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RESUM

De manera rutinaria, la valoraci6 de la qualitat espermatica durant el diagnostic inicial
de la infertilitat masculina es realitza mitjancant ’estudi macroscopic i microscopic de
la mostra de semen. Aquests proporcionen informaci6 rellevant sobre el recompte, la
mobilitat i la morfologia dels espermatozoides, pero no sobre el potencial de fertilitzaci6
de la mostra, pel que sovint aquests parametres tenen un valor pronostic limitat en pro-
cessos de fecundaci6é natural i/o artificial. A més, alguns estudis determinen que hi ha
casos d’infertilitat masculina que es poden diagnosticar erroniament com a idiopatics, ja
que hi ha certes anomalies a nivell molecular o genétic que no presenten manifestacions
detectables en el seminograma. Per abordar aquest problema, és necessari abordar el
repte d’obtenir nous biomarcadors que ajudin a entendre millor els mecanismes mole-
culars implicats en la fecundaci6. Per a aix0, en aquest treball s’han utilitzat técniques
proteomiques d’expressi6 diferencial tant en mostres de plasma seminal com d’esper-
matozoides.

En el primer estudi, s’ha demostrat la presencia d’activitat nucleasa en el liquid seminal
de diferents grups de pacients, inclosos aquells que no presenten espermatozoides, amb
azoospermia. A més, s’ha observat un increment de I'activitat nucleasa per espermato-
zoide en aquells grups que tenen més parametres del seminograma alterats, aixi com una
correlaci6 entre Iactivitat nucleasa i la fragmentaci6é de ’'ADN dels espermatozoides va-
lorada amb Comet alcali, la morfologia i la mobilitat espermatica. Per altim, mitjangant
la corba ROC s’ha comprovat que l'activitat nucleasa és una bona variable per predir la
infertilitat masculina pel que podria millorar el diagndstic de pacients idiopatics. En el
segon estudi, s’ha comparat el perfil proteic del liquid seminal de controls fertils amb
pacients seleccionats segons el seminograma, patologia i valors d’integritat de 'TADN
dels espermatozoides mitjancant Comet neutre, alcali i SCD. Les 24 mostres analitza-
des s’han classificat en 4 grups diferents: controls fértils, avortaments de repeticio, as-
tenoteratozoospermics, astenoteratozoospermics amb varicocele. L’analisi proteomica
comparativa s’ha realitzat amb el sistema d’electroforesi en gel bidimensional basat en
el marcatge fluorescent (2D-DIGE) i ha revelat la preséncia de 28 proteines diferencials.

Aquestes estan involucrades en processos metabolics i cel-lulars, funcions catalitiques

18



i es troben al component extracel-lular. L’analisi de les interaccions entre proteines ha
mostrat que estan associades entre elles i també amb la Ubiquitina C, indicant que la
regulaci6 d’aquestes proteines té un paper important en la infertilitat masculina. En el
tercer estudi, s’ha comparat el perfil proteic dels espermatozoides de mostres de controls
fertils amb avortaments de repeticié abans i després d’un tractament oral amb antioxi-
dants mitjancant el marcatge isobaric TMT. S’han identificat 34 proteines amb expressi6
diferencial entre els grups d’avortaments de repetici6 i controls fértils, a més algunes
proteines milloren el seu perfil d’expressié després del tractament amb antioxidants,
indicant que sén vulnerables a I'estreés oxidatiu. No obstant, no hi ha diferéncies sig-
nificatives entre els avortaments de repeticié abans i després del tractament amb an-
tioxidant, per tant, la patologia espermatica produida en aquests pacients no és deguda
principalment a l'estrés oxidatiu. Finalment, I’analisi d’interaccions entre les proteines
diferencials ha mostrat tres vies principals d’afectaci6: metabolisme, citoesquelet i dany
en ’ADN dels espermatozoides.

En conjunt, els resultats obtinguts demostren la utilitat de ’analisi proteomica i la im-
portancia de I'estudi de les proteines que s’expressen de manera diferencial entre in-
dividus fertils i infertils ja que permet aprofundir en el coneixement dels mecanismes
moleculars implicats en la infertilitat masculina i personalitzar el diagnostic de pacients

amb la construcci6 de nous panells de biomarcadors.

19



SUMMARY

Routine evaluation of sperm quality during the initial diagnosis of male fertility is per-
formed by macroscopic and microscopic examination of the semen sample. These pro-
vide useful information regarding sperm count, sperm motility, sperm morphology but
not on the fertilization potential of the sample often have a limited prognostic value in
processes of natural and/or artificial fertilization. In addition, some studies determine
that there are cases of male infertility that can be misdiagnosed as idiopathic, as there
are certain abnormalities at the molecular or genetic level that do not present detectable
manifestations with basic semen analysis. To address this problem it is necessary to ob-
tain new biomarkers that help to better understand the molecular mechanisms involved
in fertilization.To this end, differential expression proteomic techniques have been used
in both seminal plasma and sperm samples in this work.

In the first study, the presence of nuclease activity in the seminal plasma of different
groups of patients has been found in all of them, including those that do not have sperm,
with azoospermia. In addition, an increase in sperm nuclease activity has been observed
in patients with most altered parameters of semen analysis, as well as a correlation be-
tween nuclease activity and sperm DNA fragmentation assessed by alkaline Comet, mor-
phology and sperm motility. Finally, the ROC curve has shown that nuclease activity is a
good variable for predicting male infertility and could therefore improve the diagnosis of
idiopathic patients. In the second study, the protein profile of seminal plasma from ferti-
le donors was compared with patients selected according to their seminogram, patholo-
gy, and sperm DNA integrity values using neutral and alkaline Comet, and SCD test. 24
samples analyzed were classified into 4 different groups: fertile donors, recurrent misca-
rriage, asthenoteratozoospermic and asthenoteratozoospermic with varicocele. Compa-
rative proteomic analysis was performed with the two-dimensional gel electrophoresis
system based on fluorescent labeling (2D-DIGE) and revealed the presence of 28 diffe-
rential proteins that are involved in metabolic and cellular processes, catalytic functions
and located in the extracellular component. Analysis of protein interactions has shown
that they are associated with each other and also to Ubiquitin C, indicating that the re-

gulation of these proteins plays an important role in male infertility. In the third study,
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protein profile of sperm from fertile donor samples was compared with recurrent misca-
rriage before and after oral treatment with antioxidants using TMT isobaric labeling. 34
proteins with differential expression have been identified between groups of recurrent
miscarriage and fertile donors, in addition some proteins ameliorated their expression
after treatment with antioxidants, indicating that they are vulnerable to oxidative stress.
However, no significant differences between recurrent miscarriages before and after an-
tioxidant treatment have been found, therefore, damage produced in sperm from pa-
tients with this pathology is not mainly due to oxidative stress. In addition, analysis of
interactions between differential proteins showed three main pathways of involvement:
metabolism, cytoskeleton, and sperm DNA damage.

In summary, results obtained demonstrate the usefulness of proteomic analysis and the
importance of the study of proteins that are differentially expressed between fertile and
infertile individuals as it allows to deepen the knowledge of the molecular mechanisms
involved in male infertility and be able to personalize the diagnosis of patients with new

biomarker panels.
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1. INTRODUCCIO



Introduccié

1.1 L’ESPERMATOZOIDE HUMA

L’espermatozoide o gameta masculi, és la cel-lula sexual masculina encarrega-
da d’aportar la meitat del material genétic al futur zigot. Aquest és una cel-lula
haploide. La formaci6 d’aquestes cél-lules tan especialitzades s’aconsegueix mit-
jangant un procés que s’anomena espermatogenesi, que s’inicia a I'interior de les
gonades masculines (testicles) i té una durada de 64 dies (Adler, 1996) a 72-74
dies (Amann, 2008, Divya et al, 2014). En humans, aquest procés s’inicia a la
pubertat i es perllonga fins al final de la vida de I'individu. Consta de tres fases: la
multiplicacié dels espermatogonis per mitosi; la meiosi, procés en el que es re-
dueix el nombre de cromosomes, convertint cel-lules diploides en haploides i per
altim, la transformaci6 de les espermatides rodones en la complexa estructura de

I'espermatozoide mitjangant el procés que s’anomena, espermiogenesi.

Durant la primera fase, les cél-lules mare de la gonada o espermatogonies A (2n,
n= nombre de cromosomes; 2c, c= nombre de cromatides) situades a la regio
basal de I'epiteli dels tibuls seminifers pateixen diverses divisions mitotiques. La
progenie d’aquestes divisions serviran tant per a mantenir la poblacié d’aquestes,
com per a donar lloc a diversos espermatogonies B (2n, 2¢) que queden intercon-
nectades. Els espermatogonis B es divideixen també per mitosis per donar lloc
als espermatocits primaris (2n, 4c). Tots els descendents d'un espermatogoni B
romanen connectats, formant un sinciti - pel que experimentaran un desenvolu-

pament sincronic.

A la segona fase té lloc la meiosi, és a dir, la reduccié del nombre de cromosomes
a la meitat mitjancant dues divisions meidtiques consecutives. Durant la primera
divisi6é meiotica, els cromosomes homolegs dels espermatocits primaris s’apare-
llen entre ells i inicien la recombinaci6 geneética. Finalment, té lloc la segregacio
d’homolegs a pols oposats préviament a la formaci6 dels espermatocits secunda-
ris (n, 2¢), que al seu torn mitjan¢ant una segona divisioé meiotica i la segregaci6d
de les cromatides germanes a pols oposats donara lloc a les espermatides rodones

(n,c).
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Figura 1. La poblacié de cél-lules mare es troba a la lamina basal
dels tubuls seminifers. Aquestes sén espermatogonis A que pa-
teixen divisions per mitosi: una de les cél-lules filles renova les exis-
téncies de espermatogonies A, |'altre esdevé una espermatogonia
tipus B. Aquestes es divideixen i les seves cél-lules filles migren
cap a la llum. En aproximadament 64 a 72-74 dies es diferencien
fins a espermatozoides. Recuperat de http://embryology.ch/dutch/
cgametogen/spermato03.html

En la tercera i tltima fase, 'espermiogeesi, les espermatides rodones pateixen
canvis morfologics i bioquimics per a transformar-se finalment en espermatozoi-

des madurs. Els canvis més importants son:

a) Formaci6 de 'acrosoma, que cobreix la part del cap de l'espermatozoide.
L’acrosoma conté enzims hidrolitics que permeten la fusié de I'espermatozoide

amb 1’ovul en la fertilitzacio.
b) Condensaci6 de la cromatina nuclear.

c¢) Desenvolupament del flagel per donar mobilitat, i la perdua d’excés de

material citoplasmatic.
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Figura 2. Diferenciaci6 d'espermatida a espermatozoide mitjangant la espermiogénesi. Recuperat
de Fundamentals of Anatomy & Physiology. Frederic, H. (2015). Editorial: Pearson Education, Inc.,
. Sisena edicio.

