE Glutamate rich WD repeat containing protein 1 OS Mus musculus GN Grwd1 PE 2
Svi1

Q8CEW7 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN 2410018M08Rik PE 2 SV
1

CHUR MOUSE Protein Churchill OS Mus musculus GN Churc1 PE2 SV 1
G3UYW2 MOUSE Valine tRNA ligase Fragment OS Mus musculus GN Vars PE 2 SV 1
Q3TII0 MOUSE T complex protein 1 subunit delta OS Mus musculus GN Cct4 PE2 SV 1

RTN4 MOUSE Reticulon 4 OS Mus musculus GN Rtn4 PE 1 SV 2
F6YUI5 MOUSE H ACA ribonucleoprotein complex subunit 4 Fragment OS Mus musculus GN Dkcl
PE2SV1

Q3U8X6 MOUSE Putative uncharacterized protein Fragment OS Mus musculus GN Ptma PE 2 SV 1

Q8C2E1 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Ppp2rla PE2 SV 1
A2ALF2 MOUSE DnaJ Hsp40 homolog subfamily C member 8 OS Mus musculus GN Dnajc8 PE 2
Svi1

Q9DCD8 MOUSE Proteasome subunit alpha type OS Mus musculus GN Psma3 PE 2 SV 1
Q4FZG0 MOUSE Hsd17b14 protein Fragment OS Mus musculus GN Hsd17b14 PE 2 SV 1
ATP5I MOUSE ATP synthase subunit e mitochondrial OS Mus musculus GN Atp5i PE 1 SV 2

Q8BH78 MOUSE Reticulon OS Mus musculus GN Rtn4 PE 2 SV 1

E9QAS4 MOUSE Chromodomain helicase DNA binding protein 4 OS Mus musculus GN Chd4 PE 2
Sv1

Q3UXX4 MOUSE Putative uncharacterized protein Fragment OS Mus musculus GN Ctnnd2 PE 2 SV
1

Q3TRV3 MOUSE Putative uncharacterized protein Fragment OS Mus musculus GN Syncrip PE 2 SV
1

Q3ULF7 MOUSE Actr3 protein OS Mus musculus GN Actr3 PE 2 SV 1
Q54479 MOUSE Cytochrome b 5 isoform CRA d OS Mus musculus GN Cyb5 PE 2 SV 1

RT36 MOUSE 28S ribosomal protein S36 mitochondrial OS Mus musculus GN Mrps36 PE 2 SV 1
D3YYD5 MOUSE Vacuolar protein sorting associated protein 29 Fragment OS Mus musculus GN
Vps29 PE 2

MOQWJ2 MOUSE Ribulose phosphate 3 epimerase OS Mus musculus GN Rpe PE 2 SV 1

Q3UIA5 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Cull PE2 SV 1

Q3TM67 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Dkcl PE 2 SV 1

Q5XQM7 MOUSE MHC class Il antigen Fragment OS Mus musculus PE 4 SV 1

Q3UMQ2 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Dr1 PE2 SV 1

Q8CEX3 MOUSE Putative uncharacterized protein Fragment OS Mus musculus GN Brix1 PE 2 SV 1
Q3TPM3 MOUSE Cullin 1 Fragment OS Mus musculus GN Cull PE2 SV 1

G3UWV3 MOUSE Calumenin OS Mus musculus GN Calu PE2 SV 1
Q3TIKO MOUSE Platelet activating factor acetylhydrolase IB subunit alpha OS Mus musculus GN
Pafahlbl

Q9CZI7 MOUSE Annexin OS Mus musculus GN Anxa2 PE 2 SV 1

DHPR MOUSE Dihydropteridine reductase OS Mus musculus GN Qdpr PE 1 SV 2
Q921K2 MOUSE Poly ADP ribose polymerase family member 1 OS Mus musculus GN Parpl PE 2
Sv1

Q6KAU3 MOUSE MFLJ00023 protein Fragment OS Mus musculus GN Mrps25 PE 2 SV 1

E9Q391 MOUSE Uridine phosphorylase 1 Fragment OS Mus musculus GN Uppl PE2 SV 1
GBB1 MOUSE Guanine nucleotide binding protein G 1 G S G T subunit beta 1 OS Mus musculus GN
Gnb1l

Q3TX36 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Parpl PE2 SV 1
QO05BR6 MOUSE Dhx9 protein Fragment OS Mus musculus GN Dhx9 PE 2 SV 1
E9PZT4 MOUSE DnaJ homolog subfamily C member 8 OS Mus musculus GN Dnajc8 PE 2 SV 1
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Q60749
Q3U307
Q8BH95
BOV2N7
S4R295
Q91WP9
F27431

D3Z1M1
Q62159
QoCQI3
E9PV44
P83870
Q7TPTY

G3UY86
Q3UGB5
Q9JII5
Q8BU29

BOLADO

G3UX26
D3Z2H3
Q9D802
D3z444
Q3UTED
G8JL35
Q99J09

Q61061
D3YTN1
Q3UH17
F7B5B5

Q3U2W2
Q7TPV4
Q3TND1

Q3UDA4

Q8C0Z6
Q9CQ71
055125

Q5SVF7
Q3V3R8
Q8K3AS8
P28667

KHDR1 MOUSE KH domain containing RNA binding signal transduction associated protein 1 OS Mus
muscu

Q3U307 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Cdk2 PE 2 SV 1
ECHM MOUSE Enoyl CoA hydratase mitochondrial OS Mus musculus GN Echs1 PE 1 SV 1
BOV2N7 MOUSE Annexin Fragment OS Mus musculus GN Anxa2 PE 2 SV 1

S4R295 MOUSE Protein arginine N methyltransferase 5 OS Mus musculus GN Prmt5 PE 4 SV 1
Q91WP9 MOUSE Phosphorylase OS Mus musculus GN Pygl PE 2 SV 1

F27431 MOUSE Importin subunit alpha 1 OS Mus musculus GN Kpna2 PE2 SV 1
D3Z1M1 MOUSE Guanine nucleotide binding protein G | G S G T subunit beta 2 Fragment OS Mus
musc

RHOC MOUSE Rho related GTP binding protein RhoC OS Mus musculus GN Rhoc PE 1 SV 2
GMFB MOUSE Glia maturation factor beta OS Mus musculus GN Gmfb PE 1 SV 3

E9PV44 MOUSE ATPase inhibitor mitochondrial OS Mus musculus GN Atpifl PE 2 SV 1
PHF5A MOUSE PHD finger like domain containing protein 5A OS Mus musculus GN Phf5a PE 1 SV
1

Q7TPT7 MOUSE Valyl tRNA synthetase OS Mus musculus GN Vars PE 2 SV 1
G3UY86 MOUSE Phosphoribosylformylglycinamidine synthase Fragment OS Mus musculus GN Pfas
PE4SV 1

Q3UGB5 MOUSE DAZ associated protein 1 isoform CRA b OS Mus musculus GN Dazapl PE 2 SV 1
DAZP1 MOUSE DAZ associated protein 1 OS Mus musculus GN Dazapl PE 2 SV 2

Q8BU29 MOUSE Dipeptidylpeptidase 3 isoform CRA ¢ OS Mus musculus GN Dpp3 PE 2 SV 1
BOLADO MOUSE Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit 5 epsilon Fragment OS Mus
musculus

G3UX26 MOUSE Voltage dependent anion selective channel protein 2 Fragment OS Mus musculus
GN Vdac2

D3Z2H3 MOUSE Cullin 1 Fragment OS Mus musculus GN Cull PE2 SV 1

Q9D802 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Mad2I1 PE 4 SV 1
D3Z444 MOUSE RIKEN cDNA 1810048P08 isoform CRA b OS Mus musculus GN Rab43 PE 3 SV 1
Q3U7E0 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Atp6vlgl PE 4 SV 1
G8JL35 MOUSE MOB like protein phocein Fragment OS Mus musculus GN Mob4 PE 2 SV 1

MEP50 MOUSE Methylosome protein 50 OS Mus musculus GN Wdr77 PE1 SV 1
Q61061 MOUSE Mus musculus probable G T mismatch binding protein Fragment OS Mus musculus
GN Mshé P

D3YTN1 MOUSE Importin subunit alpha 3 Fragment OS Mus musculus GN Kpna4 PE 2 SV 1
Q3UH17 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Fn1 PE2 SV 1

F7B5B5 MOUSE Protein Hnrnpr OS Mus musculus GN Hnrnpr PE 4 SV 1
Q3U2W2 MOUSE MYB binding protein P160 1a isoform CRA b OS Mus musculus GN Mybbpla PE
2sv1

MBB1A MOUSE Myb binding protein 1A OS Mus musculus GN Mybbpla PE 1 SV 2

Q3TND1 MOUSE Peptidyl prolyl cis trans isomerase OS Mus musculus GN Fkbp2 PE 2 SV 1
Q3UDA4 MOUSE SWI SNF related matrix associated actin dependent regulator of chromatin
subfamily b

Q8C0z6 MOUSE Putative uncharacterized protein Fragment OS Mus musculus GN Psmd11 PE 2 SV
1

RFA3 MOUSE Replication protein A 14 kDa subunit OS Mus musculus GN Rpa3 PE 2 SV 1

NIPS1 MOUSE Protein NipSnap homolog 1 OS Mus musculus GN Nipsnapl PE 1 SV 1
Q5SVF7 MOUSE 4 nitrophenylphosphatase domain and non neuronal SNAP25 like protein homolog
1 Celeg

Q3V3R8 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Ube2k PE 4 SV 1
QB8K3A8 MOUSE Sfrs4 protein OS Mus musculus GN Srsf4 PE 2 SV 1
MRP MOUSE MARCKS related protein OS Mus musculus GN Marcksl1 PE 1 SV 2
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Q922K7
Q3TRM2
P37913
G3UY29
Q7TNE3
G3UWQs8

Q9JJD1
Q6PDC5
B7ZC72

Q3UIGO
Q3U344
F6ZEW4

Q497NO
Q9D7S7
Q4FJLO
Q9CZT8

G3UWL2
B2RVT1
Q5SWss
F7AA45
Q3UCF0
D3YTVO
P97930
Q3UGT5
G3UzJ4
A6PWC3
Q3TTX0
Q8CIJ0
Q97178
A2ADY9

Q7TNP2

F7CDTO
P61082
QT78JE5
Q3TJIN3

Q923G2
QBLCK2
J3QQ02

F6WMD1
QOP5V0
P30115

NOP2 MOUSE Putative ribosomal RNA methyltransferase NOP2 OS Mus musculus GN Nop2 PE 2
Svi1

Q3TRM2 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Bzw2 PE 2 SV 1
DNLI1 MOUSE DNA ligase 1 OS Mus musculus GN Ligl PE 1 SV 2

G3UY29 MOUSE MCG22989 isoform CRA a OS Mus musculus GN Rab1lb PE3 SV 1
SPAG7 MOUSE Sperm associated antigen 7 OS Mus musculus GN Spag7 PE 1 SV 1

G3UWQ8 MOUSE RNA binding protein 38 OS Mus musculus GN Rbm38 PE 2 SV 1
Q9JJD1 MOUSE Brain cDNA clone MNCb 1957 similar to Mus musculus SWI SNF related matrix
associated

Q6PDC5 MOUSE Bzw?2 protein OS Mus musculus GN Bzw2 PE 2 SV 1

B7ZC72 MOUSE Protein 0610037L13Rik OS Mus musculus GN 0610037L13Rik PE 2 SV 1
Q3UIG0 MOUSE Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit E OS Mus musculus GN Eif3e PE 2
Sv1

Q3U344 MOUSE ADP ribosylation factor 3 OS Mus musculus GN Arf3 PE2 SV 1

F6ZEW4 MOUSE Exportin 2 Fragment OS Mus musculus GN Csell PE2 SV 1
Q497N0 MOUSE Chaperonin containing Tcpl subunit 6b Zeta OS Mus musculus GN Cct6b PE 2 SV
1

RL22L MOUSE 60S ribosomal protein L22 like 1 OS Mus musculus GN Rpl22/1 PE 1 SV 1
Q4FJLO MOUSE RAB10 member RAS oncogene family OS Mus musculus GN Rab10 PE 2 SV 1

RAB3B MOUSE Ras related protein Rab 3B OS Mus musculus GN Rab3b PE1 SV 1
G3UWL2 MOUSE Serine threonine protein phosphatase 2A 65 kDa regulatory subunit A alpha
isoform Frag

B2RVT1 MOUSE MCG20113 isoform CRA e OS Mus musculus GN Myeov2 PE 4 SV 1
Q5SW88 MOUSE Ras related protein Rab 1A OS Mus musculus GN Rabl PE 2 SV 1
F7AA45 MOUSE RNA binding protein 39 Fragment OS Mus musculus GN Rbm39 PE 4 SV 1
Q3UCF0 MOUSE Proteasome subunit alpha type OS Mus musculus GN Psma4 PE 2 SV 1
D3YTV0 MOUSE Protein Gm10936 OS Mus musculus GN Gm10936 PE 4 SV 2

KTHY MOUSE Thymidylate kinase OS Mus musculus GN Dtymk PE 2 SV 2

Q3UGT5 MOUSE Phosphorylase OS Mus musculus GN Pygbh PE 2 SV 1

G3UZJ4 MOUSE Peroxiredoxin 6 OS Mus musculus GN Prdx5 PE 2 SV 1

A6PWC3 MOUSE Nardilysin OS Mus musculus GN Nrd1 PE 2 SV 1

Q3TTX0 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Matr3 PE 2 SV 1
Q8CI1J0 MOUSE Nrd1 protein Fragment OS Mus musculus GN Nrd1 PE 2 SV 1

Q92178 MOUSE Fibronectin Fragment OS Mus musculus PE 2 SV 1

DDI2 MOUSE Protein DDI1 homolog 2 OS Mus musculus GN Ddi2 PE1 SV 1

2AAB MOUSE Serine threonine protein phosphatase 2A 65 kDa regulatory subunit A beta isoform OS
Mus m

F7CDTO MOUSE NEDDS8 conjugating enzyme Ubc12 Fragment OS Mus musculus GN Ube2m PE 2
Sv1

UBC12 MOUSE NEDDS conjugating enzyme Ubc12 OS Mus musculus GN Ube2m PE 2 SV 1
FBX22 MOUSE F box only protein 22 OS Mus musculus GN Fbxo22 PE 2 SV 2

Q3TJIN3 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Ctsd PE2 SV 1
RPAB3 MOUSE DNA directed RNA polymerases | Il and Il subunit RPABC3 OS Mus musculus GN
Polr2h PE

Q6LCK2 MOUSE Int 6 protein Fragment OS Mus musculus GN Eif3e PE 2 SV 1

J3QQ02 MOUSE Protein Gm2056 OS Mus musculus GN Gm2056 PE 3 SV 1
F6WMD1 MOUSE Alpha 2 macroglobulin receptor associated protein Fragment OS Mus musculus
GN Lrpapl

QOP5V0 MOUSE 4732415M23Rik protein OS Mus musculus GN Spata33 PE 4 SV 1
GSTA3 MOUSE Glutathione S transferase A3 OS Mus musculus GN Gsta3 PE 1 SV 2
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Q3UXT5
A2ALFO
F6WHQ7
Q54475
Q3UJ70