D’aquest procés d’espermiogenesi en resulta I’espermatozoide, que té una mida
de 40-50 um en allargada i esta format per un cap i una cua (Fig. 2). L’esperma-
tozoide quasi bé sense citoplasma, té un cap de forma ovalada i plana de 4,0—-5,5
um en allargadai 2,5—3,5 um en amplada. El cap, que esta rodejat per una mem-
brana composta per lipoproteines, conté a dins TADN empaquetat, que esta en-
voltat d'una membrana. Quasi bé no té citoplasma. A la part anterior del cap, hi
hal’acrosoma un espai diferenciat que conté tots els enzims hidrolitics com acro-
sina, hidrolases i hialuronidasa necessaris per a la reaccié acrosomica durant la
qual els enzims seran abocats a I’exterior perque I'espermatozoide pugui penetrar
la zona pel-lacida de l'oocit i possibilitar la fusié amb I'oocit (Jansen et al., 2001).
La cua, que és la part més llarga de I'espermatozoide, mesura 40-50 pm en allar-
gada, i esta formada per fosfolipids, lipoproteines i enzims. Aquesta cua I’ano-
menem flagel i esta formada principalment per la proteina, dineina, que és I'en-
carregada, junt al complex dels microttibuls, del moviment. El flagel es divideix
en tres parts: pe¢a mitja, principal i final. La porci6é mitja, és molt caracteristica
perque conté 'axonema amb els 9+2 microtibuls irodejats per mitocondris que

aportaran ’energia necessaria per moure’s.
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A la segiient figura es pot veure tot el procés de maduraci6 de I'espermatozoide,
des de la cel-lula mare primordial fins al recorregut que fa dins el cérvix, fins que

es troba amb ’oocit.
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Figura 3. Esdeveniments del desenvolupament dels espermatozoides. Canvis que es produeixen durant el
desenvolupament d'una cél-lula germinal en un espermatozoide que condueix al seu alliberament i posterior
maduracié i emmagatzematge a |'epididim, abans del viatge cap al tracte reproductor femeni. (Reimpressio
amb permis, Centre Clinic d'Art i Fotografia de Cleveland © 2010-2013. Tots els drets reservats.). (Durairaja-
nayagam et al., 2015).

L’organitzaci6 de la cromatina nuclear espermatica difereix molt respecte la cro-
matina de les cél-lules somatiques (Ward i Coffey, 1991). Aixd és aixi per a mi-
nimitzar el dany dels agents externs durant el transit pel tracte genital fement,
per tant, la morfogénesi del nucli espermatic es troba determinada per una serie
de factors, entre els quals hi ha I‘arquitectura de la condensacié de la cromati-
na. Defectes en aquesta condueixen a una fertilitat disminuida (Meistrich, 1993).
Una altra radé important per a 1’organitzacié del genoma en el nucli espermatic
és deguda a la necessitat que es puguin transcriure els gens adequats immedia-
tament després de la fertilitzaci6. El mecanisme de metilacié de certs gens del
DNA espermatic pot ser una de les premisses necessaries per a la regulacié del
genoma embrionari, i 1‘accessibilitat immediata d’aquests gens en pot ser una
altra (Gawecka et al., 2013)

Aixi doncs, mentre la cromatina nuclear de les cél-lules somatiques esta empa-

quetada mitjancant unes proteines basiques anomenades histones, la cromatina
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nuclear espermatica esta empaquetada principalment per protamines. Les prota-
mines sén també proteines basiques pero molt més petites que les histones (Oli-
va, 2006). Durant 'espermiogénesi, ’'estructura nucleosomal de la cromatina es
desorganitza, les histones s6n intercanviades per unes proteines de transicio, per
protamines, que s’uneixen al solc major de la doble helix, al llarg de tot el DNA es-
permatic (Fig. 4) (Castillo et al., 2011). Aixi doncs, 'espermatozoide madur huma
esta compactat en un 85% per protamines, que li confereixen un grau superior de
compactacio, de I’ordre de 6 vegades més que en els cromosomes mitotics metafa-
sics (Fuentes-Mascorro et al., 2000). L’ADN unit a les protamines s’organitza en
estructures toroidals. Cada toroide conté aproximadament 50Kb d’ADN, 60-100
nm de diametre i uns 20 nm de gruix (Hud et al., 1993). Segons diferents estudis,
s’ha hipotetitzat que aquests toroides es troben units entre ells mitjancant una re-
gid de cromatina que s’uneix a la matriu nuclear de I'espermatozoide (Mudrak et
al., 2005; Chan et al., 2015). Aquestes regions de cromatina que serveixen d’'uni
entre els toroides son més sensibles a I‘accié de DNAses i segons alguns autors
aquesta sensibilitat és deguda a que aquesta cromatina esta unida a histones en
comptes de protamines i per tant, seria més accessible (Ward, 2010).
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Figura 4. Principals elements estructurals de la cromatina espermatica. A) durant I'espermiogeénesi, les histones es subs-
titueixen per protamines, empaquetant I'’ADN en toroides. Cada toroide constituit per protamina és un domini en forma
de loop. B) Aquests toroides poden estar organitzats per apilament un al costat de l'altre. L'evidéncia recent suggereix
que algunes grans extensions d’ADN conserven les histones (solenoide verd). C) LADN enllagant els toroides és nucleasa

sensible, i pot estar unit a histones també. (Ward, 2010)

Un cop l'espermatozoide ha fecundat I'odcit, les protamines sén substituides per histones provinents de I'oocit, amb
I'objectiu d'aconseguir la descompactacié del pronucli masculi i obtenir un altre cop un genoma organitzat amb histones

a punt per comengar a transcriure’s, iniciant el desenvolupament embrionari (Fig. 4) (McLay i Clarke, 2003).
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El percentatge de DNA espermatic huma unit a histones es situa al voltant del
15% (Gatewood et al., 1987) i aquestes histones no es situen a l’atzar sin6 que es
troben associades a seqiiéncies i dominis especifics de TADN (Wykes i Krawetz,
2003). S’ha descrit que son més freqiients en regions riques en gens importants
pel desenvolupament, gens relacionats amb l’expressié de microRNAs i gens
HOX (Hammoud et al., 2009).

1.2 PLASMA SEMINAL

El plasma seminal, del qual se’n alliberen uns 3,5 ml en cada ejaculacio, és el
medi liquid en el que es troben els espermatozoides. Té un color blanquinés, una
olor distintiva i és molt viscos. El plasma seminal és un fluid complexa, caracte-
ritzat per contenir un alt grau d’aigua, ions, sucres, acids organics, hormones i
una gran varietat d’aminoacids i proteines. Es un liquid lleugerament alcali (pH
7,5-8) (Owen i Katz, 2005) que prové de les vesicules seminals, la prostata i les
glandules bulbouretrals (o de Cowper’s) i en menor mesura també contribueixen
I'epididim, els conductes i les glandules Littre (Taula 1) (Maxwell et al., 2007). Les
vesicules seminals fan la major aportaci6 al plasma seminal de totes les glandules
que hi contribueixen, aproximadament el 65-75% del fluid. Entre els components
originaris de les vesicules seminals es troben proteines, com ara semenogelina
IiII (Lilja et al., 1989), la lactoferrina (Wichmann et al., 1989), la fibronectina
(Lilja et al., 1987) i la progastricsina (Szecsi et al., 1995), i components de baix
pes molecular, com la fructosa (aporta energia a 'espermatozoide), prostaglan-
dines (actuen com supressors del sistema immune en el tracte femeni) i el citrat
(intervé en la capacitat d’amortiment del plasma seminal). La prostata és el se-
gon major contribuent dels fluids en el plasma seminal, 25- 30% del volum total.
De la prostata provenen ions, com ara el zinc amb propietats estabilitzadores i
antibacterianes (Strzezek et al., 1998), el calci que participa en els processos de
capacitaci6 i la reaccié acrosomica, el magnesi, i proteines, com la fosfatasa acida
prostatica, la beta-microseminoproteina, 'antigen especific de la prostata (PSA)
(Lilja et al., 1988), la lactoferrina (Wichmann et al., 1989) i progastricsina (Szec-
si et al., 1995). La major part dels liquids restants procedeixen de les glandules
bulbouretrals (glandules Cowper’s) i consisteixen en la pre-ejaculacio, un liquid
alcali d’aparenga mucosa que neutralitza I’acidesa de qualsevol residu de la orina
en la uretra i proporciona lubricacié. També hi ha una petita contribuci6 des de

I’epididim que conté L-carnitina i alpha-glucosidasatransferrina neutral (Owen i
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Katz, 2005). El plasma seminal també conté albamina (Lindholmer et al., 1974) i
immunoglobulines (Rumke, 1974) que sén probablement transsudades del fluid
intercel-lular. El plasma seminal és una barreja complexa de proteines, compo-
nents de baix pes molecular, ions i sucres. Els principals components s’enumeren
a la taula 1. La concentracié de proteines en el plasma seminal és de 35-55 g/L,
molt més elevada que en la sang (Frohlich et al., 1980) i sén molt importants en
la fertilitzaci6 natural ja que participen en la capacitacié dels espermatozoides,
la modulaci6 de la resposta immunitaria en 1'ater, la formaci6 de la reserva d’es-

permatozoides i en la interaccid entre I'oocit i 'espermatozoide (Yi et al., 2007).

Taula 1. Contribucions de les diferents glandules del plasma seminal.

Glandula Volum Contribucié

S T Seminogelina I i II, fructosa, prostaglandines,
esicula seminal 5-75 . . .
> citrat, lactoferrina, fibronectina.

Antigen prostatic especific (PSA), acid fosfatasa

prostatica (PAP), beta-microseminoproteines

Prostata 25-30% o . . .
(MSP), progastricsina, zinc, calci, magnesi,
prostasomes, lipids

Glandula

>1% . .. g
bulbouretal Mucus, glicoproteines, galactosa, pre-ejaculat.
I L-carnitina i alpha-glucosidasatransferrina
Epididim
>1% neutral

El contacte dels espermatozoides amb diferents substancies que componen el
plasma seminal es produeix de manera seqiiencial. Els espermatozoides viatgen
a través de I'epididim on adquireixen la capacitat fecundant i la mobilitat. La
membrana plasmatica es remodela, tant a nivell fosfolipidic com proteic, a més
es secreten gran nombre de proteines que seran integrades en la membrana es-
permatica durant el seu transit per 'epididim en unes vesicules anomenades epi-
didimisomes que son capaces de fusionar-se amb la membrana afegint aquests
canvis proteics (Gatti et al., 2004).