Q3UMJ4
EOCYQ2

Q3UJQ2
D3Z3D2
Q8BXY4
Q9QZE5
D6RCW?7
E9PV04
Q64669

Q9z2Y8
G3UZz28

Q542U7
Q9DBP5
D3Z1A1
QIDAW9
Q60737
Q8BWO03

Q3UHMO
Q3TG12
F8VQJ3

Q3TJN1
G3UWRO
G3UY49
D3YY68
Q8R2Y8

F7CXJ2

P23116
D6REV6

QICWWE

QICYG7
Q3U5V3

P50096
P02468
Q3TVC5
Q505L1

Q3UXT5 MOUSE Putative uncharacterized protein Fragment OS Mus musculus GN Txlna PE 2 SV 1
A2ALFO MOUSE DnaJ homolog subfamily C member 8 OS Mus musculus GN Dnajc8 PE 2 SV 1
F6WHQ7 MOUSE Glutathione S transferase Mu 1 Fragment OS Mus musculus GN Gstm1 PE2 SV 1
Q544T5 MOUSE Dihydrofolate reductase OS Mus musculus GN Dhfr PE 2 SV 1

Q3UJ70 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Hmgcs1 PE 2 SV 1
Q3UMJ4 MOUSE General transcription factor IIF polypeptide 2 isoform CRA ¢ OS Mus musculus GN
Gtf2f

EOCYQ2 MOUSE NudC domain containing protein 2 OS Mus musculus GN Nudcd2 PE 2 SV 1
Q3UJQ2 MOUSE Putative uncharacterized protein Fragment OS Mus musculus GN Hmgcs1 PE 2
Sv1

D3Z3D2 MOUSE Nuclear cap binding protein subunit 2 OS Mus musculus GN Ncbp2 PE 2 SV 1
Q8BXY4 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Rab2a PE 2 SV 1
COPG1 MOUSE Coatomer subunit gamma 1 OS Mus musculus GN Copgl PE 2 SV 1

D6RCW?7 MOUSE F actin capping protein subunit alpha 2 OS Mus musculus GN Capza2 PE2 SV 1
E9PV04 MOUSE Protein Gm8994 OS Mus musculus GN Gm8994 PE 4 SV 2

NQO1 MOUSE NAD P H dehydrogenase quinone 1 OS Mus musculus GN Ngol PE 1 SV 3
PROSC MOUSE Proline synthase co transcribed bacterial homolog protein OS Mus musculus GN
Prosc PE 1

G3UZ28 MOUSE 26S proteasome non ATPase regulatory subunit 11 Fragment OS Mus musculus
GN Psmd11 PE

Q542U7 MOUSE LSM6 homolog U6 small nuclear RNA associated S cerevisiae OS Mus musculus
GN Lsmé6 P

KCY MOUSE UMP CMP kinase OS Mus musculus GN Cmpkl PE 1 SV 1

D3Z1A1 MOUSE Dihydropteridine reductase Fragment OS Mus musculus GN Qdpr PE 2 SV 1
CNN3 MOUSE Calponin 3 OS Mus musculus GN Cnn3 PE 1 SV 1

CSK21 MOUSE Casein kinase Il subunit alpha OS Mus musculus GN Csnk2al PE 1 SV 2

Q8BWO03 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Elavil PE 2 SV 1
Q3UHMO MOUSE Platelet activating factor acetylhydrolase 1B subunit alpha OS Mus musculus GN
Pafahlbl

Q3TG12 MOUSE Putative uncharacterized protein Fragment OS Mus musculus GN Farsb PE 2 SV 1

F8VQJ3 MOUSE Laminin subunit gamma 1 OS Mus musculus GN Lamc1 PE 2 SV 1
Q3TJN1 MOUSE Branched chain amino acid aminotransferase OS Mus musculus GN Bcatl PE 2 SV
1

G3UWRO0 MOUSE Calumenin OS Mus musculus GN Calu PE 2 SV 1
G3UY49 MOUSE Calumenin OS Mus musculus GN Calu PE2 SV 1
D3YY68 MOUSE Elongation factor 1 delta OS Mus musculus GN Eefld PE3 SV 1

PTH2 MOUSE Peptidyl tRNA hydrolase 2 mitochondrial OS Mus musculus GN Ptrh2 PE 2 SV 1
F7CXJ2 MOUSE DnaJ homolog subfamily C member 8 Fragment OS Mus musculus GN Dnajc8 PE
4SV1

EIF3A MOUSE Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit A OS Mus musculus GN Eif3a PE 1
SV 5

D6REV6 MOUSE F box only protein 22 OS Mus musculus GN Fbxo22 PE 2 SV 1

PIN4 MOUSE Peptidyl prolyl cis trans isomerase NIMA interacting 4 OS Mus musculus GN Pin4 PE 2
Sv1

TOM34 MOUSE Mitochondrial import receptor subunit TOM34 OS Mus musculus GN Tomm34 PE 2
Sv1

Q3U5V3 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Psmc2 PE2 SV 1
IMDH1 MOUSE Inosine 5 monophosphate dehydrogenase 1 OS Mus musculus GN Impdhl PE 2 SV
2

LAMC1 MOUSE Laminin subunit gamma 1 OS Mus musculus GN Lamcl PE 1 SV 2
Q3TVC5 MOUSE Putative uncharacterized protein Fragment OS Mus musculus GN Rars PE 2 SV 1
Q505L1 MOUSE Actin like 6A isoform CRA a OS Mus musculus GN Actléa PE 2 SV 1
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Q923F1
Q60849
D3YY16
D3Z2F6
QYCSE4

F7BTPS
Q5SVG6
Q3TYQ2
Q3TN39

Q3TRH2
Q3V2K0
Q544K9

Q3TE40
Q62193
Q3UJV2
D3Z7U0
Q5XJY5
Q3TJ51

A2AKVO

D3z151
Q3UIX4

H3BJA3
Q80YPO
P67778

P19536

Q3T922
Q9D083
Q3UPED
Q9D031

Q14BA9
D3Z3C8
QID6F6
Q99JN5
Q6VEU6
Q6P1B6

Q06477
H3BKWO

Q925E7
Q61686

G3UXS9

Q923F1 MOUSE Chloride channel nucleotide sensitive 1A OS Mus musculus GN Cinsla PE2 SV 1
Q60849 MOUSE CD98 heavy chain OS Mus musculus GN Slc3a2 PE 2 SV 1

D3YY16 MOUSE Glia maturation factor gamma OS Mus musculus GN Gmfg PE 2 SV 1

D3Z2F6 MOUSE Glia maturation factor gamma Fragment OS Mus musculus GN Gmfg PE 2 SV 1

Q9CSE4 MOUSE Putative uncharacterized protein Fragment OS Mus musculus GN Rsul PE2 SV 1
F7BTP8 MOUSE DnaJ homolog subfamily C member 7 Fragment OS Mus musculus GN Dnajc7 PE
4SV1

Q5SVG6 MOUSE Protein NipSnap homolog 1 Fragment OS Mus musculus GN Nipsnapl PE 2 SV 1
Q3TYQ2 MOUSE Putative uncharacterized protein Fragment OS Mus musculus GN Cltc PE 2 SV 1

Q3TN39 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Slc3a2 PE 2 SV 1
Q3TRH2 MOUSE 26S proteasome non ATPase regulatory subunit 12 OS Mus musculus GN Psmd12
PE2SV1

Q3V2K0 MOUSE MCG48927 OS Mus musculus GN 1700071K01Rik PE 2 SV 1

Q544K9 MOUSE Uridine monophosphate synthetase OS Mus musculus GN Umps PE2 SV 1
Q3TE40 MOUSE DNA directed RNA polymerase | subunit RPA2 OS Mus musculus GN Rpa2 PE 2
Sv1

RFA2 MOUSE Replication protein A 32 kDa subunit OS Mus musculus GN Rpa2 PE 1 SV 1
Q3UJV2 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Capzal PE2 SV 1
D3Z7U0 MOUSE Annexin OS Mus musculus GN Anxall PE2 SV 1

COPD MOUSE Coatomer subunit delta OS Mus musculus GN Arcnl PE 2 SV 2

Q3TJ51 MOUSE Isocitrate dehydrogenase NADP OS Mus musculus GN Idh1 PE2 SV 1

A2AKV0 MOUSE ATP synthase subunit gamma mitochondrial Fragment OS Mus musculus GN
Atp5cl PE 2 SV

D3Z151 MOUSE Translation initiation factor elF 2B subunit alpha Fragment OS Mus musculus GN
Eif2bl

Q3UIX4 MOUSE Protein Srsf11 OS Mus musculus GN Srsfl1 PE2 SV 1
H3BJA3 MOUSE Glutamate cysteine ligase regulatory subunit Fragment OS Mus musculus GN Gclm
PE4S

CDK3 MOUSE Cyclin dependent kinase 3 OS Mus musculus GN Cdk3 PE 1 SV 2

PHB MOUSE Prohibitin OS Mus musculus GN Phb PE 1 SV 1

COX5B MOUSE Cytochrome c oxidase subunit 5B mitochondrial OS Mus musculus GN Cox5b PE 1
Svi1

Q3T9Z2 MOUSE Glyoxylate reductase hydroxypyruvate reductase OS Mus musculus GN Grhpr PE 2
Sv1

SPC24 MOUSE Kinetochore protein Spc24 OS Mus musculus GN Spc24 PE 2 SV 1
Q3UPEO MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Tceal PE2 SV 1

Q9D031 MOUSE Ras suppressor protein 1 OS Mus musculus GN Rsul PE 2 SV 1
Q14BA9 MOUSE SPC24 NDCB80 kinetochore complex component homolog S cerevisiae OS Mus
musculus GN

D3z3C8 MOUSE Protein Zfp715 Fragment OS Mus musculus GN Zfp715 PE 2 SV 1
Q9D6F6 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Dynll1 PE 4 SV 1
Q99JN5 MOUSE Cnn3 protein Fragment OS Mus musculus GN Chnn3 PE2 SV 1

Q6VEU6 MOUSE Metallothionein OS Mus musculus PE 3 SV 1

Q6P1B6 MOUSE Selenophosphate synthetase 1 OS Mus musculus GN Sephs1 PE2 SV 1

Q06477 MOUSE IFN response element binding factor 2 Fragment OS Mus musculus GN Srsf2 PE 2
Sv1

H3BKWO0 MOUSE Cleavage and polyadenylation specificity factor subunit 6 Fragment OS Mus
musculus GN

2ABD MOUSE Serine threonine protein phosphatase 2A 55 kDa regulatory subunit B delta isoform
OS Mus

CBX5 MOUSE Chromobox protein homolog 5 OS Mus musculus GN Cbx5 PE 1SV 1
G3UXS9 MOUSE Serine threonine protein phosphatase 2A 55 kDa regulatory subunit B delta isoform
Frag
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Q921Y2
Q4KL64
P11103

QoCz13
Q52KC3
Q61879
Q3UB63

Q3UFAS
Q3UC10

G3UYRS
Q8BIW1
Q3V2T0
Q3TT04
Q80YU9
P57784

089055
Q8VEMS
Q11011
Q3TSR2
P16254
P47941
Q61320
Q3ULZ3
Q3UTI7

Q9QUR7
Q8VH52

Q99K48
Q3TL58

QICYH6
Q9DB15
J3QNB1
Q62Q58

035130

Q542P8
Q8C1Y5
Q8COG7
P16546
Q92111
Q9JHLS
Q3V3U0

IMP3 MOUSE U3 small nucleolar ribonucleoprotein protein IMP3 OS Mus musculus GN Imp3 PE 2
Svi1

Q4KL64 MOUSE RNA and export factor binding protein 2 OS Mus musculus GN Alyref2 PE 2 SV 1

PARP1 MOUSE Poly ADP ribose polymerase 1 OS Mus musculus GN Parpl PE 1 SV 3
QCR1 MOUSE Cytochrome b c¢1 complex subunit 1 mitochondrial OS Mus musculus GN Uqgcrcl PE
1sv2

Q52KC3 MOUSE DNA replication licensing factor MCM5 OS Mus musculus GN Mcm5 PE 2 SV 1
MYH10 MOUSE Myosin 10 OS Mus musculus GN Myh10 PE 1 SV 2

Q3UB63 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Slc25a3 PE 2 SV 1
Q3UFA8 MOUSE Putative uncharacterized protein Fragment OS Mus musculus GN Vdac3 PE 2 SV
1

Q3UC10 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Mcm6 PE 2 SV 1
G3UYR8 MOUSE Alpha aminoadipic semialdehyde dehydrogenase OS Mus musculus GN Aldh7al
PE2SV 1

PRUNE MOUSE Protein prune homolog OS Mus musculus GN Prune PE2 SV 1

Q3V2T0 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Wdr77 PE2 SV 1
Q3TT04 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Ipo5 PE2 SV 1
Q80YU9 MOUSE Retinoblastoma binding protein 9 OS Mus musculus GN Rbbp9 PE 2 SV 1

RU2A MOUSE U2 small nuclear ribonucleoprotein A OS Mus musculus GN Snrpal PE 1 SV 2
089055 MOUSE Nonmuscle myosin heavy chain A Fragment OS Mus musculus GN Myh9 PE 2 SV
1

MPCP MOUSE Phosphate carrier protein mitochondrial OS Mus musculus GN Slc25a3 PE 1 SV 1
PSA MOUSE Puromycin sensitive aminopeptidase OS Mus musculus GN Npepps PE 1 SV 2
Q3TSR2 MOUSE Putative uncharacterized protein Fragment OS Mus musculus GN Topl PE2 SV 1
SRP14 MOUSE Signal recognition particle 14 kDa protein OS Mus musculus GN Srp14 PE 1 SV 1
CRKL MOUSE Crk like protein OS Mus musculus GN Crkl PE 1 SV 2

Q61320 MOUSE APRT protein Fragment OS Mus musculus GN APRT PE4 SV 1

Q3ULZ3 MOUSE Phosphoserine aminotransferase OS Mus musculus GN Psatl PE 2 SV 1

Q3UTI7 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Pin1 PE2 SV 1

PIN1 MOUSE Peptidyl prolyl cis trans isomerase NIMA interacting 1 OS Mus musculus GN Pinl1 PE 1
Svi1

Q8VH52 MOUSE Translation initiation factor 3 subunit 5 Fragment OS Mus musculus GN Eif3f PE 2
Sv1

NONO MOUSE Non POU domain containing octamer binding protein OS Mus musculus GN Nono PE
1sv3

Q3TL58 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Skpla PE2 SV 1
RRS1 MOUSE Ribosome biogenesis regulatory protein homolog OS Mus musculus GN Rrs1 PE 2
Svi1

RM12 MOUSE 39S ribosomal protein L12 mitochondrial OS Mus musculus GN Mrpl12 PE 1 SV 2
J3QNB1 MOUSE La related protein 1 OS Mus musculus GN Larpl PE2 SV 1

LARP1 MOUSE La related protein 1 OS Mus musculus GN Larpl PE 1 SV 2

NEP1 MOUSE Ribosomal RNA small subunit methyltransferase NEP1 OS Mus musculus GN Emg1l
PE2SV1

Q542P8 MOUSE EMGL1 nucleolar protein homolog S cerevisiae isoform CRA a OS Mus musculus
GN Emgl P

Q8C1Y5 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus PE 2 SV 1

Q8C0G7 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Arcnl PE2 SV 1
SPTN1 MOUSE Spectrin alpha chain non erythrocytic 1 OS Mus musculus GN Sptanl PE 1 SV 4
TRFE MOUSE Serotransferrin OS Mus musculus GN TFPE 1SV 1

Q9JHL8 MOUSE Peroxiredoxin 5 isoform CRA a OS Mus musculus GN Prdx5 PE 2 SV 1
Q3V3UO0 MOUSE Phosphorylase OS Mus musculus GN Pygb PE 2 SV 1
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E9Q3E9
Q3TQY7

F6ZQQ3

Q8CBGO
Q9JK81
Q5SUTO
F6XPV7

Q7TNQ1
QO5CY6
Q3U6K9
Q4FZH2
Q3UKT3
Q3U630

F6TNO3
Q8C5L7
Q3uz17

K7XK22

Q7JD03
Q6GRA7

EOCZA1
Q3UKE?

Q6ZWR4
Q99MH7

B2RT97
Q8CCX9
Q8BH69

D3YZZ6
Q3U0M8
Q3U9Q8
Q3UU34
Q9D7GO
Q3TAQ9
Q5SUC3
Qo1VI7
Q9DBE9
Q8C545

T1ECWA4
Q80X81

Q9ERKA4
G3UX14

E9Q3E9 MOUSE Staphylococcal nuclease domain containing protein 1 OS Mus musculus GN Snd1
PE2SV 1

Q3TQY7 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Ubapl PE 2 SV 1
F6ZQQ3 MOUSE 26S proteasome non ATPase regulatory subunit 13 Fragment OS Mus musculus
GN Psmd13 PE

Q8CBGO MOUSE RIKEN cDNA 2410002F23 isoform CRA b OS Mus musculus GN 2410002F23Rik
PE2SV1

MYG1 MOUSE UPF0160 protein MYG1 mitochondrial OS Mus musculus GN Mygl PE 2 SV 1
Q5SUTO0 MOUSE RNA binding protein EWS OS Mus musculus GN Ewsrl PE2 SV 1

F6XPV7 MOUSE Microtubule associated protein Fragment OS Mus musculus GN Map4 PE 2 SV 1
Q7TNQ1 MOUSE Coatomer protein complex subunit gamma OS Mus musculus GN Copgl PE 2 SV
1

QO05CY6 MOUSE Eif5 protein Fragment OS Mus musculus GN Eif5 PE 2 SV 1

Q3U6K9 MOUSE Phosphoserine aminotransferase OS Mus musculus GN Psatl PE 2 SV 1
Q4FZH2 MOUSE MCG50660 isoform CRA a OS Mus musculus GN Rpl26 PE 2 SV 1
Q3UKT3 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Oat PE 2 SV 1

Q3U630 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Tars PE 2 SV 1
F6TNO3 MOUSE Ribosome maturation protein SBDS Fragment OS Mus musculus GN Shds PE 2 SV
1

RBM34 MOUSE RNA binding protein 34 OS Mus musculus GN Rbm34 PE 2 SV 1

Q3UZ17 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Luc7l2 PE2 SV 1

K7XK22 MOUSE Cytochrome c oxidase subunit 2 OS Mus musculus domesticus GN COXIl PE 3 SV
1

Q7JD03 MOUSE Cytochrome c oxidase subunit 2 OS Mus musculus domesticus GN COX2 PE 3 SV
1

Q6GRA7 MOUSE Deoxythymidylate kinase OS Mus musculus GN Dtymk PE 4 SV 1
EOCZA1 MOUSE T complex protein 1 subunit epsilon Fragment OS Mus musculus GN Cct5 PE 2 SV
1

Q3UKE7 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Hmges1 PE 2 SV 1
2ABB MOUSE Serine threonine protein phosphatase 2A 55 kDa regulatory subunit B beta isoform OS
Mus m

Q99MH7 MOUSE Cytokeratin KRT2 6HF Fragment OS Mus musculus GN Krt75 PE 2 SV 1
B2RT97 MOUSE Proteasome Prosome macropain 26S subunit non ATPase 13 OS Mus musculus
GN Psmd13 P

Q8CCX9 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Mrpl39 PE2 SV 1

SPS1 MOUSE Selenide water dikinase 1 OS Mus musculus GN Sephs1 PE2 SV 1
D3YZZ6 MOUSE Eukaryotic translation initiation factor 2A Fragment OS Mus musculus GN Eif2a PE
2sv

Q3UOM8 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Elac2 PE 2 SV 1

Q3U9Q8 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Gsn PE2 SV 1

Q3UU34 MOUSE Putative uncharacterized protein Fragment OS Mus musculus GN Larpl PE 2 SV 1
PRPS1 MOUSE Ribose phosphate pyrophosphokinase 1 OS Mus musculus GN Prpsl1 PE 1 SV 4
Q3TAQ9 MOUSE Protein Wdr36 OS Mus musculus GN Wdr36 PE 2 SV 1

Q5SUC3 MOUSE Calnexin isoform CRA a OS Mus musculus GN Canx PE2 SV 1

RINI MOUSE Ribonuclease inhibitor OS Mus musculus GN Rnh1 PE1 SV 1

SPB1 MOUSE pre rRNA processing protein FTSJ3 OS Mus musculus GN Ftsj3 PE 1 SV 1

Q8C545 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus PE 2 SV 1
T1ECW4 MOUSE RNA binding protein with multiple splicing OS Mus musculus GN Rbpms PE 4 SV
1

Q80X81 MOUSE Acetyl Coenzyme A acetyltransferase 3 OS Mus musculus GN Acat3 PE 2 SV 1
XPO2 MOUSE Exportin 2 OS Mus musculus GN Csell PE 2 SV 1
G3UX14 MOUSE Protein Rgs22 Fragment OS Mus musculus GN Rgs22 PE 4 SV 1
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B2RUMS
Q8K363

Q6PAT2
Q50HX2
QB6URWG

H3BKAL
Q8BKC5

Q545R0
Q1LZL?
P97314

QBNXH9
Q7TN23
B7ZD63
Q66JU1

F6ZX28

Q3V3R1
Q8BGZ7
E9Q1TO
Q9DB22

QICRG3

Q3UUP9
Q922X7
Q548K2
Q8VDV6
Q9DOH1
Q61103

E9PXX7
088509

Q3TK27
Qscl11

P14685
Q3uyc2

H3BLE1
Q9D8B3
Q9QYB1
Q3TXF9

Q8VDN2
Q505Q0

Q99M46
Q8BNL6

B2RUM8 MOUSE DEAD Asp Glu Ala Asp box polypeptide 18 OS Mus musculus GN Ddx18 PE 2 SV
1

DDX18 MOUSE ATP dependent RNA helicase DDX18 OS Mus musculus GN Ddx18 PE 2 SV 1
U520 MOUSE U5 small nuclear ribonucleoprotein 200 kDa helicase OS Mus musculus GN Snrnp200
PE1SV1

Q50HX2 MOUSE RAB14 protein OS Mus musculus GN Rab14 PE2 SV 1

MYH14 MOUSE Myosin 14 OS Mus musculus GN Myh14 PE 1 SV 1
H3BKA1 MOUSE 3 ketoacyl CoA thiolase A peroxisomal Fragment OS Mus musculus GN Acaala
PE2SV1

IPO5 MOUSE Importin 5 OS Mus musculus GN Ipo5 PE 1 SV 3
Q545R0 MOUSE Catenin Cadherin associated protein alpha 1 OS Mus musculus GN Ctnnal PE 2
Svi1

Q1LZL7 MOUSE Pfkm protein Fragment OS Mus musculus GN Pfkm PE 2 SV 1

CSRP2 MOUSE Cysteine and glycine rich protein 2 OS Mus musculus GN Csrp2 PE 1 SV 3
K2C73 MOUSE Keratin type Il cytoskeletal 73 OS Mus musculus GN Krt73 PE1 SV 1
Q7TN23 MOUSE Ipo5 protein Fragment OS Mus musculus GN Ipo5 PE 2 SV 1

B7ZD63 MOUSE RNA binding protein 39 Fragment OS Mus musculus GN Rbm39 PE 2 SV 1

Q66JU1 MOUSE Eif3c protein Fragment OS Mus musculus GN Eif3c PE 2 SV 1

F62ZX28 MOUSE ATP dependent RNA helicase DDX18 Fragment OS Mus musculus GN Ddx18 PE 4
Sv1

C1TM MOUSE Monofunctional C1 tetrahydrofolate synthase mitochondrial OS Mus musculus GN
Mthfd1l PE

K2C75 MOUSE Keratin type Il cytoskeletal 75 OS Mus musculus GN Krt75 PE 1 SV 1
E9Q1T9 MOUSE Exportin 2 OS Mus musculus GN Csell PE2 SV 1

Q9DB22 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus PE 2 SV 1

Q9CRG3 MOUSE Putative uncharacterized protein Fragment OS Mus musculus GN Sugtl PE 2 SV
1

Q3UUP9 MOUSE Putative uncharacterized protein Fragment OS Mus musculus GN Ralbpl PE 2 SV
1

Q922X7 MOUSE Mapk1 protein Fragment OS Mus musculus GN Mapkl PE 2 SV 2

Q548K2 MOUSE Alcohol dehydrogenase class 4 OS Mus musculus GN Adh7 PE2 SV 1

Q8VDV6 MOUSE Thymidylate synthase OS Mus musculus GN Tyms PE2 SV 1

Q9DO0OH1 MOUSE Thymidylate synthase OS Mus musculus GN Tyms PE 2 SV 1

REQU MOUSE Zinc finger protein ubi d4 OS Mus musculus GN Dpf2 PE1 SV 1

E9PXX7 MOUSE Thioredoxin domain containing protein 5 OS Mus musculus GN Txndc5 PE 2 SV 1
DNM3B MOUSE DNA cytosine 5 methyltransferase 3B OS Mus musculus GN Dnmt3b PE 1 SV 2
Q3TK27 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN GnI3 PE2 SV 1

GNL3 MOUSE Guanine nucleotide binding protein like 3 OS Mus musculus GN GnI3 PE 1 SV 2
PSMD3 MOUSE 26S proteasome non ATPase regulatory subunit 3 OS Mus musculus GN Psmd3 PE
1sv3

Q3UYC2 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Farsb PE 2 SV 1
H3BLE1 MOUSE Metastasis associated protein MTA3 Fragment OS Mus musculus GN Mta3 PE 2
SvV1

CHM4B MOUSE Charged multivesicular body protein 4b OS Mus musculus GN Chmp4b PE 2 SV 2
CLIC4 MOUSE Chiloride intracellular channel protein 4 OS Mus musculus GN Clic4 PE 1 SV 3

Q3TXF9 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Atplal PE2 SV 1
AT1A1 MOUSE Sodium potassium transporting ATPase subunit alpha 1 OS Mus musculus GN
Atplal PE1SV 1

Q505Q0 MOUSE Wdr36 protein OS Mus musculus GN Wdr36 PE 2 SV 1
Q99M46 MOUSE DNA directed RNA polymerase Il subunit RPB3 OS Mus musculus GN Polr2c PE 2
SvV1

Q8BNL6 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus PE 2 SV 1
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Q3UHWS
Q3UWQ9

Q8R010
B1ATP7
QO9KK7
Q99104

Q2YDW1
F6S1V7
Q3UFN8
P46460

Q80UWS

Q3UQJ1
E9QAX7
Q99KL8
D3YWJ4
Q3UFK4

A2ANS1
Q6NSU4
B2RTP7
Q3TTY5
Q3ULJ5

P46467
Q6ZPFO
Q92202
Q8CBU3
D3YTQ9

GOXWI2
Q5SX56
Q541E5
Q8BJG2
QoCUS?2

G3XAT76
B1AU25
Q9D1Q6
QIRONO

S4R1Y2
Q8C586
Q3UAS2
Q6P8V7
D6RFUO
A2AER7

Q3UHW8 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Kpnbl PE 2 SV 1

Q3UWQ9 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Hmges1 PE 2 SV 1
AIMP2 MOUSE Aminoacyl tRNA synthase complex interacting multifunctional protein 2 OS Mus
musculus GN

B1ATP7 MOUSE Zinc phosphodiesterase ELAC protein 2 OS Mus musculus GN Elac2 PE 2 SV 1
DPP3 MOUSE Dipeptidyl peptidase 3 OS Mus musculus GN Dpp3 PE 2 SV 2

MYO5A MOUSE Unconventional myosin Va OS Mus musculus GN Myo5a PE 1 SV 2

Q2YDW1 MOUSE Eif3j protein Fragment OS Mus musculus GN Eif3j PE 2 SV 1

F6S1V7 MOUSE Talin 1 Fragment OS Mus musculus GN TIn1 PE4 SV 1

Q3UFN8 MOUSE Putative uncharacterized protein Fragment OS Mus musculus GN Matr3 PE 2 SV 1

NSF MOUSE Vesicle fusing ATPase OS Mus musculus GN Nsf PE 1 SV 2

RPAB1 MOUSE DNA directed RNA polymerases | Il and Ill subunit RPABC1 OS Mus musculus GN
Polr2e PE

Q3UQJ1 MOUSE Vacuolar protein sorting associated protein 35 Fragment OS Mus musculus GN
Vps35 PE 2

E9QAX7 MOUSE Exportin 2 OS Mus musculus GN Csell PE2 SV 1
Q99KL8 MOUSE Ngo1 protein OS Mus musculus GN Ngol PE 2 SV 1
D3YWJ4 MOUSE Protein farnesyltransferase subunit beta OS Mus musculus GN Fntb PE 2 SV 1

Q3UFK4 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Snrnp40 PE 2 SV 1
A2AN81 MOUSE H ACA ribonucleoprotein complex subunit 4 Fragment OS Mus musculus GN Dkcl
PE2SV 1

Q6NSU4 MOUSE Wdr36 protein Fragment OS Mus musculus GN Wdr36 PE 2 SV 2
B2RTP7 MOUSE Krt2 protein OS Mus musculus GN Krt2 PE 2 SV 1
K22E MOUSE Keratin type Il cytoskeletal 2 epidermal OS Mus musculus GN Krt2 PE 1 SV 1

Q3ULJ5 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Psmd3 PE 2 SV 1
VPS4B MOUSE Vacuolar protein sorting associated protein 4B OS Mus musculus GN Vps4b PE 1
SV 2

Q6ZPF0 MOUSE MKIAA3012 protein Fragment OS Mus musculus GN Rabl PE 2 SV 1
K2C5 MOUSE Keratin type |l cytoskeletal 5 OS Mus musculus GN Krt5 PE 1 SV 1
Q8CBU3 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus PE 2 SV 1

D3YTQ9 MOUSE 40S ribosomal protein S15 OS Mus musculus GN Rps15 PE2 SV 1
GOXWI2 COWPX IMV heparin binding surface protein involved in IMV maturation OS Cowpox virus
GN CPXV

Q5SX56 MOUSE Sperm associated antigen 7 Fragment OS Mus musculus GN Spag7 PE 2 SV 1
Q541E5 MOUSE DNA cytosine methyltransferase 3b6 OS Mus musculus GN Dnmt3b PE 2 SV 1
Q8BJG2 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Farsa PE 2 SV 1