La degradaci6 de proteines que ja no s6n necessaries i la eliminaci6 dels esperma-
tozoides defectuosos depen del sistema de degradacid/reciclatge depenent d ubi-
quitina. En aquest sistema, la ubiquitina, que és una petita proteina d'uns 8,6

KDa s’uneix als components que s’han de destruir, senyalitzant-los per a la seva
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proteolisi (Toshimori, 2003).

Després en el moment de l’ejaculacio, els espermatozoides provinents de I'epi-
didim entren en contacte amb les diferents secrecions de les glandules sexuals
accessories (vesicula, prostata i bulbouretrals).

Variacions en la composici6 del plasma seminal de diferents individus han estat
associades amb alteracions en la fertilitat, per exemple, una hipofunci6 de les
vesicules seminals i de la prostata (Burden et al., 2006).

Les dues proteines del plasma seminal més abundants, la semenogelina i la fibro-
nectina, formen una xarxa reticulada de fibres provocant la gelificaci6 i immobi-
litzacié dels espermatozoides. Aquest coagul, dipositat al cérvix, es va successi-
vament liquant, al cap d’una hora aproximadament després de la relaci6 sexual.
Els enzims proteolitics del plasma seminal destrueixen la xarxa de semenogelina
i polimers de fibronectina, alliberant gradualment els espermatozoides. Aquesta
funci6 la realiza la proteina anomenada, antigen especific prostatic (PSA) (Kratz
et al., 2016). Si bé els espermatozoides ja estan al cervix, encara no estan pre-
parats ja que s’ha de produir la capacitacié: cascada de canvis en la membrana
cel-lular que es tradueix en un moviment hiperactiu d’espermatozoides i la obten-
ci6 de la capacitat per interactuar amb la zona pel-lacida de I'oocit (ZP). Fent que
es produeixi la reaccié acrosomal, 'activacio final del gameta masculi acaba amb
Pescissio de les glicoproteines de la ZP i la fusié amb 1'odcit. Fins fa poc es pensava
que l'acci6 del plasma seminal en el procés de fertilitzaci6 i la seva regulacid, no
era massa important perque aquest no passava a les parts superiors del tracte
femeni, i per tant, es quedava en el moc cervical.

Actualment, es coneix que els components provinents dels plasma seminal s6n
essencials pel procés de maduracio6 dels espermatozoides ja que no es coneix cap
cas, ni en animals, en el que un espermatozoide que mai hagi estat en contacte
amb el plasma seminal hagi acabat fecundant un oocit. Si que es coneixen fecun-
dacions produides per espermatozoides provinents de testicle o epididim pero
sempre mitjancant técniques de reproducci6 assistida com (FIV o ICSI) (Brom-
field, 2014). S’han realitzat estudis en els que es confirma que I'addici6 de plasma
seminal en mostres que s’han de crioperservar aquestes, en descongelar, tenen
millors parametres espermatics (Rickard et al., 2014).

Després de la ligiiefaccio dels espermatozoides, el segiient punt crucial és la capa-
citacid. Aquesta només es pot adquirir quan els espermatozoides estan de cami a
Iater, per aixo components del plasma seminal tenen capacitat decapacitadora,
evitant una capacitacié primarenca. Es tracta d’'unes proteines que s’aglutinen

temporalment a les membranes dels espermatozoides, comportant un flux de
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colesterol, desestabilitzaci6 de la membrana i remodelaci6, els primers passos
necessaris per a l’activacié dels gametes masculins (fig. 5a). Aquestes també re-
coneixerien els glicosaminoglicans (GAGs) com a I’heparina i lipoproteines d’alta
densitat. Aquests compostos son secretats per les trompes de Fal-lopi i probable-
ment ajuden a 'esperma a navegar cap a l'oocit (fig. 5b). El control de la capa-
citaci6 esta reconegut per la proteina Glicodelina. En el plasma seminal només
hi ha un tipus, glicodelina-S, mentre que altres isoformes es troben en el tracte
genital femeni, que també seran necessaries de manera seqiiencial. En relacio
amb I'ejaculacio, la Glicodelina-S s’uneix als seus receptors, i en aquesta forma
és capac de travessar el moc cervical. Després a ’entrada de la cavitat uterina, la
Glicodelina-S es desenganxa i aixo és el senyal per a la capacitacié: remodelacid
induida per 'albimina de la membrana cel-lular i flux de colesterol (Fig. 5¢)
(Chiu et al., 2005).

També s’ha estudiat la capacitat del

s
plasma seminal d’evadir la resposta - 9* A
immunologica del tracte reproduc- @7‘.‘;' VA’ é | '
. \ "’ \
tor femeni. Just després del coit : ’. ' )
es dona la resposta immunologica
. Dyph ©T]) \
postcoital en la que els components 1IN ';‘t;a,’\\‘
! {5

del plasma seminal desencadenen
un procés que inclou citoquines i
altres factors immunomoduladors.
Aquests son produits per les cel-lu-
les de Sertoli, les de Leydig, els tes-
ticles, i també poden ser secretats

per l'epididim, prostata i vesicules

seminals (Politch et al., 2007).

Figura 5. Els conceptes d'implicacié de factors plasmatics se-
minals en la regulacié de la capacitacié espermatica (a): 1: es-
permatozoides recoberts amb factors del SP de descapacitacio
(BSP, aglutinant les proteines espermatozoides); 2: factors de
descapacitaci6 ja vessats; 3: espermatozoides capacitats: mo-
viment hiperactiu (b): 1: espermatozoides recoberts de factors
de descapacitaci6 (BSP); 2: cavitat uterina: BSP encara al cap de
I'espermatozoide; 3: adjunt de GAGs: capacitacid; 4: GAG de
la unié tubular: quimiotaxi i senyal de capacitacio (c): 1: esper-
matozoides recoberts de glicodelina SP (Gd-S); 2: Gd-S cobert:
capacitacio; 3: espermatozoides capacitats; 4: unié de Gd-F.
(Szczykutowicz et al., 2019).
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1.2.2 FUNCIONS DEL PLASMA SEMINAL

El plasma seminal és molt important per a la fertilitat. Les secrecions de totes les
glandules s6n necessaries per a la funci6é optima del plasma seminal. El plasma
seminal ofereix proteccio, nutrici6 i els components necessaris per a que els es-
permatozoides puguin madurar i ser capagos de fertilitzar 'oocit.

La capacitat d’amortiment del plasma seminal protegeix els espermatozoides del
pH vaginal acid i les substancies immunosupressores permeten modular la res-
posta immune del tracte reproductor femeni (Rodriguez-Martinez et al., 2011).
La fructosa ofereix nutrici6 per als espermatozoides i és important per a la seva
supervivencia (Linholmer, 1974). En els darrers anys també s’ha demostrat que el
plasma seminal té un important paper en la regulaci6 de la capacitacio, la reaccié
de l'acrosoma i per tant, la posterior capacitat de fecundacié (Caballero et al.,
2008). A més, també esta implicat en el transport dels espermatozoides pel trac-
te genital femeni (Rodriguez-Martinez et al., 2011), en la formaci6 del reservori
espermatic en I'oviducte (Caballero et al., 2012), aixi com la interacci6 entre I'es-
permatozoide i la zona pel-lacida, i la fusié de I’espermatozoide amb 1'oocit, tam-
bé estan influenciades pels components del plasma seminal (Primakoff i Myles,
2002; Yi et al., 2007). El plasma seminal també conté components amb capacitat

antioxidant, que protegeixen a I'espermatozoide (Koziorowska-Gilun et al., 2011).
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Figura 6. Funcié de les vesicules extracel-lulars seminals, dels epididiosomes i dels prostasomes i del seu proteo-
ma en la funcié dels espermatozoides. (Samanta et al., 2018).
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1.3 METODES DE DIAGNOSTIC DE LA INFERTILITAT MASCULINA

La incapacitat d’aconseguir ’embaras clinic després de 12 mesos o0 més de mante-
nir relacions sexuals no protegides de manera regular és la definicié d’infertilitat
segons ’Organitzaci6 Mundial de la Salut (OMS).

La infertilitat és un problema de salut global i segons ’'OMS gairebé 190 milions de
persones son infertils a tot el mén, per tant, es considera una patologia en si ma-
teixa (Inhorn et al., 2015). Aquesta afecta entre el 10 i el 15% de les parelles en edat
reproductiva. Es calcula que aproximadament el 50% d’aquests casos tenen un ori-
gen femeni i un 20-30% masculi. El restant 20-30% dels casos d’infertilitat es deu
auna combinaci6 de factors masculins i femenins (Zegers-Hochschild et al., 2009).
Els factors, que es coneix, que provoquen infertilitat masculina son: varicocele,
disfunci6é endocrina, malalties inflamatories, obstruccié del tracte genital, disfun-
cions de gametogénesi masculina (Tahmasbpour et al., 2014), problemes d’ereccid
o d’ejaculacio, i fins i tot n’hi ha que tenen un origen psicologic o psiquiatric. A més,
els estudis han demostrat que el medi ambient i 'estil de vida també poden afectar.
Tot i aixi, no en tots els casos es pot establir un diagndstic clar i, gairebé el 40% dels
casos, son considerats idiopatics degut a la complexitat del propi procés (Bracke et
al., 2018). L’algoritme per establir les causes de la infertilitat masculina en la clinica
s’inicia amb l’avaluaci6 inicial que inclou: historia clinica, examen fisic i almenys
dos analisis del seminograma (WHO, 2010) (Fig.7).

Primer es recopila informaci6 sobre la historia de la reproduccié com ara la fre-
qliencia coital, la fecunditat anterior, informaci6 sobre la fertilitat de la parellaila
historia sexual, inclosa la de transmissié sexual d’infeccions. A continuacio, se’ls
pregunta als pacients sobre factors d’estil de vida, com I'index de massa corporal

(IMC), el tabaquisme i I’exposici6 a substancies o perills fisics, farmacs etc.

Consta d’una exploraci6 del sistema reproductor masculi, incloent I'estudi de des-
ordres hormonals, patologies de I'escrot com varicoceles, grandaria dels testicles,
i del penis com hipospadies. En segon lloc, es revisen les caracteristiques sexuals

secundaries com la musculatura, distribucio6 del pel, teixit mamari, etc.
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L’altima part de 'exploraci6 inicial és 'analisi del semen, el seminograma. Es pren
una mostra d’ejaculat després de 2-7 dies d’abstinéncia i es mesuren els parametres
com el pH, volum, el nombre, la mobilitat, la morfologia i la vitalitat dels esper-
matozoides. La desviacié d’algun d’aquests parametres respecte els valors normals

parametrics pot proporcionar una idea general del diagnostic (Taula 3).