Q9CUS2 MOUSE Putative uncharacterized protein Fragment OS Mus musculus GN Rsul PE 2 SV 1
G3XA76 MOUSE Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein Q Fragment OS Mus musculus GN
Syncrip PE 2 SV

B1AU25 MOUSE Apoptosis inducing factor 1 mitochondrial OS Mus musculus GN Aifm1 PE 2 SV 1
ERP44 MOUSE Endoplasmic reticulum resident protein 44 OS Mus musculus GN Erp44 PE 1 SV 1

GALK1 MOUSE Galactokinase OS Mus musculus GN Galkl PE 2 SV 2
S4R1Y2 MOUSE RNA binding protein with multiple splicing Fragment OS Mus musculus GN Rbpms
PE 4 SV

Q8C586 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Rbpms PE 2 SV 1
Q3UAS2 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Capzal PE 2 SV 1
Q6P8V7 MOUSE Proline synthetase co transcribed OS Mus musculus GN Prosc PE 2 SV 1
D6RFUO MOUSE Unconventional myosin Va OS Mus musculus GN Myo5a PE 2 SV 1
A2AER7 MOUSE Pqgbp1 protein OS Mus musculus GN Pgbpl PE 2 SV 1
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D3Z0S6

Q3UUU6
Q6IFT3

D3YZX3
G5E919

Q544H0
Q99KR1
E9PWV3
A2AAS6
Q91YWO

Q9JJUs
Q9CT10
Q3uzL2
Q80zI9
Q4VAA9

QB80UE5
QBNV99
Q9CV53
P56376
Q8BYY5
Q8BIMS

B1ATP9
A2AW40
S4R1J0
Q810Z3
Q3UNQ3
Q924B0
A2AL20
B1ARA5

P63005
E9Q6P1

Q8BNT4
Q3V3G9
Q1L6K5

Q9CR32

P62814
Q3UPD5

Q62Q38

Qocvz1
Q8R3M4

D3Z0S6 MOUSE U1 small nuclear ribonucleoprotein A Fragment OS Mus musculus GN Snrpa PE 2
Svi1

Q3UUU6 MOUSE Protein A130057D12Rik Fragment OS Mus musculus GN A130057D12Rik PE 2
SvV1

Q6IFT3 MOUSE Keratin Kb40 OS Mus musculus GN Krt78 PE 2 SV 1
D3YZX3 MOUSE Guanine nucleotide binding protein G 1 G S G T subunit beta 2 OS Mus musculus
GN Gnb

G5E919 MOUSE NEDDS conjugating enzyme Ubc12 OS Mus musculus GN Ube2m PE 3 SV 1
Q544H0 MOUSE Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit G OS Mus musculus GN Eif3g PE 2
Svi1

Q99KR1 MOUSE Psmc5 protein Fragment OS Mus musculus GN Psmc5 PE 2 SV 1
E9PWV3 MOUSE Ribosomal protein S6 kinase OS Mus musculus GN Rps6kal PE 2 SV 1
A2AA86 MOUSE SUZ domain containing protein 1 OS Mus musculus GN Szrd1 PE2 SV 1

Q91YWO0 MOUSE Rab15 protein OS Mus musculus GN Rab15 PE 2 SV 1
SH3L1 MOUSE SH3 domain binding glutamic acid rich like protein OS Mus musculus GN Sh3bgrl PE
3Svi1

RANB3 MOUSE Ran binding protein 3 OS Mus musculus GN Ranbp3 PE 1 SV 2
Q3UZL2 MOUSE Phosphorylase Fragment OS Mus musculus GN Pygb PE 2 SV 1
Q80Z19 MOUSE WD repeat domain 1 Fragment OS Mus musculus GN Wdrl PE2 SV 1

Q4VAA9 MOUSE Methionine aminopeptidase OS Mus musculus GN Metapl PE2 SV 1
Q80UES5 MOUSE Erythrocyte protein band 4 1 like 2 isoform CRA ¢ OS Mus musculus GN Epb4 112
PE 2 SV

Q6NV99 MOUSE Protein Haus6 OS Mus musculus GN Haus6 PE 2 SV 1

Q9CV53 MOUSE Putative uncharacterized protein Fragment OS Mus musculus GN Gesh PE2 SV 1
ACYP1 MOUSE Acylphosphatase 1 OS Mus musculus GN Acypl PE 2 SV 2

Q8BYY5 MOUSE Putative uncharacterized protein Fragment OS Mus musculus GN Xpol PE 2 SV 1

Q8BIM8 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Myh9 PE 2 SV 1
B1ATP9 MOUSE Zinc phosphodiesterase ELAC protein 2 Fragment OS Mus musculus GN Elac2 PE
2SVv1

A2AW40 MOUSE Protein Hnrnpr Fragment OS Mus musculus GN Hnrnpr PE 2 SV 1

S4R1J0 MOUSE Schwannomin interacting protein 1 OS Mus musculus GN Schipl PE 4 SV 1
Q81023 MOUSE RPS6KA2 Fragment OS Mus musculus PE 2 SV 1

Q3UNQ3 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Wdr5 PE 2 SV 1
Q924B0 MOUSE Inositol Myo 1 Or 4 monophosphatase 1 OS Mus musculus GN Impal PE 2 SV 1
A2AL20 MOUSE Catalase OS Mus musculus GN Cat PE 4 SV 1

B1ARA5 MOUSE 60S ribosomal protein L26 OS Mus musculus GN Rpl26 PE 2 SV 1

LIS1 MOUSE Platelet activating factor acetylhydrolase 1B subunit alpha OS Mus musculus GN
Pafahlbl P

E9Q6P1 MOUSE Phosphoserine aminotransferase Fragment OS Mus musculus GN Psatl PE 2 SV
1

Q8BNT4 MOUSE Putative uncharacterized protein Fragment OS Mus musculus GN Casp3 PE 2 SV
1

Q3V3G9 MOUSE Nardilysin Fragment OS Mus musculus GN Nrd1 PE 2 SV 1

Q1L6K5 MOUSE Apoptosis inducing factor short isoform 2 OS Mus musculus GN Aifm1 PE2 SV 1
Q9CR32 MOUSE Putative uncharacterized protein Fragment OS Mus musculus GN Snrnp70 PE 2
SV3

VATB2 MOUSE V type proton ATPase subunit B brain isoform OS Mus musculus GN Atp6v1b2 PE 1
Sv1

Q3UPD5 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Prps1 PE 2 SV 1

CAND1 MOUSE Cullin associated NEDD8 dissociated protein 1 OS Mus musculus GN Candl PE 2
Sv2

Q9CVZ1 MOUSE Putative uncharacterized protein Fragment OS Mus musculus GN Prpsli1 PE 2 SV
1

Q8R3M4 MOUSE Atplal protein Fragment OS Mus musculus GN Atplal PE2 SV 1
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H3BLO5
Q9JHJO
Q5XJX8
Q8Cs5L1

Q6PEO1

A2AKV1
QIDAWSG

Q91ZW3
E9PVM7
Q8R2U5
P23591

Q8BQX0
Q5HZI6
Q8BRY5
Q9QzQ8
D3YZ05

Q5SW18
P70444

Q91WN1
088342

Q9DBBS
Q99K92
F8WIP7
Q9D903

F6QTS1

P43120

Q8BML9
Q5FWT75
Q91WM3
Q6PD42
Q6PAS9

G3UZRS8
E9QL43
Q9Z0P5
Q61768
E9Q800
Q60130
H3BK8S
Q62150
Q4FIN2

H3BL05 MOUSE Zinc finger protein 428 Fragment OS Mus musculus GN Zfp428 PE 2 SV 1
TMOD3 MOUSE Tropomodulin 3 OS Mus musculus GN Tmod3 PE 2 SV 1
Q5XJIX8 MOUSE Mrps9 protein Fragment OS Mus musculus GN Mrps9 PE 2 SV 1

Q8C5L1 MOUSE Putative uncharacterized protein Fragment OS Mus musculus PE 2 SV 1

SNR40 MOUSE U5 small nuclear ribonucleoprotein 40 kDa protein OS Mus musculus GN Snrnp40
PE2SV 1

A2AKV1 MOUSE ATP synthase subunit gamma mitochondrial Fragment OS Mus musculus GN
Atp5cl PE 2 SV

PRP4 MOUSE U4 U6 small nuclear ribonucleoprotein Prp4 OS Mus musculus GN Prpf4 PE 2 SV 1
SMCAS5 MOUSE SWI SNF related matrix associated actin dependent regulator of chromatin
subfamily A mem

E9PVM7 MOUSE Glutathione S transferase Mu 6 Fragment OS Mus musculus GN Gstm5 PE 2 SV 1
Q8R2U5 MOUSE Ard1la protein OS Mus musculus GN Naal0 PE2 SV 1

FCL MOUSE GDP L fucose synthase OS Mus musculus GN Tsta3 PE 2 SV 3

Q8BQX0 MOUSE RAB37 member of RAS oncogene family isoform CRA a OS Mus musculus GN
Rab37 PE2 SV 1

Q5HZI16 MOUSE Tissue specific transplantation antigen P35B OS Mus musculus GN Tsta3 PE 2 SV
1

Q8BRY5 MOUSE DNA topoisomerase 2 Fragment OS Mus musculus GN Top2b PE 2 SV 1

H2AY MOUSE Core histone macro H2A 1 OS Mus musculus GN H2afy PE 1 SV 3

D3YZ05 MOUSE Translation initiation factor elF 2B subunit alpha Fragment OS Mus musculus GN
Eif2bl

Q5SW18 MOUSE Platelet activating factor acetylhydrolase 1B subunit alpha OS Mus musculus GN
Pafahlbl

BID MOUSE BH3 interacting domain death agonist OS Mus musculus GN Bid PE 1 SV 2
DNJC9 MOUSE DnaJ homolog subfamily C member 9 OS Mus musculus GN Dnajc9 PE 2 SV 2

WDR1 MOUSE WD repeat containing protein 1 OS Mus musculus GN Wdrl PE 1 SV 3
DHDH MOUSE Trans 1 2 dihydrobenzene 1 2 diol dehydrogenase OS Mus musculus GN Dhdh PE 2
Sv1

Q99K92 MOUSE Abcf1 protein Fragment OS Mus musculus GN Abcfl PE 2 SV 1
F8WIP7 MOUSE Zinc finger protein ubi d4 Fragment OS Mus musculus GN Dpf2 PE4 SV 1

EBP2 MOUSE Probable rRNA processing protein EBP2 OS Mus musculus GN Ebnalbp2 PE 2 SV 1
F6QTS1 MOUSE COP9 signalosome complex subunit 4 Fragment OS Mus musculus GN Cops4 PE
2svi1

HHEX MOUSE Hematopoietically expressed homeobox protein Hhex OS Mus musculus GN Hhex PE
2SVv1

Q8BML9 MOUSE Glutaminyl tRNA synthetase OS Mus musculus GN Qars PE 2 SV 1

Q5FW75 MOUSE Actinin alpha 2 OS Mus musculus GN Actn2 PE2 SV 1

U3IP2 MOUSE U3 small nucleolar RNA interacting protein 2 OS Mus musculus GN Rrp9 PE 1 SV 1
Q6PD42 MOUSE Eif4g1 protein Fragment OS Mus musculus GN Eif4gl PE2 SV 1

Q6PAS9 MOUSE Rael protein OS Mus musculus GN Rael PE2 SV 1
G3UZR8 MOUSE H 2 class | histocompatibility antigen TLA B alpha chain OS Mus musculus GN H2
T3 PE

E9QL43 MOUSE Nucleoporin like protein 2 OS Mus musculus GN Nupl2 PE 2 SV 1

TWF2 MOUSE Twinfilin 2 OS Mus musculus GN Twf2 PE 1 SV 1

KINH MOUSE Kinesin 1 heavy chain OS Mus musculus GN Kif5b PE 1 SV 3

E9Q800 MOUSE Mitochondrial inner membrane protein OS Mus musculus GN Immt PE 2 SV 1
Q60130 MOUSE Inosine triphosphate pyrophosphatase OS Mus musculus GN Itpa PE 2 SV 1
H3BK88 MOUSE Treacle protein Fragment OS Mus musculus GN Tcofl PE 2 SV 1

Q62150 MOUSE RNA DNA binding protein OS Mus musculus GN Rnps1 PE2 SV 1

Q4FJIN2 MOUSE FK506 binding protein 5 OS Mus musculus GN Fkbp5 PE 2 SV 1
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Q64378
QO9KE1

Q8QzY1

Q8BVI7
P23475
Q3U0Y9
BLAWEO
Q3TFE5
D6RJ62
Q9CSH3
Q99KL9

F6UG16
D3YXWO0

Q99J14

E9Q0B8
Q8R2P7
Q3UVI9
Q80TU6
Q99JMO

Q3UDX4
008749
Q80U36
Q8VDD7
Q9D0BO

Q9D6J6
Q5XG69

Q61584
Q54519
Q8CAJ7
P48036
Q3U589
Q3UUX3
Q60597
Q3TGQ3

Q91X95
008638

F6W322
A3R455
Q3TFFO
Q9QYJO

FKBP5 MOUSE Peptidyl prolyl cis trans isomerase FKBP5 OS Mus musculus GN Fkbp5 PE 1 SV 1

MAOM MOUSE NAD dependent malic enzyme mitochondrial OS Mus musculus GN Me2 PE 2 SV 1

EIF3L MOUSE Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit L OS Mus musculus GN Eif3l PE 1 SV
1

Q8BVI7 MOUSE Putative uncharacterized protein Fragment OS Mus musculus GN Skiv2I2 PE 2 SV

1

XRCC6 MOUSE X ray repair cross complementing protein 6 OS Mus musculus GN Xrcc6é PE 1 SV 5
Q3U0Y9 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus PE 2 SV 1

B1AWEO MOUSE Clathrin light chain A OS Mus musculus GN Clta PE 2 SV 1

Q3TFE5 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Dhx15 PE 2 SV 1

D6RJ62 MOUSE Uridine 5 monophosphate synthase OS Mus musculus GN Umps PE2 SV 1
RRP44 MOUSE Exosome complex exonuclease RRP44 OS Mus musculus GN Dis3 PE 2 SV 4

Q99KL9 MOUSE Replication protein A2 OS Mus musculus GN Rpa2 PE2 SV 1
F6UG16 MOUSE Ribosomal protein S6 kinase alpha 3 Fragment OS Mus musculus GN Rps6ka3 PE
4SV1

D3YXWO0 MOUSE Secernin 1 Fragment OS Mus musculus GN Scrnl PE2 SV 1

PSMD6 MOUSE 26S proteasome non ATPase regulatory subunit 6 OS Mus musculus GN Psmd6 PE
1sv1

E9Q0B8 MOUSE X ray repair cross complementing protein 6 Fragment OS Mus musculus GN Xrcc6
PE 2 SV

Q8R2P7 MOUSE DIS3 mitotic control homolog S cerevisiae OS Mus musculus GN Dis3 PE 2 SV 1
Q3UVI9 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Abcf2 PE 2 SV 1
Q80TU6 MOUSE MKIAA0670 protein Fragment OS Mus musculus GN Acinl PE 2 SV 1

Q99JM0 MOUSE Chd4 protein Fragment OS Mus musculus GN Chd4 PE2 SV 1
Q3UDX4 MOUSE Putative uncharacterized protein Fragment OS Mus musculus GN Dhx15 PE 2 SV
1