La normozoospermia es produeix quan tots els valors parameétrics del seminogra-
ma es troben per sobre dels valors de referéncia. Alternativament, quan els resul-
tats dels parametres del seminograma son inferiors als valors de referéncia com
el volum, concentraci6, motilitat i morfologia. Aquests descriuen la hipospermia,
oligozoospermia, astenozoospermia i teratozoospermia, respectivament. Si no hi
ha espermatozoides en la mostra pero després de centrifugar si n’hi ha descriu la
criptozoospermia mentre que ’abséncia completa s’anomena azoospérmia. Un
volum petit d’ejaculat també suggereix ejaculaci6 retrogada, obstruccié d’algun
conducte, prostatitis, inflamaci6 de les vesicules seminals o deficiéncia d’andro-
gens. D’altra banda, una concentraci6 elevada de globuls blancs poden indicar
infeccions. També en aquest procés es valora al preséncia d’anticossos contra els
espermatozoides que provoca una aglutinacié d’aquests.

Si es detecta una anomalia en el recompte o concentracié d’espermatozoides mit-
jancant avaluaci6 inicial s’ha de confirmar en una segona analisi del semen, ja que
podria ser d’origen hormonal. La mesura de la concentracio6 total de testosterona i
del serum FSH pot ajudar a distingir les etiologies pre-testiculars i post-testiculars.
Nivells baixos de la testosterona (per sota de 8-12 nmol/l) i els nivells baixos de
FSH sérics associats (<1 mIU/ml) suggereixen hipogonadisme hipogonadotropic,
que es pot tractar amb gonadotropina corionica humana (hCG) o FSH. Per distingir

altres etiologies es recomana una analisi genetica (veure apartat segiient).
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En l'estudi del diagnostic de causes genétiques de la infertilitat es pot determinar
des de la presencia del gen de la fibrosi quistica, microdelecions en el cromosoma
Y, fins a 'analisi del cariotip i I'estudi de la meiosi. Els tltims anys també s’esta
implementant I'estudi de la fragmentacié de ’ADN dels espermatozoides.
Variacions en el gen CFTR son indicatives, en el 90% dels casos, de 'abséncia
bilateral de vasos deferents congenita. Es pot detectar I'absencia dels vasos de-
ferents per 'examen fisic, pero la genética permet comprendre la etiologia per
poder realitzar un tractament adequat (Okutman et al., 2018).

S’han de realitzar les proves en homes amb azoospermia no obstructiva (NOA)
o oligospermia severa per comprovar les deleccions de 0,8-7,7 Mb a la regi6 del
factor azoospermia (AZF) del cromosoma Y (o YCMD), que es troben en un 5-15%
d’aquests pacients (Yu et al., 2012). La regi6 AZF és critica per a la fertilitat, ja
que hi ha diversos gens responsables de I’espermatogénesi, inclosos els DEAD a
AZFa, demetilasa 5D especifica de lisina (KDM5D) a AZFb, i que esta absent en
azoospermia (DAZ) a AZFc . Per identificar si hi ha YCMD, actualment, es realitza
la reacci6 en cadena de la polimerasa (PCR) pels marcadors de la regi6 i de cada
subregi6é AZF (Krauz et al., 2018). El diagnostic és critic perque les opcions de
tractament varien segons la supressio, essent necessari el consell genétic.
Finalment, també es realitza el cariotip del pacient, que avalua tant el nombre
com l'estructura dels cromosomes. Aquest és recomanable per a tots els homes
amb NOA o oligozoospérmia severa, ja que el 15% dels homes amb NOA i el 4%
dels els homes amb oligospermia moderada a severa presenten anomalies cro-
mosomiques. El més comu és el diagnostic de la sindrome Klinefelter (47, XXY i
variants com 48, XXXY i 46, XY / 47, XXY) en homes amb NOA, que es troba en
el 14% dels seus cariotips (Donker et al., 2017). En la majoria dels casos, el feno-
tip masculi resulta d’una translocaci6 del gen SRY (regi6é que determina el sexe
en el cromosoma Y) del brag curt del cromosoma Y al brag curt del cromosoma X
(Vorona et al., 2007).

Les aberracions cromosomiques equilibrades, que tenen un desordre cromoso-
mic sense cap guany o perdua de material genétic, es troben en cinc fins a deu
vegades més freqlientment en homes infértils que en la poblaci6 general (Massart
et al., 2012). Els poden classificar en: translocacions Robertsonianes, transloca-
cions reciproques que impliquen els cromosomes sexuals, translocacions recipro-

ques en autosomes, insercions i inversions. D’aquests tipus, les translocacions
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reciproques que impliquen cromosomes sexual, sovint resulten tenir una major
incidéncia en homes azoospérmics que en homes oligospermatics (Van Aschee
et al., 1996). En altres tipus d’aberracions cromosomiques els resultats son més
variables, des de I'azoospérmia fins a parametres normals de semen. Els indivi-
dus amb aberracions cromosomiques produeixen gametes desequilibrats com a
producte de la meiosi i es creu que aquests es seleccionen negativament durant
I’espermatogenesi donant lloc a un menor recompte d’espermatozoides i infertili-
tat posterior pero no sempre la fertilitat disminueix (Macleod et al., 1951). El que
si s’ha comprovat és 'augment de la fragmentacié de 'ADN d’aquestes mostres i

també del risc de avortaments de repeticié (Kavalier et al., 2005).

Man in an Histor " Physical sl samaii Anaives End of Male
infertile couple y Examination 4 Investigation

Any abnormality

Referral to Male
Infertility Specialist

History: including, but not limited to; Physical: including, but not limited to; Laboratory: including, but not limited
1. Medical illness and medications 1. Overall body habitus to;
2. Surgical interventions in the past a. obesity 1. Semen analysis
3. Sexual ability/limitation b. muscular development 2. Hormonal assays, if necessary
4. Cryptorchidism, scrotal infections c. virilisation 3. Genetic assays, if necessary
5. Testosterone/anabolic usage 2. Testes a. Karyotype (PICO 6)
6. Lifestyle factors (see PICO 4) a. location, size, consistency b. YCMD (PICO 6)
a. obesity 3. Ductal structures (vas, epididymis) c. CFTR analysis (PICO 6)
b. smoking a. presence/absence
7. Supplement usage (see PICO 5) b. normal/obstructed
a. vitamins 4. Spermatic cord
b. oral antioxidants a. varicocele (PICO 8)
8. History of malignancy (see PICO 7) b. hydrocele

Figura 7. Diagrama de flux resum de l'algoritme per al diagnostic d'infertilitat masculina. Ha d'incloure I'exa-
men fisic, la historia i I'analisi del semen. Anormalitats en aquests condueixen a més investigacions. YCMD,
microdelecié de cromosomes Y; Regulador de conductancia transmembrana CFTR, CF. (Barratt et al., 2017)

1.4 EFECTE DE LA FRAGMENTACIO DE L’ADN DELS ESPERMATOZOI-
DES EN LA INFERTILITAT MASCULINA

En els éssers humans, és evident que la poblacié d’espermatozoides en una ejacu-
lacié pot ser molt heterogenia. Desafortunadament, nombrosos estudis han de-
mostrat que el dany en ’'ADN dels espermatozoides esta associat a valors baixos
dels parametres del seminograma, baixes taxes de fertilitzacio, alteracions en el
desenvolupament preimplantacional, un augment dels avortaments i una elevada

incidéncia de malalties en la descendéncia, incloent el cancer infantil
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(Rima et al., 2016).

La fragmentacié de 'ADN de I'espermatozoide es pot manifestar de diverses ma-
neres: principalment trencaments d’'una de les cadenes, trencaments de cadena
simple de ’ADN (SSB) o trencaments en les dues cadenes, trencaments de cadena
doble de 'TADN (DSB), aixi com alteracions que impliquin modificacions de bases
nitrogenades, formaci6é d’adductes, o unions covalents entre cadenes d’ADN o en-
tre ADN i proteines que poden induir la formaci6 de nous trencaments en ’ADN
(Barrat et al., 2010).

Nivells alts de dany en 'ADN dels espermatozoides s’han associat a individus
amb valors baixos en els parametres del seminograma, pero també s’han descrit
en individus amb valors normals en els parametres del seminograma (Lopes et
al., 1998; Saleh et al., 2002). A més, diferents estudis indiquen que aquest dany
influeix de manera directa en la probabilitat d’embaras natural (Evenson et al.,
2002) i de que I'embaras arribi a terme (Ribas-Maynou et al., 2012). Es per aixo,
que la fragmentaci6 de ’'ADN dels espermatozoides ha despertat molt d’interes
en els dltims anys com a biomarcador predictiu de la qualitat espermatica en els
laboratoris d’andrologia, sobretot en relaci6 a les técniques de reproducci6 assis-
tida. En aquest sentit, un meta-analisi recent (Cho i Agarwal, 2017) conclou que
hi ha una relaci6 entre una elevada fragmentacio de ’ADN dels espermatozoides
i una baixa capacitat per obtenir un embaras natural o mitjangant inseminaci
intrauterina; no s’ha trobat relaci6 amb I'éxit de les técniques de reproduccio as-
sistida ni amb les conseqiiéncies genetiques en I’embri6. Només, hi ha una alta
relaci6 amb el risc de pérdua de 'embaras.

Tal inconsisténcia reflecteix la complexitat inherent al procés reproductiu, grans
variacions en la grandaria de les mostres, les diferéncies en la seleccié de pa-
cients, disseny inadequat de l'estudi, diferéncies interindividuals en el tipus de
dany en ’ADN que es detecten i I'eficacia dels mecanismes de reparaci6 en 'oocit.
A més, no existeix unanimitat respecte a les técniques de detecci6 del dany de
I'ADN dels espermatozoides, ni en la validaci6 d’un valor llindar a partir del qual
es consideri patologica una mostra (Sakkas et al., 2015).

Les causes d’aquest dany en 'ADN dels espermatozoides encara es segueixen in-
vestigant, tot i aixi les principals candidates son explicades en el

seglient punt 1.4.1.
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Ara que ja es coneix que el dany en 'ADN dels espermatozoides és una ame-
naga per a la reproducci6 humana i el correcte desenvolupament de 'embri6 i
se sap que esta causat per l'estil de vida i els habits, malalties, drogues, envelli-
ment, infeccions i I'exposici6é a contaminants. Manca coneixer les causes que es
produeixen a nivell cel-lular, que tot i que es segueixen investigant, la comunitat
cientifica esta d’acord que existeixen uns candidats principals (Fig. 8): el deterio-
rament de la maduraci6 de la cromatina espermatica, I'estres oxidatiu i 'apoptosi
(Muratori et al., 2019).

Intrinsic Factors Extrinsic Factors

Primary pathologies of

*6io s/Aborlivarapioptosis male reproductive system
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— e s ;
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Vulnerable Sperm
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Pollution/ Systemic
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« Infertility
« Impaired reproductive
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Figura 8. Causes de la fragmentacié de I'ADN dels espermatozoides. Imatge recuperada
de Cleveland Clinic Center for Medical Art & Photography 2017. All Rights Reserved. (Cho
i Agarwal, 2017).