DLDH MOUSE Dihydrolipoyl dehydrogenase mitochondrial OS Mus musculus GN DId PE 1 SV 2
Q80U36 MOUSE MKIAAQ325 protein Fragment OS Mus musculus GN Dynclhl PE 2 SV 1
Q8VDD7 MOUSE Phakinin CP49 Fragment OS Mus musculus PE 2 SV 1

SRSF9 MOUSE Serine arginine rich splicing factor 9 OS Mus musculus GN Srsf9 PE 1 SV 1

NDUV2 MOUSE NADH dehydrogenase ubiquinone flavoprotein 2 mitochondrial OS Mus musculus
GN Ndufv2

F169A MOUSE Soluble lamin associated protein of 75 kDa OS Mus musculus GN Fam169a PE 1 SV
3

FXR1 MOUSE Fragile X mental retardation syndrome related protein 1 OS Mus musculus GN Fxrl
PE1SV2

Q545L9 MOUSE Protein L isoaspartate O methyltransferase OS Mus musculus GN Pcmtl PE 2 SV 1
Q8CAJ7 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Dnpep PE 2 SV 1

ANXAS5 MOUSE Annexin A5 OS Mus musculus GN Anxa5 PE 1 SV 1

Q3U589 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Itpa PE 2 SV 1

Q3UUX3 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Polr2c PE 2 SV 1

ODO1 MOUSE 2 oxoglutarate dehydrogenase mitochondrial OS Mus musculus GN Ogdh PE 1 SV 3

Q3TGQ3 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Ctnnal PE2 SV 1
Q91X95 MOUSE Guanine nucleotide binding protein alpha 11 OS Mus musculus GN Gnall PE 2 SV
1

MYH11 MOUSE Myosin 11 OS Mus musculus GN Myh11 PE1SV 1
F6W322 MOUSE Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein M Fragment OS Mus musculus GN
Hnrnpm PE 4 SV

A3R455 MUSMC Cytochrome c¢ oxidase subunit 2 OS Mus musculus castaneus GN COXII PE3 SV 1
Q3TFFO MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Dnaja2 PE 2 SV 1
DNJA2 MOUSE DnaJ homolog subfamily A member 2 OS Mus musculus GN Dnaja2 PE 1 SV 1
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Q3TZB5

P51660
Q3UHW?2
Q3TKP3
Q8BR79
Q00612
Q790Y8
Q8BGB7
QICXL3
Q8BP60
Q99JX7
Q7TMW1

Q99377
Q8R241
Q8C5F4

H7BXB9
Q3TC14

Q924A9
E9PYIS
Q80UNO

F6TGJ2
Q3TN93

Q8C3z3
Q3TKT4
Q8BVK1
Q7TPN6
G5E866
Q99NB9
Q3TVZ1
Q542K4
A2A513

P70441
Q8VCQ8

Q8CG48
E9QAKS5
F6TLW1
Q64511
D3Z0U2

Q8BVB6
E9QAY6
Q97153

Q3TZB5 MOUSE Putative uncharacterized protein Fragment OS Mus musculus GN Tpr PE 2 SV 1
DHB4 MOUSE Peroxisomal multifunctional enzyme type 2 OS Mus musculus GN Hsd17b4 PE 1 SV
3

Q3UHW2 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Hsd17b4 PE 2 SV 1
Q3TKP3 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Atxn10 PE2 SV 1
Q8BR79 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Teadl PE2 SV 1

G6PD1 MOUSE Glucose 6 phosphate 1 dehydrogenase X OS Mus musculus GN G6pdx PE 1 SV 3
Q790Y8 MOUSE Glucose 6 phosphate 1 dehydrogenase OS Mus musculus GN G6pdx PE 2 SV 1
ENOPH MOUSE Enolase phosphatase E1 OS Mus musculus GN Enophl PE2 SV 1

CG050 MOUSE Uncharacterized protein C7orf50 homolog OS Mus musculus PE 1 SV 3

Q8BP60 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Nxf1 PE 2 SV 1

NXF1 MOUSE Nuclear RNA export factor 1 OS Mus musculus GN Nxf1 PE 1 SV 3

Q7TMW1 MOUSE Rangap1 protein OS Mus musculus GN Rangapl PE2 SV 1
Q99J77 MOUSE N acetylneuraminic acid synthase Sialic acid synthase OS Mus musculus GN Nans
PE 2 SV

Q8R241 MOUSE Isy1 protein Fragment OS Mus musculus GN Isyl PE 2 SV 1

Q8C5F4 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Hmgcs1 PE 2 SV 1
H7BXB9 MOUSE Protein 1700037H04Rik Fragment OS Mus musculus GN 1700037HO04Rik PE 2 SV
1

Q3TC14 MOUSE Putative uncharacterized protein Fragment OS Mus musculus GN Impa2 PE 2 SV 1
Q924A9 MOUSE Myo inositol monophosphatase 2 Fragment OS Mus musculus GN Impa2 PE 2 SV
1

E9PYI18 MOUSE Ubiquitin carboxyl terminal hydrolase OS Mus musculus GN Usp14 PE2 SV 1

Q80UNO MOUSE Ubiquitin carboxyl terminal hydrolase OS Mus musculus GN Usp14 PE 2 SV 1
F6TGJ2 MOUSE Protein phosphatase 1 regulatory subunit 7 Fragment OS Mus musculus GN
Ppplr7 PE 4 SV

Q3TN93 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Ubginl PE2 SV 1
Q8C3z3 MOUSE Putative uncharacterized protein Fragment OS Mus musculus GN Tmod3 PE 2 SV
1

SMCA4 MOUSE Transcription activator BRG1 OS Mus musculus GN Smarca4 PE 1 SV 1
Q8BVK1 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus PE 2 SV 1
Q7TPN6 MOUSE Epb4 112 protein OS Mus musculus GN Epb4 112 PE2 SV 1

G5E866 MOUSE Splicing factor 3B subunit 1 OS Mus musculus GN Sf3b1 PE 4 SV 1
SF3B1 MOUSE Splicing factor 3B subunit 1 OS Mus musculus GN Sf3b1 PE 1 SV 1
Q3TVZ1 MOUSE Catalase OS Mus musculus GN Cat PE2 SV 1

Q542K4 MOUSE Catalase OS Mus musculus GN Cat PE 2 SV 1

A2A513 MOUSE Keratin type | cytoskeletal 10 OS Mus musculus GN Krt1l0 PE 3 SV 1
NHRF1 MOUSE Na H exchange regulatory cofactor NHE RF1 OS Mus musculus GN Slc9a3rl PE 1
SVv3

Q8VCQ8 MOUSE Caldesmon 1 OS Mus musculus GN Cald1 PE2 SV 1
SMC2 MOUSE Structural maintenance of chromosomes protein 2 OS Mus musculus GN Smc2 PE 1
Sv2

E9QAKS5 MOUSE Kinesin 1 heavy chain Fragment OS Mus musculus GN Kif5b PE 2 SV 1
F6TLW1 MOUSE Laminin subunit gamma 1 Fragment OS Mus musculus GN Lamcl PE 4 SV 1
TOP2B MOUSE DNA topoisomerase 2 beta OS Mus musculus GN Top2b PE 1 SV 2

D3z0U2 MOUSE Chromobox protein homolog 5 Fragment OS Mus musculus GN Cbx5 PE 2 SV 1
Q8BVB6 MOUSE Putative uncharacterized protein Fragment OS Mus musculus GN Smarca5 ps PE
28Vv2

E9QAY6 MOUSE Mitochondrial inner membrane protein OS Mus musculus GN Immt PE 2 SV 1
Q92153 MOUSE NRD convertase Fragment OS Mus musculus GN Nrd1 PE 2 SV 1
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Q8CEH2
F6Q3WO0
Q60848
Q3UXT9
Q8BQ10
Q3TQ82

F6QKD2

P60229
Q58E59
QIDAE2
Q3TSU8

A2ASE1L
Q9DCT2

Q2TJJ4
Q6A0CO
D3XDX2
Q8ROB2
Q6PFZ6
Q8K2C1
Q6A0BY
QO05CX1
Q8R409
D3Z3A6
F7AM43
Q61621
E9QPX1
P39061
F6RQT5
Q91YR1
P70698
Q66JW9
Q8K1K2
Q8BMS3
Q8BWQ9
Q921L6
P62196
Q3TWG2

Q8VEE4
Q3TU94
009106

Q3V1V5

Q8CEH2 MOUSE Putative uncharacterized protein Fragment OS Mus musculus GN Rab18 PE 2 SV
1

F6Q3W0 MOUSE WD repeat containing protein 5 Fragment OS Mus musculus GN Wdr5 PE 4 SV 1
HELLS MOUSE Lymphocyte specific helicase OS Mus musculus GN Hells PE 1 SV 2

Q3UXT9 MOUSE Putative uncharacterized protein Fragment OS Mus musculus GN Acinl PE2 SV 1
Q8BQ10 MOUSE Histone deacetylase 2 OS Mus musculus GN Hdac2 PE 2 SV 1

Q3TQ82 MOUSE Putative uncharacterized protein Fragment OS Mus musculus GN Bbs1 PE2 SV 1
F6QKD2 MOUSE Probable ATP dependent RNA helicase DDX47 Fragment OS Mus musculus GN
Ddx47 PE 4 SV 1

EIF3E MOUSE Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit E OS Mus musculus GN Eif3e PE 1
Sv1

Q58E59 MOUSE Splicing factor 3a subunit 3 OS Mus musculus GN Sf3a3 PE2 SV 1
Q9DAE2 MOUSE Protein RbomxI2 OS Mus musculus GN RbmxI2 PE 2 SV 1

Q3TSU8 MOUSE DNA ligase Fragment OS Mus musculus GN Ligl PE2 SV 1

A2A5E1 MOUSE DnaJ homolog subfamily C member 7 Fragment OS Mus musculus GN Dnajc7 PE
2SVv1

NDUS3 MOUSE NADH dehydrogenase ubiguinone iron sulfur protein 3 mitochondrial OS Mus
musculus GN

Q2TJJ4 MOUSE Killer cell lectin like receptor subfamily A member 31 Fragment OS Mus musculus
GN KI

Q6A0C0O0 MOUSE MKIAAQ138 protein Fragment OS Mus musculus GN mKIAA0138 PE 4 SV 1
D3XDX2 MUHV1 MGP family protein m150 OS Murid herpesvirus 1 GN m150 PE 4 SV 1
Q8R0OB2 MOUSE Methionine aminopeptidase Fragment OS Mus musculus GN Metapl PE2 SV 1
Q6PFZ6 MOUSE Tcof1l protein OS Mus musculus GN Tcofl PE 2 SV 1

Q8K2C1 MOUSE Aamp protein OS Mus musculus GN Aamp PE 2 SV 1

Q6A0B9 MOUSE MKIAA0139 protein Fragment OS Mus musculus GN Eif3a PE 2 SV 1
QO05CX1 MOUSE Mgea5 protein Fragment OS Mus musculus GN Mgea5 PE 2 SV 1

HEXI1 MOUSE Protein HEXIM1 OS Mus musculus GN Hexim1 PE 1 SV 1

D3Z3A6 MOUSE Protein PML OS Mus musculus GN PmI PE 2 SV 1

F7AM43 MOUSE Protein Fubp3 Fragment OS Mus musculus GN Fubp3 PE 4 SV 1

Q61621 MOUSE G protein beta subunit Fragment OS Mus musculus GN Gnb1 PE 2 SV 1
E9QPX1 MOUSE Collagen alpha 1 XVIII chain OS Mus musculus GN Col18al PE 2 SV 1
COIA1 MOUSE Collagen alpha 1 XVIIl chain OS Mus musculus GN Col18al PE 1 SV 4
F6RQT5 MOUSE Ubiquitin associated protein 2 Fragment OS Mus musculus GN Ligl PE3 SV 1
TWF1 MOUSE Twinfilin 1 OS Mus musculus GN Twfl PE 1 SV 2

PYRG1 MOUSE CTP synthase 1 OS Mus musculus GN Ctpsl PE 1 SV 2

Q66JW9 MOUSE Eif3j protein Fragment OS Mus musculus GN Eif3j PE 2 SV 1

Q8K1K2 MOUSE 26S protease regulatory subunit 8 OS Mus musculus GN Psmc5 PE 2 SV 1
Q8BM83 MOUSE Putative uncharacterized protein Fragment OS Mus musculus GN Chd4 PE 2 SV 1
Q8BWQ9 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Uchl3 PE 2 SV 1
Q921L6 MOUSE Cortactin isoform CRA a OS Mus musculus GN Cttn PE2 SV 1

PRS8 MOUSE 26S protease regulatory subunit 8 OS Mus musculus GN Psmc5 PE1 SV 1

Q3TWG2 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Prkcsh PE 2 SV 1
RFA1 MOUSE Replication protein A 70 kDa DNA binding subunit OS Mus musculus GN Rpal PE 2
SvV1

Q3TU94 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Trim25 PE 2 SV 1

HDAC1 MOUSE Histone deacetylase 1 OS Mus musculus GN Hdacl PE 1 SV 1
Q3V1V5 MOUSE Putative uncharacterized protein Fragment OS Mus musculus GN Sptanl PE 2 SV
1
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Q6PHM1
B7ZWK3
Q8R2V4
Q8VDF7
054825
Q543N4

F2Z3V0
Q3TIU7
P48962

QIWUMS5
Q3Vv2v4
Q3ULJ9
Q9DCE3
D3z4V1
Q3uuIL
Q3UFJ3

H3BLM9
Q8C1T2

D3YYN7

Q3URV4
Q9EQQ9
F7ALR2
Q62QJ0

Q921N6

Q3UF49
Q99KV1
C6EQH3

D6QOF6
Q9D1E6

070499

Q8K2B3
Q3U046
Q3UI56
Q3TAT75
B2RWB7
Q3TB65
Q3TTO05
Q3U5M8
035621

Q8BUWS

Q6PHM1 MOUSE Lamcl protein Fragment OS Mus musculus GN Lamcl PE 2 SV 1
B7ZWK3 MOUSE Spna2 protein OS Mus musculus GN Sptanl PE2 SV 1

Q8R2V4 MOUSE Eif4g1 protein Fragment OS Mus musculus GN Eif4gl PE 2 SV 1
Q8VDF7 MOUSE Hexim1 protein OS Mus musculus GN Hexim1 PE 2 SV 1

BYST MOUSE Bystin OS Mus musculus GN Bysl PE 1 SV 3

Q543N4 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Bysl PE 2 SV 1
F2Z3V0 MOUSE NADH cytochrome b5 reductase 3 Fragment OS Mus musculus GN Cyb5r3 PE 2
Svi1

Q3TIU7 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Ndufsl PE 2 SV 1

ADT1 MOUSE ADP ATP translocase 1 OS Mus musculus GN Slc25a4 PE 1 SV 4
SUCA MOUSE Succinyl CoA ligase ADP GDP forming subunit alpha mitochondrial OS Mus musculus
GN Suc

Q3V2Y4 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Me2 PE2 SV 1
Q3ULJ9 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Rangapl PE2 SV 1
Q9DCE3 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Pmm2 PE 2 SV 1
D3Z4V1 MOUSE Pleiotropic regulator 1 OS Mus musculus GN Plrgl PE 2 SV 1