Pel que fa al deteriorament de la maduraci6 de la cromatina espermatica, ja s’ha
vist anteriorment que 'ADN dels espermatozoides estar molt més empaquetat
que el de les cél-lules somatiques. Es produeix gracies a I'intercanvi de les his-
tones per les protamines. Pero si aquest procés de remodelacié de la cromatina
espermatica no es repara completament a causa d'un deteriorament del procés
de maduraci6 de I’espermatozoide, TADN resultant tindra trencaments (Sakkas
et al., 1995). Es coneguda l'accié de la topoisomerasa II en aquest procés, dis-
minuint la torsié produida i ajudant a la reordenaci6 de la cromatina durant el
desplacament d’histones per part de les protamines (McPherson et al., 1993).
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El mecanisme ampliament reconegut, és 'estres oxidatiu, els radicals lliures de
Poxigen (ROS) es produeixen tant a nivell testicular com post-testicular. Actuen
en ’ADN: trencant les cadenes tant de cadena simple com doble, produint llocs
Iliures de bases, deleccions, canvis de lectura, creuaments d’ADN i reordenaments
cromosomics (Duru et al., 2000) o bé, de manera indirecta, durant ’'apoptosi que
acaben en I'activaci6 de les caspases i de les nucleases apoptotiques, com succeeix
en les cél-lules somatiques (Sinha et al., 2013).

En els estudis es reflexa una elevada correlaci6 entre els nivells de ROS amb la
fragmentaci6 de 'ADN observada en els espermatozoides de pacients infertils

(Aitken et al., 2001).
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Figura 9. Mecanismes d'accié de les espécies reactives d'oxigen sobre els espermatozoides.
Imatge recuperada de Karande Vishvanath, 2017. http://www.inviafertility.com/blog/blog/
infertility/drvkarande/anti-oxidants-and-male-fertility.

Pathological roles of ROS
(Lead to cell damage)

En els nivells fisiologics normals, les ROS regulen cascades de senyalitzaci6 in-
tracel-lular, mediant aixi mecanismes fisiologics essencials com la maduraci6 de
I'espermatozoide, la hiperactivacio, la capacitacio, la reaccié acrosomica, aixi com
la fecundaci6 (Thompson et al., 2013). No obstant aix0, quan la concentraci6 de
ROS supera el limit fisiologic, es produeixen alteracions, produint un estat d’es-
trés oxidatiu (Halliwell et al., 1994). Aquest desequilibri en el potencial redox
comporta efectes negatius significatius sobre diversos components cel-lulars com
ara: hidrats de carboni, acids nucleics, proteines i lipids (Agarwal et al., 2003).
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Laltim mecanisme que s’ha mencionat, la apoptosi, es el procés pel que les cél-lu-
les es moren de manera programada, és a dir, les cél-lules es suiciden alternant
la seva fisiologia mitjancant canvis en la composici6 bioquimica. La finalitat
d’aquesta mort programada és controlar el creixement i el desenvolupament, i
sobretot la degradaci6 controlada de les cel-lules danyades. Esta produida per la
propia cel-lula i en les cél-lules somatiques es coneix molt bé (Vaux et al., 2000).
En canvi, en els espermatozoides es creu que tot i compartir alguns mecanismes
pot diferir, i resulta dificil dissenyar models in vitro capagos de detectar les vies de
senyalitzaci6. Estudis en animals suggereixen que I’apoptosi és un regulador clau
de 'espermatogenesi en estats normals i en els patologics. S’ha identificat 'apop-
tosi de cel-lules germinals en espermatogonies, espermatocits i espermatides dels
testicles d’homes normals i en pacients amb azoospermia no obstructiva (Franca-
vila et al., 2002; Collodel et al., 2020). S’ha demostrat també activitat apoptotica
en els espermatozoides ejaculats (Jurisicova et al., 1999; Gandini, et al.,2000).
Aixi doncs, el trencament en ’ADN dels espermatozoides podria ser causat per

l’acci6é de nucleases, posteriorment seria in-
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En la practica clinica les tecniques de detecci6 i quantificacié del dany en TADN

espermatic més utilitzades son les segiients:

Es una de les primeres técniques que es van posar a punt (Evenson et al. 1980).
Consisteix en avaluar la susceptibilitat de ’TADN nuclear a la inducci6 de la desna-
turalitzacio in situ, exposant-lo als espermatozoides a condicions acides. Després,
es tenyeix la mostra amb taronja d’acridina (fluorocrom metacromatic que emet
Ilum verda, quan s’intercala en les cadenes d’ADN doble, o vermell, quan s’in-
tercala en cadenes simples, quan ADN esta desnaturalitzat) i s’il-lumina a través
d’un raig laser. Amb I'ajut de la citometria, s’analitzen les cel-lules. La principal

limitaci6 és que quantifica el dany de manera indirecta.

Es una técnica que es basa en el marcatge enzimatic dels trencaments de les ca-
denes de 'ADN de manera directa. Quantifica la incorporaci6é de desoxiuridina
trifosfat (dUTP) marcada amb fluorescéncia en els trencaments 3°-OH de cade-
na simple o doble en una reacci6 catalitzada per un enzim transferasa terminal
(TdT). Aixi, s’obtindra una intensitat major de fluorescencia quan més gran sigui
el nombre de trencaments de 'ADN. La fluorescéncia emesa es valora per mi-
croscopia de fluorescéncia o per citometria de flux (Gorczyca et al., 1993). Els
resultats es comparen amb un control negatiu (sense transferasa terminal) i un
control positiu (mostres amb trencaments en ’ADN degut al tractament amb AD-
Nasal).

La principal avantatge de 1'as d’aquesta técnica s6n que mesura el fragmentacio
real de manera objectiva i la limitaci6 és que esta preparada per mesurar trenca-
ments en 'ADN de cel-lules somatiques, aquest es troba menys compactat i, per

tant el protocol s’ha d’adaptar.

L’assaig cometa o Single Cell Gel Electrophoresis es basa en la resisténcia diferen-
cial que ofereixen les molécules d’ADN de diferents mides quan es mouen a través
d’un gel si sén sotmeses a un camp eléctric.

Consisteix en submergir els espermatozoides en una capa fina d’agarosa i pro-
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vocar la seva lisi cel-lular, per posteriorment sotmetre-les a I’electroforesi. Quan
es realitza 1’electroforesi sota condiciones alcalines, la migraci6 de les cadenes
d’ADN

de doble cadena cap ’anode formen, sota el microscopi, una imatge similar a la
cua dels cometes i la seva llargada i intensitat és proporcional al nombre de tren-
caments d’ADN de cadena simple, trencaments de cadena doble illocs labils alca-
lins (Singh et al., 1989). Si, per contra, es realitza sota condicions neutres, abans i
durant la electroforesi, es detecten majoritariament trencaments de cadena doble
(Ribas-Maynou et al., 2012). Aquesta técnica també, es pot fer de manera seqiien-
cial sobre el mateix portaobjectes, en dues dimensions (Fernandez et al., 2001).
Es tracta d’'una técnica molt sensible (Ribas-Maynou et al., 2013), pero el métode
és laborids fet que dificulta 'estandarditzaci6 interlaboratoris (Valverde et al.,

2009; Agarwal et al., 2016).

Taula 2. Taula resum on s’hi recullen les diferents técniques per avaluar la fragmentacio

de I'’ADN de |'espermatozoide ( Cho et al., 2017).

Test Principle Advantage Disadvantage
AO test Metachromatic shift in fluorescence of Rapid, simple and Inter-laboratory
Acridine orange when bound to ss DNA. inexpensive variations and lack of
Uses fluorescent microscopy repreducibility
q
AB staining Increased affinity of AB dye to loose Rapid, simple and Inter-laboratory
Y chromatin of sperm nucleus. Uses optical  inexpensive variations and lack of
\ s microscopy reproducibility
e 5
CMA3 staining CMA3 competitively binds to DNA Yields reliable results Inter-observer
indirectly visualizing protamine deficient as it is strongly variability
DNA. Uses fluorescent microscopy correlated with other
assays
3
‘ T8 staining Increased affinity of TB to sperm DNA Rapid, simple and Inter-observer
. ~ phosphate residues. Uses optical inexpensive variability
microscopy
.
w4
TUNEL Quantifies the enzymatic incorporation of Sensitive, reliable with Requires
dUTP into DNA breaks. Can be done using  minimal interobserver standardization
| both optical microscopy or fluorescent variability. Can be between laboratories
microscopy. Uses optical microscopy, performed on few
S, | 5 fluorescent microscopy and flow cytometry — sperm
SCSA Measures the susceptibility of sperm DNA Reliable estimate of the  Requires the presence
to denaturation. The cytometric version of percentage of DNA- of expensive
AO test. Uses flow cytometry damaged sperm instrumentation (flow
cytometer) and highly
6 skilled technicians
SCDor Assess dispersion of DNA fragments after  Simple test Inter-observer
. . Halo test denaturation. Uses optical or fluorescent variability
. microscopy
L]
7
SCGE or comet  Electrophoretic assessment of DNA Can be done in very Requires an

assay

8

fragments of lysed DNA. Uses fluorescent
microscopy

low sperm count
Itis sensitive and
reproducible

experienced observer.
Inter-observer
variability

1, Acridine orange (AO) stains normal DNA flucresces green; whereas denatured DNA fluoresces orange-red; 2, aniline blue (AB) staining
showing sperm with fragmented DNA and normal sperm; 3, chromomycin A3 (CMAZ3) staining: protamine deficient spermatozoa appear
bright yellow, spermatozoa with normal protamine appear yellowish green; 4, toluidine blue (TB) staining: normal sperm appear light
blue and sperm with DNA fragmentation appear violet; 5, terminal y | trar flue y
triphosphate-nick end labeling (TUNEL) assay fluorescent activated cell sorting histogram showing percentage of sperm DNA
fragmentation; 6, sperm chromatin structure assay (SCSA): flow cytometric version of AO staining; 7, sperm chromatin dispersion (SCD)
test: spermatozoa with different patterns of DNA dispersion; large-sized halo; medium-sized halo [2]; very small-sized halo; 8, comet
images showing various levels of DNA damage.
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L’assaig SCD es basa en la capacitat de TADN intacte d’expandir-se un cop li s’ex-
treuen les proteines que li donen estructura (Fernandez et al., 2005). Primer, es
submergeixen els espermatozoides en una matriu d’agarosa i s’exposen a solu-
cions de lisis i es tenyeixen. Els espermatozoides amb ’ADN fragmentat no poden
formar I’halo que s’observa al microscopi. Es poden classificar segons la preséncia
o no i del tamany del halo.