Q3UUI1 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN NIn PE2 SV 1

Q3UFJ3 MOUSE Pyruvate dehydrogenase E1 alpha 1 OS Mus musculus GN Pdhal PE2 SV 1
H3BLM9 MOUSE Cleavage and polyadenylation specificity factor subunit 6 Fragment OS Mus
musculus GN

Q8C1T2 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Psmdé PE 2 SV 1
D3YYN7 MOUSE Sodium potassium transporting ATPase subunit alpha 2 OS Mus musculus GN
Atpla2 PE 2 SV

Q3URV4 MOUSE Putative uncharacterized protein Fragment OS Mus musculus GN Lamcl1 PE 2 SV
1

NCOAT MOUSE Bifunctional protein NCOAT OS Mus musculus GN Mgea5 PE 1 SV 2
F7ALR2 MOUSE Ubiquitin carboxyl terminal hydrolase 48 Fragment OS Mus musculus GN Usp48
PE4SV1

Q6ZQJ0 MOUSE MKIAA0116 protein Fragment OS Mus musculus GN Exosc7 PE 2 SV 1

DDX27 MOUSE Probable ATP dependent RNA helicase DDX27 OS Mus musculus GN Ddx27 PE 1
Sv3

Q3UF49 MOUSE Putative uncharacterized protein Fragment OS Mus musculus GN Atplal PE 2 SV
1

DJB11 MOUSE DnaJ homolog subfamily B member 11 OS Mus musculus GN Dnajb11 PE1 SV 1

C6EQH3 MOUSE ASL1 Suclg2 fusion protein OS Mus musculus PE 2 SV 1
D6QOF6 MOUSE Cytoplasmic dynein intermediate chain 2 isoform 2 2 OS Mus musculus GN
Dyncli2 PE 2 SV

TBCB MOUSE Tubulin folding cofactor B OS Mus musculus GN Thch PE 1 SV 2

070499 MOUSE Small nuclear ribonucleoprotein associated protein OS Mus musculus GN Snrpn PE
3svi1

DHSA MOUSE Succinate dehydrogenase ubiquinone flavoprotein subunit mitochondrial OS Mus
musculus

Q3U046 MOUSE Putative uncharacterized protein Fragment OS Mus musculus GN Yapl PE 2 SV 1
Q3UI56 MOUSE Annexin OS Mus musculus GN Anxa6 PE 2 SV 1

Q3TA75 MOUSE Putative uncharacterized protein Fragment OS Mus musculus GN Fxr2 PE2 SV 1
B2RWB7 MOUSE 9630033F20Rik protein OS Mus musculus GN 9630033F20Rik PE 2 SV 1
Q3TB65 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN NIn PE2 SV 1

Q3TTO05 MOUSE Putative uncharacterized protein Fragment OS Mus musculus GN Elavil PE2 SV 1
Q3U5M8 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Psmd3 PE 2 SV 1

PMM1 MOUSE Phosphomannomutase 1 OS Mus musculus GN Pmm1 PE 1 SV 1
Q8BUWS8 MOUSE Putative uncharacterized protein Fragment OS Mus musculus GN Eif4gl PE 2 SV
1
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Q3TFB5
Q3TBWY

QICSW4
QB80WA7

F6Q750
F8WI31
Q3TK95
E9Q986

Q64G17
Q3THF3
Q8CJF8
Q8BK58
Q3THN2
Q91YP3

Q3UsI5
Q3UGC3

B1AWH6
Q8BP40
Q92326

H3BKR2
Q3US00
Q9CSK2
Q3TBC3

D3YYN3
P42669

P31266
Q8C470
B2RWES
H7BX99
Q9JIH2
Q9IMA2

Q5RL55
Q4VBES
Q3ULQ2
Q5SVG5
QOJHI7
C6EQK4
QO1XI2
P27641

F6VEP4

Q3TFB5 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Nans PE 2 SV 1

Q3TBW9 MOUSE m7GpppX diphosphatase OS Mus musculus GN Dcps PE 2 SV 1
Q9CSW4 MOUSE Putative uncharacterized protein Fragment OS Mus musculus GN Psmd12 PE 2
Svi1

Q80WA7 MOUSE Prpf4 protein Fragment OS Mus musculus GN Prpf4 PE 2 SV 1
F6Q750 MOUSE Microtubule actin cross linking factor 1 Fragment OS Mus musculus GN Macfl PE 2
Sv1

F8WI31 MOUSE Pleiotropic regulator 1 OS Mus musculus GN PIrgl PE2 SV 1
Q3TK95 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Eif4e PE 2 SV 1

E9Q986 MOUSE Catenin delta 1 OS Mus musculus GN Ctnnd1 PE2 SV 1
AN32C MOUSE Putative acidic leucine rich nuclear phosphoprotein 32 family member C OS Mus
musculus G

Q3THF3 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Gnb4 PE 2 SV 1
AGO4 MOUSE Protein argonaute 4 OS Mus musculus GN Ago4 PE 2 SV 2

HBAP1 MOUSE HSPB1 associated protein 1 OS Mus musculus GN Hspbapl PE 1 SV 2
Q3THN2 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Dera PE 2 SV 1

DEOC MOUSE Putative deoxyribose phosphate aldolase OS Mus musculus GN Dera PE 2 SV 1
Q3U515 MOUSE Growth factor receptor bound protein 2 isoform CRA b OS Mus musculus GN Grb2
PE2SV 1

Q3UGC3 MOUSE Putative uncharacterized protein Fragment OS Mus musculus GN Caldl PE 2 SV
1

B1AWH6 MOUSE Structural maintenance of chromosomes protein 2 Fragment OS Mus musculus
GN Smc2 PE 2

PPA6 MOUSE Lysophosphatidic acid phosphatase type 6 OS Mus musculus GN Acp6 PE 2 SV 1

Q92326 MOUSE 49 kDa zinc finger protein OS Mus musculus GN Zfp207 PE2 SV 1
H3BKR2 MOUSE Guanine nucleotide binding protein G 1 G S G T subunit beta 1 Fragment OS Mus
musc

Q3US00 MOUSE Putative uncharacterized protein Fragment OS Mus musculus GN Sf3b1 PE 2 SV 1
Q9CSK2 MOUSE Putative uncharacterized protein Fragment OS Mus musculus GN Pwpl PE 2 SV 1

Q3TBC3 MOUSE Putative uncharacterized protein Fragment OS Mus musculus GN Tin1L PE2 SV 1
D3YYN3 MOUSE Exosome complex component RRP43 Fragment OS Mus musculus GN Exosc8 PE
2sv1

PURA MOUSE Transcriptional activator protein Pur alpha OS Mus musculus GN PuraPE 1 SV 1
SUH MOUSE Recombining binding protein suppressor of hairless OS Mus musculus GN Rbpj PE 1
Svi1

Q8C470 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Eif4e PE 2 SV 1
B2RWE8 MOUSE Eif4b protein OS Mus musculus GN Eif4b PE 2 SV 1

H7BX99 MOUSE Prothrombin OS Mus musculus GN F2 PE2 SV 1

NUP50 MOUSE Nuclear pore complex protein Nup50 OS Mus musculus GN Nup50 PE 1 SV 3

TGT MOUSE Queuine tRNA ribosyltransferase OS Mus musculus GN Qtrtl PE 1 SV 2
Q5RL55 MOUSE ATP binding cassette sub family F GCN20 member 1 OS Mus musculus GN Abcfl
PE2SV1

WDR18 MOUSE WD repeat containing protein 18 OS Mus musculus GN Wdrl8 PE1 SV 1
Q3ULQ2 MOUSE MCG20568 OS Mus musculus GN Pinlrtl PE2 SV 1

Q5SVG5 MOUSE AP 1 complex subunit beta 1 OS Mus musculus GN Aplbl PE2 SV 1

EXOS9 MOUSE Exosome complex component RRP45 OS Mus musculus GN Exosc9 PE 2 SV 1
C6EQK4 MOUSE L1 unspliced fusion gene protein OS Mus musculus PE 2 SV 1

Q91XI2 MOUSE Catalase OS Mus musculus GN Cat PE2 SV 1

XRCC5 MOUSE X ray repair cross complementing protein 5 OS Mus musculus GN Xrcc5 PE 2 SV 4
F6VEP4 MOUSE U3 small nucleolar RNA interacting protein 2 Fragment OS Mus musculus GN Rrp9
PE 4 SV
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Q8R344
Q3UFM8
P26039
Q3UHS6
Q8CGES
Q8CBQ4

Q9CUB0
A6PWS5
D3YTPY
Q8VDG5
Q3UNN4
QBNXY3
Q9ERS9
A2A432
Q9CPN9
Q8BRA9
Q8K265
Q3TH57
QBCGF7
Q3TzS1
D3Z1X8
Q9EQ61
Q3TCS0
Q99JW5
Q8QZY9
D3YU40
Q54172

Q61239

J3KMMS5
Q8R569

P40336

E9QKQ9
E9QKR1
P97452

QIWVR4
Q8K411
Q3U5N9
Q9QYS7
Q8BNE1
Q499K1
Q8BNS0
Q8C2E3

CCD12 MOUSE Caoiled coil domain containing protein 12 OS Mus musculus GN Ccdc12 PE 2 SV 2
Q3UFM8 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Chd4 PE 2 SV 1

TLN1 MOUSE Talin 1 OS Mus musculus GN TIn1 PE 1 SV 2

Q3UHS6 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN TIn1 PE 2 SV 1

IFISA MOUSE Interferon activable protein 205 A OS Mus musculus GN Ifi205a PE 2 SV 1

Q8CBQ4 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Kctd12 PE 2 SV 1
Q9CUB0 MOUSE Putative uncharacterized protein Fragment OS Mus musculus GN Mgea5 PE 2 SV
1

ABPWS5 MOUSE Gelsolin Fragment OS Mus musculus GN Gsn PE 2 SV 1

D3YTP9 MOUSE Protein Hsd17b14 OS Mus musculus GN Hsd17b14 PE 2 SV 2

PPCS MOUSE Phosphopantothenate cysteine ligase OS Mus musculus GN Ppcs PE 2 SV 1
Q3UNN4 MOUSE SWI SNF complex subunit SMARCC1 OS Mus musculus GN Smarccl PE2 SV 1
Q6NXY3 MOUSE Aplbl protein Fragment OS Mus musculus GN Aplbl PE2 SV 1

Q9ER89 MOUSE Muscle protein 637 OS Mus musculus GN Mrps9 PE 2 SV 1

CUL4B MOUSE Cullin 4B OS Mus musculus GN Cul4db PE1 SV 1

Q9CPN9 MOUSE Protein 2210010C04Rik OS Mus musculus GN 2210010C04Rik PE 2 SV 1
Q8BRA9 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus PE 2 SV 1

Q8K265 MOUSE Wdr18 protein Fragment OS Mus musculus GN Wdr1l8 PE 2 SV 1

Q3TH57 MOUSE MCG127945 isoform CRA a OS Mus musculus GN Tcergl PE2 SV 1

TCRG1 MOUSE Transcription elongation regulator 1 OS Mus musculus GN Tcergl PE 1 SV 2
Q3TZS1 MOUSE Homeobox protein TGIF2 OS Mus musculus GN Tgif2 PE2 SV 1

D3Z1X8 MOUSE SWI SNF complex subunit SMARCC1 OS Mus musculus GN Smarccl PE2 SV 1
PESC MOUSE Pescadillo homolog OS Mus musculus GN Pes1 PE 1 SV 1

Q3TCS0 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Prep PE2 SV 1

EPCAM MOUSE Epithelial cell adhesion molecule OS Mus musculus GN Epcam PE 2 SV 1

SF3B4 MOUSE Splicing factor 3B subunit 4 OS Mus musculus GN Sf3b4 PE2 SV 1

D3YU40 MOUSE Insulin like growth factor binding protein 2 OS Mus musculus GN Igfbp2 PE 2 SV 1

Q54172 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Fnta PE2 SV 1

FNTA MOUSE Protein farnesyltransferase geranylgeranyltransferase type 1 subunit alpha OS Mus
musculu

J3KMM5 MOUSE Sarcoplasmic endoplasmic reticulum calcium ATPase 2 OS Mus musculus GN
Atp2a2 PE2 SV 1

Q8R569 MOUSE Smarca4 protein Fragment OS Mus musculus GN Smarca4 PE 2 SV 1
VP26A MOUSE Vacuolar protein sorting associated protein 26A OS Mus musculus GN Vps26a PE 2
SvV1

E9QKQ9 MOUSE Protein enabled homolog OS Mus musculus GN Enah PE 2 SV 1
E9QKR1 MOUSE Protein enabled homolog OS Mus musculus GN Enah PE 2 SV 1

BOP1 MOUSE Ribosome biogenesis protein BOP1 OS Mus musculus GN Bopl PE1 SV 1
FXR2 MOUSE Fragile X mental retardation syndrome related protein 2 OS Mus musculus GN Fxr2
PE1SV1

PREP MOUSE Presequence protease mitochondrial OS Mus musculus GN Pitrm1 PE 1 SV 1
Q3U5N9 MOUSE Annexin OS Mus musculus GN Anxal PE2 SV 1

Q9QYS7 MOUSE Sos1 Fragment OS Mus musculus PE 2 SV 1

F115A MOUSE Protein FAM115A OS Mus musculus GN Fam115a PE 2 SV 1

Q499K1 MOUSE Kilral3 protein OS Mus musculus GN Klral3 ps PE 2 SV 1

Q8BNSO MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Drgl PE 2 SV 1
Q8C2E3 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Rangapl PE 2 SV 1
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F6XMS4
Q3V079

Q8C213

Q3USM3
Q68FHS8
Q8C7U4
Q7TMG2

Q3TGHS
Q6DFW4
Q91W01

M1VMF6
Q8CCI5
Q3uzI3
D3Z061

Q9D6R2
Q9EPUO
H3BLJ6
P61965
Q80X50
Q6PFZ4
Q6PA04

Q05DUS

054994
QOVBA4
P08032
Q78JW9
Q3UD36

M1VQI8
Q3TD17
P09803
Q4KMLS8
Q3THK3

D3YV99
Q8BFZ6
Q04750
A2A8L1
P11679
Q8CFI0
Q54389
QIQUR6
J3QK23

F6XMS4 MOUSE Protein Pus7 Fragment OS Mus musculus GN Pus7 PE 4 SV 1

CC176 MOUSE Coiled coil domain containing protein 176 OS Mus musculus GN Ccdc176 PE 2 SV 2
Q8C213 MOUSE Putative uncharacterized protein Fragment OS Mus musculus GN Atp2a3 PE 2 SV
1
Q3USM3 MOUSE Putative uncharacterized protein Fragment OS Mus musculus GN Luc7I2 PE 2 SV
1

Q68FH8 MOUSE Smarcdl protein OS Mus musculus GN Smarcdl PE 2 SV 2
Q8C7U4 MOUSE Putative uncharacterized protein Fragment OS Mus musculus GN Fxrl PE 2 SV 1

Q7TMG2 MOUSE Snrnp200 protein Fragment OS Mus musculus GN Snrnp200 PE 2 SV 1
Q3TGH8 MOUSE Signal transducing adaptor molecule SH3 domain and ITAM motif 2 OS Mus
musculus GN St