Les avantatges del métode s6n que té un cost econdomic baix i és rapid. Tot i que,

pot haver subjectivitat al realitzar les valoracions de mida de I’halo.

1.5 BIOMARCADORS D’INFERTILITAT MASCULINA

Un biomarcador es defineix com a “Una caracteristica que es mesura i s’avalua
objectivament com a indicador de la normalitat de processos biologics normals,
processos patogens o de respostes farmacologiques a una intervenci6 terapéu-
tica ” (Grup de treball de definicions de biomarcadors, 2016). S’utilitzen per al
diagnostic precoc d'una malaltia, la identificacié d’individus per a la prevenci6 de
malalties o com a possible diana farmacologica (Bonassi et al., 2001; McMichael
i Hall, 1997), també es poden utilitzar biomarcadors per predir o detectar la recu-
rréncia o progressié d’'una malaltia. Tanmateix, els biomarcadors perden interés
si només detecten malalties en etapes tardanes ja que en aquest moment de la
malaltia ja es poden identificar mitjangant un examen i altres proves cliniques.
Les proves de biomarcadors es poden basar en: la morfologia, les tecnologies
d’imatge o bé, genetiques i marcadors o entitats moleculars com proteinesi RNAs.
Els biomarcadors moleculars han de ser omnipresents, incloure un assaig que pot
produir resultats rapids i relacionar-se amb un procés de malaltia per al qual la
detecci6 no invasiva o precog tingui un benefici clinic. En medicina reproductiva
es poden utilitzar biomarcadors per millorar I’avaluacié a ’exposicio, identificar
subgrups susceptibles de tractament, predir el resultat i/o diferenciar subgrups
amb etiologies de malaltia potencialment diferents. La recerca d’aquests marca-
dors s’ha intensificat en moltes arees terapeutiques. A mesura que el nombre de
marcadors candidats a la medicina reproductiva augmenta, també augmenten les
proves, les validacions i els ajustos, que han de ser implementats abans d’establir
el biomarcador com a eficacia clinica per tal d’explotar el seu potencial

(Palmer i Barnhart, 2013).
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El paisatge genetic de la infertilitat masculina és altament complex, ja que els
fenotips histologics del semen i dels testicles son extremadament heterogenis i
almenys 2.000 gens estan implicats en I'espermatogenesi. Els factors genetics
implicats en la infertilitat masculina es manifesten com trastorns cromosomics,
mutacions en ’ADN mitocondrial (ADNm), trastorns monogénics, trastorns mul-
tifactorials i trastorns endocrins d’origen geneétic (Poongothai et al., 2009).

La infertilitat produida per 'abséncia de 'espermatozoides, azoospermia, és la
queé es coneix que té més implicacions de factors genétics. Pero el nombre d’ano-
malies genétiques identificades en altres tipologies de mostres i categories etiolo-
giques esta en constant creixement. El cribratge genetic és rellevant per al seu
valor diagnostic, la presa de decisions cliniques i I'assessorament genétic ade-
quat. Les anomalies dels cromosomes sexuals tenen un paper important en el
deteriorament espermatogenic, especialment les microdelecions del cromosoma
Y (Foresta et al., 2001). Les mutacions geniques vinculades als autosomes estan
implicades principalment en 'hipogonadisme central, la teratozoospermia mo-
nomorfa o astenosoperosia, la azoospermia obstructiva congénita i casos fami-
liars de pertorbacions espermatogéniques quantitatives (Bobadilla et al., 2002).
Els resultats dels estudis sobre variacions en el nombre de copies (CNV) demos-
tren una carrega de CNV considerablement més gran en pacients infértils que en
homes normozoospermatics (Aston et al., 2009), mentre que I'analisi d’exoma
complet s’ha demostrat ser una eina de diagnostic d’éxit en casos familiars d’in-
fertilitat masculina. Malgrat aquests esforgos, I’etiologia de la infertilitat continua
essent desconeguda en aproximadament el 40% dels pacients, i el descobriment
de nous factors genetics en la infertilitat idiopatica és un repte important per al
camp de 'androgenetica (Krausz et al., 2018).

Altres factors com la integritat del genoma dels espermatozoides és discutida

en I'apartat 1.4.

Els microRNAs (miARNs) sén molécules d’ARN monocatenari de 22 a 24 nucleo-
tids de longitud. La seva funci6 principal és regular I'expressi6 genica mitjangant
la formaci6 d’estructures semi-complementaries a la regié no traduida (3" UTR)
del seu ARN missatger (ARNm) (Ambros, 2001; Boyd, 2008). S’ha demostrat que
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tenen una funcié important en molts processos biologics relacionats amb el cicle
cel-lular (Bueno i Malumbres, 2011), la diferenciacié cel-lular (Lakshmipathy et
al., 2007), el metabolisme (Chen et al., 2012), la proliferaci6 cel-lular i I’apoptosi
(Hwang i Mendell, 2006), en la gametogénesi i el desenvolupament embrionari
(Alvarez-Garcia i Miska, 2005; Galliano i Pellicer, 2014).

En els altims anys, alguns articles descriuen la presencia de miRNAs en tots els
teixits humans, inclos el sistema reproductor (Barad et al., 2004; Liang et al.,
2007). La preséncia de miRNAs en testicles, epididim, espermatozoides, plasma
seminal i vesicules extracel-lulars com, exosomes i1 microvesicules, i les funcions
conegudes associades a aquestes moléecules suggereixen que una desregulaci6 de
la seva expressié pot produir alteracions en ’espermatogénesi i 'embriogenesi
(Salas-Huetos et al., 2020). Aquestes pertorbacions podrien tenir el potencial de

donar lloc a diverses formes d’infertilitat.

La protedomica és un camp de la ciéncia que els tltims anys, gracies als avencos
en la seva tecnologia, ha aportat molta informaci6 sobre les proteines que inter-
venen en els processos biologics de la fertilitzacié. Donat que I’espermatozoide
és I'inica cel-lula que no té capacitat de transcripcio ni traducci6, analitzar el seu
ventall de proteines ajuda a identificar aquelles proteines que tenen un paper im-
portant en la producci6, maduracid o funci6 dels espermatozoides

(Amaral et al., 2014).

Al 1970 es coneixien no més de 100 proteines que formaven part del proteoma
dels espermatozoides. Al 2005, en canvi, gracies a 'estudi de Johnston i col-labo-
radors, mitjangant la técnica 1D SDS-PAGE acoblada a I'espectrometria de mas-
ses va detallar 1760 proteines que formen el proteoma de I'espermatozoide huma.
Martinez-Heredia i col-laboradors, (2006), van realitzar ’estudi del proteoma de
I'espermatozoide mitjan¢ant un gel en dues dimensions (2DE) i la posterior iden-
tificacio de les taques del gel per MALDI-TOF, van trobar 98 proteines diferen-
cials i les van classificar segons les seves funcions majoritaries, essent aquestes:
la produccidé d’energia i el transport de proteines.

Actualment, els estudis del proteoma dels espermatozoides estan més centrats en
identificar proteines de parts aillades dels espermatozoides com la cua, la peca
mitjana, el nucli, etc. (com l'estudi conduit per Amaral et al., 2013,) en el que

van identificar 1049 proteines i van concloure que estan involucrades en funcions
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com l'energetica, estructura i moviment, el cicle cel-lular, etc. També s’han rea-
litzat estudis del proteoma en el plasma seminal. L’any 1940 va ser el primer en el
que es van identificar 4 proteines diferents (Gray et al., 1942). Més darrerament
s’han arribat a identificar 923 proteines. En el punt 1.6.1 es desenvolupa

aquesta informaci6.

La metabolomica és I'avaluaci6 (identificaci6 i quantificacié) dels metabolits ori-
ginats a les cel-lules, teixits o fluids biologics. Els metabolits sén els productes
finals dels processos cel-lulars (com intermediaris metabolics, hormones o altres
molecules de senyalitzacio) i es poden considerar com les darreres reaccions dels
processos biologics que alteren I'ecologia del medi. Les seqiiencies de metabolits
creades per una organitzaci6 biologica comprenen el seu “metaboloma” (Gooda-
cre, 2007). L’avaluaci6 del nivell de metabolits com a marcador diagnostic per
a diverses malalties s’ha considerat que és crucial. Durant els darrers vint anys,
des que s’ha definit el primer terme del metaboloma, s’han recomanat diferents
termes associats a la quantificacié del metabolit i al mesurament de la qualitat ja
que és considerat molt dinamic i que pot canviar a cada segon per la rapidesa de

totes reaccions que es duen a terme.

El plasma seminal huma es considera una font important per estudiar la infertili-
tat masculina. Un dels primers estudis que van utilitzar plasma seminal huma per
a la identificaci6 de biomarcadors metabolomics va ser realitzat per Hamamah et
al., 1993, utilitzant tecnologia RMN (ressonancia magnetica nuclear) i van veure
canvis en els nivells de glicerilfosforilcolina, citrat i lactat en diferents tipus de
mostres. Zhang et al., (2017), va realitzar un perfil metabolomic de sérum en pa-
cients amb azoospérmia no-obstructiva (NOA). Van identificar 24 metabolits po-
tencials implicats en 'apoptosi cel-lular, I'estrés oxidatiu i la producci6 d’energia.
L’estudi actual de la metabolomica del plasma seminal mostra que es troben
menys de 40 metabolits del plasma seminal huma (Mehrparavar et al., 2019).
Tot i que l'aplicaci6 de 'abordatge de la metabolomica és nova en el camp de la
infertilitat masculina. Aquestes aproximacions experimentals encara no ha estat
aplicades a treballs clinics ni al diagnostic d’homes infertils pel que és prompte
per tenir biomarcadors i profunditzar en la seva etiologia. El treball cooperatiu
entre experts en metabolomica i en reproduccié humana és necessari per avangar

en aquest camp.
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1.6 PROTEOMICA CLINICA

El “proteoma” es pot definir com el contingut proteic global d’'una cel-lula que es
caracteritza per la seva localitzacio, interaccions, modificacions post-traduccio-
nals i recanvis, en un moment determinat. El terme “protedmica” va ser utilitzat
per Marc Wilkins el 1996 per denominar el “complement proteic d'un genoma”.
La proteomica es defineix com l'estudi del contingut proteic global d'un teixit
o cel-lula, és a dir, la identificacié i quantificaci6é de les proteines presents en
aquests (James, 1997) aixi com, la seva caracteritzacio: localitzaci6, interaccions,
modificacions post-traduccionals i la seva regulacio, en un moment determinat.
Ha esdevingut una eina important per entendre els mecanismes dels sistemes
biologics, ja que les propies proteines son efectors postgenomics dels esdeveni-
ments cel-lulars i moleculars. A més, les proteines i els peptids també actuen com
a missatgers o controlant I'expressié genica o regulant la funcié cel-lular i I'am-
bient extracel-lular (Zhang et al., 2013). En front de mostres complexes, en les
que hi ha una interacci6é entre diferents tipus de cél-lules i I’entorn, com el cas
del sistema reproductor, entendre el rol d’aquestes proteines esdevé crucial, aixi

com coneixer possibles reguladors de les seves funcions (Del Giudice et al., 2013).