NOP58 MOUSE Nucleolar protein 58 OS Mus musculus GN Nop58 PE 1 SV 1

Q91W01 MOUSE Phosphomannomutase 1 OS Mus musculus GN Pmm1 PE2 SV 1
M1VMF6 MOUSE Metastasis associated protein MTA1 isoform 9 OS Mus musculus GN Mtal PE 2
Svi1

RYBP MOUSE RING1 and YY1 binding protein OS Mus musculus GN Rybp PE1 SV 1
Q3UzI3 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Snd1 PE 2 SV 1

D3z061 MOUSE Ubiquitin like modifier activating enzyme 6 OS Mus musculus GN Uba6 PE 2 SV 1
IDH3A MOUSE lIsacitrate dehydrogenase NAD subunit alpha mitochondrial OS Mus musculus GN
Idh3a PE

RENT1 MOUSE Regulator of nonsense transcripts 1 OS Mus musculus GN Upfl PE 1 SV 2
H3BLJ6 MOUSE MCG14602 isoform CRA b Fragment OS Mus musculus GN Ddx27 PE 4 SV 1
WDR5 MOUSE WD repeat containing protein 5 OS Mus musculus GN Wdr5 PE 1 SV 1

UBP2L MOUSE Ubiquitin associated protein 2 like OS Mus musculus GN Ubap2l PE 1 SV 1
Q6PFZ4 MOUSE Smc3 protein OS Mus musculus GN Smc3 PE2 SV 1

Q6PA04 MOUSE Spna2 protein Fragment OS Mus musculus GN Sptanl PE 2 SV 1

Q05DU8 MOUSE Ribonucleoside diphosphate reductase Fragment OS Mus musculus GN Rrm1 PE
2sv1

054994 MOUSE Sarcoplasmic reticulum Ca2 ATPase Fragment OS Mus musculus GN Atp2a2 PE 2
Svi1

QOVBA4 MOUSE MCG16976 isoform CRA ¢ OS Mus musculus GN Rpl2211 PE2 SV 1
SPTA1 MOUSE Spectrin alpha chain erythrocytic 1 OS Mus musculus GN Sptal PE 2 SV 3
UBFD1 MOUSE Ubiquitin domain containing protein UBFD1 OS Mus musculus GN Ubfd1l PE 1 SV 2

Q3UD36 MOUSE Putative uncharacterized protein Fragment OS Mus musculus GN Vim PE 2 SV 1
M1VQI8 MOUSE Metastasis associated protein MTA1 isoform 5 OS Mus musculus GN Mtal PE 2
Svi1

Q3TD17 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Slc2al PE2 SV 1
CADH1 MOUSE Cadherin 1 OS Mus musculus GN Cdh1 PE1 SV 1
Q4KML8 MOUSE Cadherin 1 isoform CRA a OS Mus musculus GN Cdhl PE2 SV 1

T2FA MOUSE General transcription factor IIF subunit 1 OS Mus musculus GN Gtf2f1 PE 1 SV 2
D3YV99 MOUSE COP9 signalosome complex subunit 4 Fragment OS Mus musculus GN Cops4 PE
2sv1

IDI2 MOUSE lIsopentenyl diphosphate delta isomerase 2 OS Mus musculus GN Idi2 PE 2 SV 1
TOP1 MOUSE DNA topoisomerase 1 OS Mus musculus GN Topl PE 1 SV 2

A2A8L1 MOUSE Protein Chd5 OS Mus musculus GN Chd5 PE2 SV 1

K2C8 MOUSE Keratin type Il cytoskeletal 8 OS Mus musculus GN Krt8 PE 1 SV 4

NED4L MOUSE E3 ubiquitin protein ligase NEDD4 like OS Mus musculus GN Nedd4l PE 1 SV 2
Q543B9 MOUSE Prolyl endopeptidase OS Mus musculus GN Prep PE 2 SV 1

PPCE MOUSE Prolyl endopeptidase OS Mus musculus GN Prep PE 2 SV 1

J3QK23 MOUSE Uncharacterized protein OS Mus musculus GN Gm9825 PE 4 SV 1
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E9Q1IM1
Q3UF58
Q9QZH3
P70697

Q9EQK5
Q810A7

Q3TIV5
Q7TQHO

Q8CHRS8
QB8C6R5
Q5RKP4
Q3UJs6
Q8BT60
Q8BTIS
B1AQG7

H3BLF7
E9PXB7

P51174

Q80UW?7
Q8BPW9

C8YR32
Q3TXZ4
Q64163
Q3UKO05
G3UX86
Q505F5
E9PXY8
Q3TPR2

Q6ZQM3
QO5CY4
P87632
E9Q8V6
Q641N8
Q62504
D327C0

Q8BQ35
QIDBH5
P06467

E9PX41
Q8BYH6
Q3TNN6

E9Q1M1 MOUSE Protein Pdzd2 OS Mus musculus GN Pdzd2 PE 2 SV 1

Q3UF58 MOUSE Catalase OS Mus musculus GN Cat PE2 SV 1

PPIE MOUSE Peptidyl prolyl cis trans isomerase E OS Mus musculus GN Ppie PE 2 SV 2
DCUP MOUSE Uroporphyrinogen decarboxylase OS Mus musculus GN Urod PE 1 SV 2
MVP MOUSE Major vault protein OS Mus musculus GN Mvp PE 1 SV 4

DDX42 MOUSE ATP dependent RNA helicase DDX42 OS Mus musculus GN Ddx42 PE 1 SV 3
ZC3HF MOUSE Zinc finger CCCH domain containing protein 15 OS Mus musculus GN Zc3h15 PE 1
Sv2

ATX2L MOUSE Ataxin 2 like protein OS Mus musculus GN Atxn2| PE 1 SV 1
Q8CHR8 MOUSE Developmentally regulated GTP binding protein 1 OS Mus musculus GN Drgl PE
2sv1

Q8C6R5 MOUSE Putative uncharacterized protein Fragment OS Mus musculus GN Ptk2b PE 2 SV 1
Q5RKP4 MOUSE Rpn1 protein Fragment OS Mus musculus GN Rpnl1 PE 2 SV 1

Q3UJS6 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Cpne3 PE2 SV 1

CPNE3 MOUSE Copine 3 OS Mus musculus GN Cpne3 PE 2 SV 2

SRRM2 MOUSE Serine arginine repetitive matrix protein 2 OS Mus musculus GN Srrm2 PE 1 SV 3

B1AQG7 MOUSE Protein Zfp207 Fragment OS Mus musculus GN Zfp207 PE 2 SV 1
H3BLF7 MOUSE Guanine nucleotide binding protein G | G S G T subunit beta 1 Fragment OS Mus
musc

E9PXB7 MOUSE E3 ubiquitin protein ligase NEDD4 like OS Mus musculus GN Nedd4l PE 2 SV 1
ACADL MOUSE Long chain specific acyl CoA dehydrogenase mitochondrial OS Mus musculus GN
Acadl PE 1

Q80UW7 MOUSE IQ motif containing GTPase activating protein 1 OS Mus musculus GN Iqgapl PE
2svi1

Q8BPW9 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus PE 2 SV 1
LOXH1 MOUSE Lipoxygenase homology domain containing protein 1 OS Mus musculus GN Loxhd1
PE2SV1

Q3TXZ4 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Pdzd2 PE2 SV 1
TFDP2 MOUSE Transcription factor Dp 2 OS Mus musculus GN Tfdp2 PE 1 SV 2

Q3UKO05 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Map2kl PE 2 SV 1
G3UX86 MOUSE Vesicle fusing ATPase Fragment OS Mus musculus GN Nsf PE 2 SV 1

LRC47 MOUSE Leucine rich repeat containing protein 47 OS Mus musculus GN Lrrc47 PE2 SV 1
E9PXY8 MOUSE Ubiquitin carboxyl terminal hydrolase OS Mus musculus GN Usp7 PE2 SV 1

Q3TPR2 MOUSE Putative uncharacterized protein Fragment OS Mus musculus GN Stam PE 2 SV 1
Q6ZQM3 MOUSE cDNA fis clone TRACH3010757 highly similar to Interferon gamma inducible
protein MG11

Q05CY4 MOUSE Srrm2 protein Fragment OS Mus musculus GN Srrm2 PE 2 SV 1

P87632 COWPX GAL protein OS Cowpox virus GN G4L PE4 SV 1

E9Q8V6 MOUSE Protein Dennd4a OS Mus musculus GN Dennd4a PE 4 SV 1

Q641N8 MOUSE E3 ubiquitin protein ligase Fragment OS Mus musculus GN Nedd4l PE 2 SV 1
MINT MOUSE Msx2 interacting protein OS Mus musculus GN Spen PE 1 SV 2

D3Z7C0 MOUSE 39S ribosomal protein L40 mitochondrial OS Mus musculus GN Mrpl40 PE 2 SV 1
Q8BQ35 MOUSE Putative uncharacterized protein Fragment OS Mus musculus GN Sptbnl PE 2 SV
1

LMAN2 MOUSE Vesicular integral membrane protein VIP36 OS Mus musculus GN Lman2 PE 2 SV 2

HBAZ MOUSE Hemoglobin subunit zeta OS Mus musculus GN Hbz PE 2 SV 2
E9PX41 MOUSE Zinc finger SWIM domain containing protein 6 OS Mus musculus GN Zswim6 PE 2
Sv1

Q8BYH6 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Snrnp200 PE 2 SV 1
Q3TNN6 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Capg PE 2 SV 1
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D3Z7X6
Q8BTMS5
Q9CSU0

Q99L13
Q3UHR1
Q57137
Q3TGG2
Q3TB22

E9QAS9
Q3TKZ9

Q3U6B1
Q8CGUO

Q56926
E9Q906

F6QGA9
Q3UKB1
Q99K51

F6TXE3
E9QM90

D3YWY7
Q8R5C5
Q3us78
Q3THVO
Q3TIJ5
Q3TBB4

Q3TAZ3
Q3TSRO
Q3TMW4
Q3UBA2
Q3u281

Q3URH5
P60840
Q9D3U4
Q812D4
Q8BJ53
P39749
Q99M86

Q3TW96
QOV930
E9Q5Q0

D3Z7X6 MOUSE Protein Gm5581 OS Mus musculus GN Gm5581 PE 4 SV 2

Q8BTM5 MOUSE Putative uncharacterized protein Fragment OS Mus musculus GN Sic2al PE 2 SV
1

RPR1B MOUSE Regulation of nuclear pre mRNA domain containing protein 1B OS Mus musculus
GN Rprd1b PE

3HIDH MOUSE 3 hydroxyisobutyrate dehydrogenase mitochondrial OS Mus musculus GN Hibadh PE

1svi1

Q3UHR1 MOUSE Putative uncharacterized protein Fragment OS Mus musculus GN Fn1 PE2 SV 1
Q57137 MOUSE MCG141011 isoform CRA e Fragment OS Mus musculus GN Ppp2r2a PE2 SV 1
Q3TGG2 MOUSE Ataxin 2 like protein OS Mus musculus GN Atxn2l PE 2 SV 1

Q3TB22 MOUSE Putative uncharacterized protein Fragment OS Mus musculus GN Fasn PE 2 SV 1
E9QAS9 MOUSE Fragile X mental retardation protein 1 homolog OS Mus musculus GN Fmrl PE 2
Svi1

Q3TKZ9 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Nolcl PE 2 SV 1
Q3U6B1 MOUSE Putative uncharacterized protein Fragment OS Mus musculus GN G3bp2 PE 2 SV
1

Q8CGUO MOUSE Argonaute 1 protein Fragment OS Mus musculus GN Agol PE 4 SV 1
TR150 MOUSE Thyroid hormone receptor associated protein 3 OS Mus musculus GN Thrap3 PE 1
Sv1

E9Q906 MOUSE Catenin delta 1 OS Mus musculus GN Ctnnd1 PE2 SV 1
F6QGA9 MOUSE Lipoxygenase homology domain containing protein 1 Fragment OS Mus musculus
GN Loxhdl

Q3UKB1 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN PIs3 PE2 SV 1

PLST MOUSE Plastin 3 OS Mus musculus GN PIs3 PE 1 SV 3
F6TXE3 MOUSE Protein L isoaspartate D aspartate O methyltransferase Fragment OS Mus
musculus GN P

E9QM90 MOUSE Protein 2310035C23Rik OS Mus musculus GN 2310035C23Rik PE2 SV 1
D3YWY7 MOUSE Eukaryotic translation initiation factor 4 gamma 1 Fragment OS Mus musculus GN
Eif4gl

ACTY MOUSE Beta centractin OS Mus musculus GN Actrlb PE 1SV 1

Q3U878 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Dazapl PE 2 SV 1
Q3THVO MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Bopl PE2 SV 1
Q3TIJ5 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Bopl PE2 SV 1

Q3TBB4 MOUSE Putative uncharacterized protein Fragment OS Mus musculus GN Fn1 PE2 SV 1
Q3TAZ3 MOUSE Putative uncharacterized protein Fragment OS Mus musculus GN Dync1hl PE 2
Svi1

Q3TSRO MOUSE Exostosin like 2 OS Mus musculus GN Extl2 PE 2 SV 1
Q3TMW4 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Map2kl PE 2 SV 1
Q3UBA2 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Rbm14 PE2 SV 1

Q3U281 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Sarlb PE2 SV 1
Q3URH5 MOUSE Putative uncharacterized protein Fragment OS Mus musculus GN Smarca4 PE 2
Sv1

ENSA MOUSE Alpha endosulfine OS Mus musculus GN Ensa PE 1 SV 1

Q9D3U4 MOUSE MCG53108 OS Mus musculus GN Rbm31y PE2 SV 1

Q812D4 MOUSE Lingerer protein 2b OS Mus musculus GN Ubap2| PE 2 SV 1

Q8BJ53 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Ubap2l PE 2 SV 1
FEN1 MOUSE Flap endonuclease 1 OS Mus musculus GN Fenl PE1 SV 1

Q99M86 MOUSE Flap endonuclease 1 OS Mus musculus GN Fenl PE3 SV 1
UAP1L MOUSE UDP N acetylhexosamine pyrophosphorylase like protein 1 OS Mus musculus GN
Uaplll PE2 S

QO0V930 MOUSE TIn1 protein OS Mus musculus GN TIn1 PE 2 SV 1
E9Q5Q0 MOUSE Ataxin 2 like protein Fragment OS Mus musculus GN Atxn2l| PE 2 SV 2
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Q3UDX7
Q3UD30
S4R294

Q9WV55
Q3TAP5
Q5DTZ2
Q6NZC1
D6RGB5
BOV2M9
Q99M31

Q8CCss
Q99J36
Q3U716
P18572

F6SSUG
Q8VIE5
Q3TJH1
Q9DBH4
Q8CHP8
P24527
BOV2M7
Q45VK5
Q91W67
ASDUP3
Q9DCU1
Q32NY6

Q8CCES5
Q05BN4

Q8BZ69
Q61414
Q61191

Q62432

Q3UNGO
P46938

Q3U3X7

Q3UDA2
Q3uUuU4
S4R2E2
Q8CGH5
Q9CSF1
Q8CCK1

Q3UDX7 MOUSE Putative uncharacterized protein Fragment OS Mus musculus GN Samhd1 PE 2
Svi1

Q3UD30 MOUSE Putative uncharacterized protein Fragment OS Mus musculus GN [If3PE2 SV 1

S4R294 MOUSE Protein PRRC2C OS Mus musculus GN Prrc2c PE 4 SV 1
VAPA MOUSE Vesicle associated membrane protein associated protein A OS Mus musculus GN
Vapa PE 1 SV

Q3TAP5 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Tra2a PE 2 SV 1
Q5DTZ2 MOUSE MKIAA1251 protein Fragment OS Mus musculus GN Macfl PE 2 SV 1

Q6NZC1 MOUSE Ipo5 protein Fragment OS Mus musculus GN Ipo5 PE 2 SV 1

D6RGB5 MOUSE Exosome complex component RRP45 OS Mus musculus GN Exosc9 PE 2 SV 1
BOV2M9 MOUSE Lysine specific demethylase 4B OS Mus musculus GN Kdm4b PE 2 SV 1

HSP7E MOUSE Heat shock 70 kDa protein 14 OS Mus musculus GN Hspal4 PE 2 SV 2
VWAS8 MOUSE von Willebrand factor A domain containing protein 8 OS Mus musculus GN Vwa8 PE
28V2

THUM1 MOUSE THUMP domain containing protein 1 OS Mus musculus GN Thumpdl PE 1 SV 1
Q3U716 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Cars PE 2 SV 1

BASI MOUSE Basigin OS Mus musculus GN Bsg PE 1 SV 2
F6SSU6 MOUSE Coiled coil domain containing protein 176 Fragment OS Mus musculus GN
Ccdcl76 PE 2 SV

Q8VIE5 MOUSE BetalV spectrin sigmal OS Mus musculus GN Sptbn4 PE 2 SV 1

Q3TJH1 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Gnai3 PE2 SV 1

Q9DBH4 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Vwa8 PE 2 SV 1

PGP MOUSE Phosphoglycolate phosphatase OS Mus musculus GN Pgp PE 2 SV 1

LKHA4 MOUSE Leukotriene A 4 hydrolase OS Mus musculus GN Lta4h PE 1 SV 4

BOV2M7 MOUSE Lysine specific demethylase 4B Fragment OS Mus musculus GN Kdm4b PE 2 SV 1
Q45VK5 MOUSE Interleukin enhancer binding factor 3 OS Mus musculus GN IIf3 PE 2 SV 1

UBL7 MOUSE Ubiquitin like protein 7 OS Mus musculus GN Ubl7 PE 1 SV 2

A8DUP3 MOUSE Beta globin OS Mus musculus GN Hbbtl PE 3 SV 1

Q9DCU1 MOUSE Glutathione S transferase OS Mus musculus GN Gsta3 PE 2 SV 1

Q32NY6 MOUSE COUP transcription factor 1 OS Mus musculus GN Nr2f1 PE 2 SV 1
Q8CCES5 MOUSE Putative uncharacterized protein Fragment OS Mus musculus GN Top2a PE 2 SV
1

QO05BN4 MOUSE Srrm2 protein Fragment OS Mus musculus GN Srrm2 PE 2 SV 1
Q8BZ69 MOUSE Putative uncharacterized protein Fragment OS Mus musculus GN Ubap?2| PE 2 SV
1

K1C15 MOUSE Keratin type | cytoskeletal 15 OS Mus musculus GN Krt15 PE 1 SV 2

HCFC1 MOUSE Host cell factor 1 OS Mus musculus GN Hcfcl PE 1 SV 2
SMAD2 MOUSE Mothers against decapentaplegic homolog 2 OS Mus musculus GN Smad2 PE 1 SV
2

Q3UNGO MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Lamcl1 PE 2 SV 1
YAP1 MOUSE Yorkie homolog OS Mus musculus GN Yapl PE 1 SV 2

Q3U3X7 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Trim25 PE2 SV 1
Q3UDA2 MOUSE Putative uncharacterized protein Fragment OS Mus musculus GN Dyncli2 PE 2
Sv1

Q3UUU4 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Sept6 PE 2 SV 1

S4R2E2 MOUSE Protein PRRC2C Fragment OS Mus musculus GN Prrc2c PE 4 SV 1

Q8CGH5 MOUSE Iqgap1l protein Fragment OS Mus musculus GN Iggapl PE 2 SV 1

Q9CSF1 MOUSE Putative uncharacterized protein Fragment OS Mus musculus GN Gtf2f1 PE 2 SV 1
Q8CCK1 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Pcdhb9 PE 2 SV 1
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Q3TTX2
Q8BRQ6

H3BLQO
F6SJS2

Q3UPG9

Q3TPD2
J3QJX0
B9EJ29
E9Q4F8
E9Q4X2
F6WSR9
P70206
P70207
Q3UH27
Q3UJA5
Q67FY2
Q6PI66

Q8BUZ9
Q8VCZ6
P33175
EOCX62

Q3UES6
AOFF38
Q5SWU9

E9PWX8
Q61762

Q6P1ES
Q6ZPY7
Q8BGV9
Q8CG65
Q9CPW?7
Q3TC83
A2AGL3
P24549
Q05CS8

Q3UIA4
Q62148

Q6P6I3

Q91WH7
ABE1K5

Q3TTX2 MOUSE Putative uncharacterized protein Fragment OS Mus musculus GN Sptbnl PE 2 SV
1

Q8BRQ6 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Dnajc9 PE 2 SV 1
H3BLQO MOUSE Serine threonine protein phosphatase 2A 65 kDa regulatory subunit A beta isoform
OS Mus

F6SJS2 MOUSE Host cell factor 1 Fragment OS Mus musculus GN Hcfcl PE4 SV 1

Q3UPG9 MOUSE Putative uncharacterized protein Fragment OS Mus musculus GN Macfl PE 2 SV
1

Q3TPD2 MOUSE Putative uncharacterized protein Fragment OS Mus musculus GN Iqgapl PE 2 SV
1

J3QJX0 MOUSE Cullin 4B OS Mus musculus GN Culdb PE2 SV 1

B9EJ29 MOUSE Plexin A4 OS Mus musculus GN Plxna4 PE 2 SV 1

E9Q4F8 MOUSE Protein Ankrd11 OS Mus musculus GN Ankrd11 PE 2 SV 2

E9Q4X2 MOUSE Protein Uggt2 OS Mus musculus GN Uggt2 PE2 SV 1

F6W8R9 MOUSE Nesprin 2 Fragment OS Mus musculus GN Syne2 PE 4 SV 1

PLXA1 MOUSE Plexin A1 OS Mus musculus GN PIxnal PE 1SV 1

PLXA2 MOUSE Plexin A2 OS Mus musculus GN PIxna2 PE 1 SV 2

Q3UH27 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Asap2 PE 2 SV 1
Q3UJA5 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Asapl PE 2 SV 1
BCLI9L MOUSE B cell CLL lymphoma 9 like protein OS Mus musculus GN Bcl9l PE 1 SV 1

Q6P166 MOUSE Syne?2 protein Fragment OS Mus musculus GN Syne2 PE 2 SV 1
Q8BUZ9 MOUSE Putative uncharacterized protein Fragment OS Mus musculus GN Elmsanl PE 2
Sv1

SGSM3 MOUSE Small G protein signaling modulator 3 OS Mus musculus GN Sgsm3 PE 1 SV 1
KIF5A MOUSE Kinesin heavy chain isoform 5A OS Mus musculus GN Kif5a PE 1 SV 3

EOCX62 MOUSE Proteasome subunit alpha type 3 OS Mus musculus GN Psma3 PE 2 SV 2
Q3UE86 MOUSE Putative uncharacterized protein Fragment OS Mus musculus GN Ganab PE 2 SV
1

AOFF38 MOUSE Glucose 6 phosphate 1 dehydrogenase OS Mus musculus GN G6pd2 PE 3 SV 1

ACACA MOUSE Acetyl CoA carboxylase 1 OS Mus musculus GN Acaca PE 1SV 1

E9PWX8 MOUSE Microtubule associated serine threonine protein kinase 4 OS Mus musculus GN
Mast4 PE 2

KCNA5 MOUSE Potassium voltage gated channel subfamily A member 5 OS Mus musculus GN
Kcna5 PE 2 SV 2

EFCB6 MOUSE EF hand calcium binding domain containing protein 6 OS Mus musculus GN Efcab6
PE2SV 2

KDM3B MOUSE Lysine specific demethylase 3B OS Mus musculus GN Kdm3b PE 2 SV 2
ATGA4D MOUSE Cysteine protease ATG4D OS Mus musculus GN Atg4dd PE 1 SV 1
SSPO MOUSE SCO spondin OS Mus musculus GN Sspo PE 2 SV 2

ZMAT2 MOUSE Zinc finger matrin type protein 2 OS Mus musculus GN Zmat2 PE 2 SV 1
Q3TC83 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Nlel PE 2 SV 1
RYR3 MOUSE Ryanodine receptor 3 OS Mus musculus GN Ryr3 PE1 SV 1

AL1A1 MOUSE Retinal dehydrogenase 1 OS Mus musculus GN Aldhlal PE 1SV 5

Q05CS8 MOUSE Tpr protein Fragment OS Mus musculus GN Tpr PE 2 SV 1
Q3UIA4 MOUSE Aldehyde dehydrogenase family 1 subfamily A3 isoform CRA d OS Mus musculus
GN Aldhla3

AL1A2 MOUSE Retinal dehydrogenase 2 OS Mus musculus GN Aldhla2 PE 2 SV 2

Q6P6I3 MOUSE ATPase H transporting lysosomal V1 subunit B1 OS Mus musculus GN Atp6v1bl
PE2SV1

Q91WH7 MOUSE ATPase H K exchanging gastric alpha polypeptide OS Mus musculus GN Atp4a
PE2SV1

A8E1K5 MUHVK M86 protein OS Murid herpesvirus 1 strain K181 GN M86 PE 4 SV 1
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H2A2B7
E9Q3T7
Q8R384
Q8BVI9
Q2NKI3

Q8C928
BOEJV3
BOEKKS
Q5F226
Q61526
Q8BNTO
Q8CGRY
Q3UUS6
Q6PB65

Q8vC28
B9EKH4
E9PU99
E9Q153
E9QKX4
F6TIX7

F6XPZ0
Q3TA53
Q3U0J8
Q8CIQ7
D3YVS3
P46660
Q80TQ3
P35969
Q8VCDO
A2AJH3
S4R2L9
Q8CHH9
Q8VBX2
H3BKY7
P35918

008821

QIWV27
G3X9H8

P14240
S4R1L5
S4R2K9

H2A2B7 MUHV1 M86 protein OS Murid herpesvirus 1 GN M86 PE 4 SV 1

E9Q3T7 MOUSE Adenylosuccinate lyase OS Mus musculus GN Adsl| PE 2 SV 1

Q8R384 MOUSE Myh11 protein OS Mus musculus GN Myh11 PE2 SV 1

Q8BVI9 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Slc25a4 PE 2 SV 1

Q2NKI3 MOUSE Gnal2 protein OS Mus musculus GN Gnal2 PE 2 SV 1
Q8C928 MOUSE Putative uncharacterized protein Fragment OS Mus musculus GN Epb4 112 PE 2
Svi1

GRB1L MOUSE GREBL1 like protein OS Mus musculus GN Grebll PE 2 SV 1

BY9EKK8 MOUSE Uncharacterized protein OS Mus musculus GN 1700017B05Rik PE 2 SV 1
FAT2 MOUSE Protocadherin Fat 2 OS Mus musculus GN Fat2 PE 2 SV 1

ERBB3 MOUSE Receptor tyrosine protein kinase erbB 3 OS Mus musculus GN Erbb3 PE 1 SV 2
Q8BNTO MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus PE 2 SV 1

UPP2 MOUSE Uridine phosphorylase 2 OS Mus musculus GN Upp2 PE 2 SV 1

Q3UUS6 MOUSE Putative uncharacterized protein OS Mus musculus GN Top2a PE 2 SV 1

Q6PB65 MOUSE Myh10 protein Fragment OS Mus musculus GN Myh10 PE 2 SV 1
AK1CD MOUSE Aldo keto reductase family 1 member C13 OS Mus musculus GN Akrlcl13 PE 1 SV
2

B9EKH4 MOUSE Lrrc43 protein OS Mus musculus GN Lrrc43 PE 2 SV 1
E9PU99 MOUSE Obscurin OS Mus musculus GN Obscn PE 2 SV 2
E9Q153 MOUSE Plectin OS Mus musculus GN Plec PE 2 SV 1
E9QKX4 MOUSE Plectin OS Mus musculus GN Plec PE2 SV 1

F6TJX7 MOUSE Obscurin Fragment OS Mus musculus GN Obscn PE 4 SV 1
F6XPZ0 MOUSE Lipoxygenase homology domain containing protein 1 Fragment OS Mus musculus
GN Loxhd1

Q3TA53 MOUSE Putative uncharacterized protein Fragment OS Mus musculus GN Limk1l PE 2 SV 1
TBD2B MOUSE TBC1 domain family member 2B OS Mus musculus GN Thc1d2b PE 1 SV 2
DOCK3 MOUSE Dedicator of cytokinesis protein 3 OS Mus musculus GN Dock3 PE 1 SV 1
D3YVS3 MOUSE Uncharacterized protein OS Mus musculus GN Gm5356 PE 4 SV 1

AINX MOUSE Alpha internexin OS Mus musculus GN Ina PE 1 SV 2

Q80TQ3 MOUSE MKIAAQ0845 protein Fragment OS Mus musculus GN Nefh PE2 SV 1

VGFR1 MOUSE Vascular endothelial growth factor receptor 1 OS Mus musculus GN FIt1 PE1 SV 1
Q8VCDO MOUSE Kinase insert domain protein receptor OS Mus musculus GN Kdr PE 2 SV 1
A2AJH3 MOUSE Glycylpeptide N tetradecanoyltransferase OS Mus musculus GN Nmt2 PE 2 SV 1
S4R2L9 MOUSE Protein PRRC2C Fragment OS Mus musculus GN Prrc2c PE 4 SV 1

SEPT8 MOUSE Septin 8 OS Mus musculus GN Sept8 PE 1 SV 4

Q8VBX2 MOUSE BetalV spectrin sigma6 A OS Mus musculus GN Sptbn4 PE 2 SV 1

H3BKY7 MOUSE Receptor type tyrosine protein kinase FLT3 OS Mus musculus GN FIt3 PE 2 SV 1

VGFR2 MOUSE Vascular endothelial growth factor receptor 2 OS Mus musculus GN Kdr PE1 SV 1
008821 MOUSE Cytoplasmic dynein heavy chain Fragment OS Mus musculus GN Dynclhl PE 2 SV
1

AT1A4 MOUSE Sodium potassium transporting ATPase subunit alpha 4 OS Mus musculus GN
Atplad PE1SV 3

G3X9H8 MOUSE ES3 ubiquitin protein ligase OS Mus musculus GN Nedd4l PE 4 SV 1
L LYCVA RNA directed RNA polymerase L OS Lymphocytic choriomeningitis virus strain Armstrong
GN L

S4R1L5 MOUSE Baculoviral IAP repeat containing protein 6 OS Mus musculus GN Birc6 PE 4 SV 1
S4R2K9 MOUSE Ankyrin 3 Fragment OS Mus musculus GN Ank3 PE 4 SV 1
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