Els experiments en protedomica poden adrecar-se a fer identificacions de protei-
nes o bé per confirmar la seva preséncia. Quan s’identifiquen les proteines, els
peptids es digereixen i es mapegen per aconseguir identificar i quantificar el
major nombre de proteines. Aquest procés, es pot realitzar mitjancant el mar-
catge de les proteines i els peptids per poder diferenciar entre diferents grups o
bé, sense marcar. També, es pot usar una técnica semblant que permet realitzar
l’analisi de les proteines amb modificacions post-transcripcionals com la fosfo-
rilacio, la ubiqiiitinacid, la glicosilacio, I'oxidacio, etc (Olsen i Mann, 2013). En
canvi, per confirmar la seva presencia, es poden usar técniques immunologiques
com Western Blot o la ELISA (Ambekar et al., 2015) o bé, espectrometria de mas-
ses (Lange et al., 2008).

Les descobertes recents en les tecniques d’espectrometria de masses (MS) tant
en la propia separaci6 i identificacié de péptids com la reproductibilitat dels ex-
periments (Bantscheff et al., 2012) unit als avencos en les analisis in silico de les
dades, ha suposat un impacte en la clinica, comportant que I'adaptacié de la me-

dicina a cada individu esta més a prop (Hood i Flores, 2012).
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Durant I"dltima década, s’han establert les eines per analitzar les proteines (Rein-

ders et al., 2004). Els altims esdeveniments en proteomica han estat capacos

d’identificar més de mil proteines en un periodes de temps molt curt i amb poca

quantitat de mostra. En general, les tecniques de proteomica es poden dividir

en técniques de separaci6 i d’identificacio, poden estar basades en gel o no, o

també segons si son convencionals, avancades, de quantificacid, d’alt rendiment i

l’analisi informatica (Figura 11).
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Figura 11. Visié general de les técniques de protedmica. (Aslam et al., 2017)
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Entre les técniques convencionals de protedomica, el Western Blot és una de de
les més utilitzades, permet la deteccié de proteines seleccionades. Primer es se-
paren les proteines mitjancant electroforesi, es transfereixen a una membrana
de nitrocel-lulosa i es detecta de manera precisa la proteina diana per anticossos
conjugats amb enzims. No obstant aix0, esta limitada tant per ’accés, el cost d’an-
ticossos monoclonals i que només es poden analitzar unes poques proteines en
un experiment. Tot i aixi, s’ha convertit en una tecnica estandard per confirmar
la presencia de proteines. La tecnica ELISA resol el fet de poder analitzar una
proteina en moltes mostres diferents a la vegada. Es un immunoassaig altament
sensible i s’utilitza amb fins diagnostics. L’assaig utilitza antigen o anticossos a
la superficie solida i addici6 d’anticossos conjugats amb enzims per mesurar les
fluctuacions de l'activitat enzimatica, aquesta és proporcional a la concentracié
d’anticossos i antigens en la mostra biologica. Una limitaci6 d’aquestes dues téc-
niques, Western Blot i ELISA, és que amb aquests experiments només es poden
trobar (o no trobar) el que estan dissenyats per cercar, les proteines en qiiestio
i no els efectes en diferents compartiments cel-lulars o processos cel-lulars im-
plicats. Un altra meétode basat en la tecnica de Western Blot és el microarray de
proteines, que a més de detectar, caracteritzar i quantificar proteines permeten

estudiar la seva funcio (Stoevesandt et al., 2005).

Inicialment, les proteines s’extreuen del teixit i es separen mitjancant 1’electro-
foresi en una dimensi6 (1D) o dues (2D). En I’electroforesi d'una dimensi6 (1D)
les proteines es separen només segons el pes molecular en un gel de SDS-PAGE.
Aixi les diferents proteines migren amb diferents velocitats segons la relacié en-
tre la seva carrega i la seva massa. No obstant aix0, I’addici6 de sulfat de dodecil
sodic desnaturalitza les proteines, per tant les separa només segons el pes mole-
cular. A la electroforesi en dues dimensions (2D), en canvi, les proteines es se-
paren segons les dues caracteristiques: el punt isoeléctric (pI) i el pes molecular.
En aquest métode de separacio, les proteines extretes s’enfoquen segons el punt
isoeléctric (IEF) en la primera dimensi6 seguida de la segona dimensi6 pel qual
es separen per pes molecular en els gels de SDS-PAGE. Es tenyeix el gel i es vi-
sualitzen les taques, cada spot consisteix en una proteina individual. Aixi, es pot
veure tot el perfil proteic de la mostra de manera que es pot caracteritzar i fins
i tot, comparar-lo amb altres mostres. Les limitacions d’aquesta tecnica son la

baixa reproductibilitat i el baix rang dinamic. Per aixo, es va desenvolupar la téec-
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nica en 2D d’electroforesi diferencial (2D-DIGE, differential gel electrophoresis)
que s’usa per demostrar 'expressi6 diferencial de les proteines en el mateix gel
de fins a tres mostres o grups diferents. Les mostres es tenyeixen amb tres fluoro-
croms de cianina diferents com el Cy2, Cy3 i el Cy5 que marquen els grups amino
de les lisines de manera especifica i covalent. Al utilitzar tres fluorocroms que
s’exciten a longituds d’ona diferents es permet analitzar fins a tres mostres/grups
diferents en un sol gel. A més, es pot afegir un mateix estandard intern (pool de
totes les mostres a analitzar) a cada gel, aixi totes les proteines estan representa-
des i s’evita la variacio6 entre gels i es pot normalitzar la quantificacié de manera
més acurada. Les imatges resultants son després analitzades per un programari
com el De-Cyder, dissenyat especificament per a I'analisi 2D-DIGE (Marouga et
al., 2005), la intensitat dels senyals analitzats amb aquest s’usen per quantificar
Pexpressio de les proteines. Els principals avantatges del 2D-DIGE s6n I'elevada
sensibilitat i linealitat dels seus fluorocroms, aixi com la seva significativa reduc-
ci6 de la variabilitat intergel, augmentant la possibilitat d’identificar de forma
inequivoca la variabilitat biologica i reduint el biaix de la variaci6 experimental
(Alban et al., 2003). També es poden identificar modificacions post-traduccio-
nals de les proteines, proteines mutades i vies metaboliques alterades. No obstant
aixo, té algunes limitacions com que no és prou sensible per detectar proteines
de baixa abundancia o proteines amb molt elevat o baix pes molecular (Mathy i
Sluse, 2008).

Aixi el processament de les mostres inclou, la disminuci6é de la complexitat mit-
jancant la electroforesi, seguit de la digesti6 del gel amb tripsina d’aquells spots
que es volen identificar. Després s’identifiquen per espectrometria de masses.
També es pot fer una cromatografia liquida (HPLC) abans de la identificaci6 que
permet millorar la identificaci6 de les proteines. Amb aquestes técniques s’acon-
segueix la caracteritzacié de milers de péptids i proteines en un periode de temps
curt (Burnum et al., 2008). Un cop es disposa del llistat d’identificacions, mit-
jancant un software com MASCOT o SEQUEST es comparen amb unes bases de
dades globals que consisteixen en els espectres de identificacions previes.

El llistat de proteines diferencials identificades s’analitzen amb eines bioinfor-
matiques per coneixer en quins processos fisiologics estan implicats o quines vies
metaboliques, llocs on es troben, etc; com la GO Ontology (GO) o STRING que
ajuda a entendre les interaccions que es donen entre les proteines analitzades o
amb altres (Snel et al., 2000; Lan et al., 2003).
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Els altims anys, s’han desenvolupat altres técniques de protedmica que no es ba-
sen en la realitzacié d’un gel com en les anteriors. Estan essent considerats els mi-
llors métodes per comparar quantitativament els nivells de proteines entre pro-
teomes biologics, ja que son més sensibles i reproduibles que els métodes basats
en gel. Aquests nous métodes experimentals combinen técniques de marcatge
isotopic, o no, amb la cromatografia liquida i 'espectrometria de masses per a
lanalisi quantitativa de diferents mostres/grups.

La protedmica quantitativa amb marcatge isotopic es basa en 'etiquetatge de de-
terminats aminoacids amb isotops estables. Els péptids marcats amb els diferents
isotops tenen propietats quimiques identiques, perd com que tenen masses dife-
rents es poden distingir usant un espectrometre de masses. Hi ha dos tipus de
marcatges isotopics, els isobarics i els no isobarics.

El marcatge isotopic isobaric, permet marcar cada mostra o grup a analitzar amb
una etiqueta isotopica diferent que reaccionara amb els aminoacids especifics de
les proteines o els peptids. Les mostres ja marcades, es barregen i s’analitzen per
LC-MS. Al analitzar-se a la vegada, el mateix péptid en cada una de les mostres
s’observa com a una Gnica massa, pero quan es fragmenta es formen dos tipus de
ions: els especifics, amb els que s’identifica la proteina o peptid, i els reporters,
de baix pes molecular, amb els que correspon la etiqueta amb la que s’ha marcat.
D’aquests se’n coneixen dos tipus segons el marcatge: el marcatge isobaric amb
etiquetes per a la quantificaci6 relativa i absoluta (iTRAQ) i el marcatge amb eti-
quetes en tandem (TMT).

El marcatge isotopic no isobaric, es basa en marcar les proteines/péeptids amb
una etiqueta isotopica que modifiquen la seva massa. Les mostres marcades es
combinen i separen primer per cromatografia liquida on es separen les proteines/
peptids segons l'etiqueta que portaven i després s’analitzen per LC-MS. Entre
aquests es troben, el d’etiqueta isotopica codificada d’afinitat (iCAT), el d’etique-
tatge isotopic codificat de proteina (ICPL), el d’etiquetatge amb isotops estables

d’aminoacids en cultius cel-lulars (SILAC).
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Chemical labeling: iTRAQ and TMT Metabolic labeling: SILAC
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Figura 12. Visi6 general esquematica de les estratégies d'etiquetatge emprades en protedmica quantitativa.
L'etiquetatge quimic utilitza les etiquetes isobares per a la quantificacio relativa i absoluta (iTRAQ) i les etiquetes
de massa en tandem (TMT). L'etiquetatge metabolic representat per |'etiquetatge isotop estable amb aminoacids
en cultius cel-lulars (SILAC), aprofita la incorporacié metabolica d’aminoacids pesats a proteines madures.

(Kang et al., 2016)

Entre les tecniques avancades també es troben, I’espectrometria de masses (MS)
que és una tecnica que es basa en la identificaci6 de proteines o peptids. En aquest
cas es comparen les mostres a gran escala mitjancant LC-MS per separat cada

mostra, per tant, incrementa el risc que es produeixin variacions experimentals.

Aquestes estrategies son ideals per a analisis de mostres grans en cribratge clinic
o experiments de descobriment de biomarcadors.

A diferéncia d’altres metodes de quantificacio, les mostres lliures d’etiquetes es
recullen, preparen i s’analitzen per separat per LC-MS o LC-MS / MS. L’analisi
de proteines per aquest metode consta de tres passos: primer, les proteines es
transformen en ions en fase gasosa. En segon lloc, es separen els ions a partir de
la seva relacié massa-carrega (m/z) en presencia de camps eléctrics o0 magneétics
en un compartiment conegut com a analitzador de massa. Finalment, es mesuren

els ions separats i la quantitat de cada especie amb un valor m/z particular (Mann
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et al., 2001). Hi ha tres fonts principals d’ionitzacio: la desorcid/ionitzaci6é per
laser assistida per matriu (MALDI), desorci6 i ionitzaci6 laser millorada (SELDI)
i la ionitzaci6 electrosprai (ESI) i quatre principals analitzadors de masses, que
son el temps de vol (TOF), la trampa ionica, el quadrupol i el ciclotr6 ionic de

transformaci6 de Fourier (Yates, 2011).

La quantificaci6é de proteines es realitza utilitzant tant la intensitat del pic d’ions
com el recompte espectral. La quantificaci6 relativa per intensitat del pic del i6
depeén només de LC-MS. Es detecten els valors d’espectrometria de masses (m/z)
directes de tots els ions i es registren les seves intensitats de senyal en un moment
determinat. La intensitat del senyal procedent de la ionitzacio per electroesprai es
correlaciona amb la concentraci6 ionica i, per tant, els nivells de péptids relatius
entre mostres es poden determinar directament a partir d’aquestes intensitats
punta. A causa de la gran quantitat de dades recollides d’aquests experiments,
calen algoritmes informatics sensibles per a la comparaci6 i alineaci6 del pic de

ions automatitzat.

La quantificaci6é per recompte espectral, comporta comparar si la suma dels es-
pectres MS/MS d’un péptid donat a través de multiples mostres es correlaciona
directament amb ’abundancia de proteines. A diferencia de la quantificacié per
intensitat maxima, el recompte espectral no requereix algoritmes especials ni al-

tres eines, tot i que és necessaria una normalitzaci6 significativa.

La bioinformatica és una disciplina que es troba entre dues ciéncies: la biologia
ila computacio6. Utilitza la tecnologia de la informaci6 per organitzar, analitzar i
distribuir informaci6 biologica amb la finalitat de respondre preguntes comple-

xes en biologia.

Les dades primaries obtingudes de les tecniques MALDI-TOF i LC-MS/MS es
sotmeten a analisis bioinformatiques per destil-lar la quantitat enorme de dades
generades durant estudis proteomics en forma de resultats més comprensibles
(Lan et al., 2003). Cada programari d’analisi de proteines treballa en algoritmes
especifics i, a més, es fa una llista de proteines. Inicialment, els espectres de dis-
sociaci6 induits per col-lisions MS/MS s6n analitzats mitjancant eines de cerca
de dades, com Mascot, SEQUEST i X!Tandem. Les proteines i els peptids que

son llavors seleccionades com a proteines d’expressi6 diferencial en base als seus
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espectres i la seva abundancia relativa s’analitzen amb altres eines bioinformati-
ques per entendre la seva funcié molecular, fisiologica i les vies on estan impli-
cades, aixi com la seva patogenicitat. L’analisi mitjancant Gene ontology (GO)
dona informaci6 addicional com la seva funcio, distribuci6, localitzacid, estruc-
tura, funci6 biologica en les vies cel-lulars, etc. Es important conéixer en quines
vies participen les proteines perqué exerceixen un efecte biologic particular; en
aquest sentit, hi ha disponibles diversos recursos i bases de dades com el KEGG i
Reactome, son bases de dades que inclouen dades completes sobre metabolisme,
senyalitzaci6 i interaccions. A més d’aquestes bases de dades, s’han desenvolupat
bases de dades especifiques per a vies de transduccié de senyal com ara GenMA-
PP 0 PANTHER (Mi et al., 2007).

Les proteines no actuen de forma independent en la majoria dels casos formen
complexos transitoris o estables amb altres proteines i és imprescindible estu-
diar-los per a comprendre el sistema biologic. Les bases de dades com BioGRID,
IntAct i MINT contenen la informaci6 sobre les interaccions de proteines en com-
plexos (Schmidt et al., 2014). STRING (Search Tool for the Retrieval of Interac-
ting Genes/Proteins) és una base de dades utilitzada per a coneixer també les
interaccions entre les proteines, elaborant xarxes de proteines a partir de la llista

de gens proporcionats i de les interaccions disponibles (Agarwal et al., 2014).

El declivi de la fertilitat masculina és continu des de fa decades, afecta al 20%
dels casos d’infertilitat i se sap que esta provocada tant per causes congenites
com per adquirides (veure apartat 1.3). Tot i aixi, els mecanismes i factors exactes
que afecten a la capacitat reproductiva masculina encara esta per aclarir, com per
exemple els casos d’infertilitat idiopatica (Agarwal et al., 2020).

Anteriorment, ja s’ha explicat les diferents técniques que es realitzen al laboratori
de manera rutinaria per diagnosticar la infertilitat masculina, com el seminogra-
ma, la aglutinacio, viabilitat, etc; totes elles basades en les guies que ofereix la
WHO (2010). El valor predictiu d’aquests procediments és limitat, per exemple,
hi ha casos de pacients amb seminogrames normals que presenten infertilitat.
Per tant, fan falta metodes per poder diagnosticar i coneixer I'origen dels meca-
nismes moleculars de molts casos d’infertilitat masculina (Agarwal et al., 2016).
Els tltims anys, el camp de la proteomica ha evolucionat molt i s’obre una finestra

per utilitzar técniques molt avancades per a investigar la infertilitat. El coneixe-
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ment de les diferents proteines i vies cel-lulars implicades en les diferents patolo-
gies poden contribuir a conéixer la fisiologia de 'espermatozoide i el liquid seminal,
diagnosticar mitjancant biomarcadors nous o bé, dianes terapeutiques i que a més
no siguin invasives. L’objectiu d’aquestes investigacions és tenir un impacte clinic,
com beneficiar a les parelles no fértils amb un tractament personalitzat que es rea-
litzi mitjancant un cribratge de biomarcadors en aquests pacients. En el segiient

apartat s’explica I'estat fins a dia d’avui de la protedmica del plasma seminal.

El proteoma del semen inclou tant els espermatozoides com el liquid a través del
qual viatgen, el liquid seminal. Aquest és molt ric en proteines i tal com hem re-
visat al apartat 1.2, esta compost per les diferents secrecions de les glandules ac-
cessories i té funcions molt importants, no només transporta els espermatozoides
sin6 també, participa en aspectes com la maduraci6 i la proteccié de I'esperma-
tozoide, per tant, exerceix un paper clau en el potencial de fertilitzacio de 'esper-
matozoide. La primera electroforesi en el plasma seminal huma va ser publicada
a la década del 1940 (Ross et al., 1942) i els primers estudis que es van realitzar
van ser per estudiar biomarcadors, es van trobar 4 proteines procedents del liquid
seminal (Gray et al., 1942). Al 1980, amb el desenvolupament de I’electroforesi en
2D, es van poder detectar més de 200 peptids en el plasma seminal d’homes feér-
tils normals mentre que els seus homolegs vasectomitzats mancaven d’una serie
de glicoproteines (Edwards et al., 1981). La primera caracteritzacié detallada de
les proteines en el plasma seminal huma de pacients infertils va ser conduida
per Starita-Geribaldi i col-laboradors (2001) comparant els perfils d’electroforesi
en gel de 2D de plasma seminal d’homes fertils amb el d’homes vasectomitzats
0 azoospérmics. Al 2003, el mateix grup d’investigacio, va identificar canvis en
Iexpressio de proteines en pacients amb azoospermia i pacients amb alteracio6 de
Iespermatogenesi.

Després del desenvolupament de les tecnologies protedomiques, com la tecnologia
basada en I'espectrometria de masses; al 2006, Pilch i Mann van identificar en
una mostra de liquid seminal, 923 proteines mitjancant ’acoblacié de la cromato-
grafia liquida i I’espectrometria de masses en tandem, LC-MS/MS. Un altre estu-
di va revelar 639 proteines que estaven presents tant en espermatozoide com en

el liquid seminal, mentre que 284 eren especifiques del liquid seminal (Jodar et
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al., 2016 ). Bartruch et al., (2011) van identificar més de 2300 proteines seminals
en grups d’homes infertils i fertils mitjancant técniques modernes d’espectrome-
tria de masses. Les principals proteines caracteritzades en el proteoma del liquid
seminal van ser: les segregades per les glandules accessories com I'antigen especi-
fic de la prostata (PSA), fosfatasa acida prostatica (PAP), lactoferrina, albimina,
i proteines de la matriu extracel-lular (semenogelines, fibronectina, laminina);
proteines contingudes en el prostasoma; i proteines derivades de I’epiteli, que
presumptament resulten del vessament de cel-lules dels organs accessoris, aixi
com dels ttbuls ductals (Utleg et al., 2003; Fung et al., 2004).

Amb T'objectiu de trobar nous biomarcadors indicadors d’infertilitat i 1'as de les
diferents tecnologies, diversos estudis van comparar el proteoma del plasma se-
minal d’individus fertils amb individus infeértils de diferents etiologies com per
exemple, azoospermia obstructiva i no obstructiva (Drabovich et al., 2014), as-
tenozoospermia (Wang et al., 2009), prostatitis (Kagedan et al., 2012), infertils
amb nivells elevats d’especies reactives de 'oxigen (Agarwal et al., 2015), vari-
cocele (del Giudice et al., 2016) i cancer prostatic (Yang et al., 2011). En aquest
sentit, Yamakawa i col-laboradors (2007) va identificar fins a 501 taques en un
gel 2D-DIGE de mostres de plasma seminal d’homes feértils i azoospermics, per
caracteritzar les diferencies d’expressié proteica. Wang i col-laboradors (2009)
van descriure 'augment d’expressi6 de 45 proteines i la disminuci6 de 56 en el
grup de pacients amb astenozoospérmia, moltes estaven implicades en la regula-
ci6 de l'estres oxidatiu. Un altra estudi comparatiu amb 2D-DIGE (Dalieva et al.,
2012) va demostrar la sobreexpressio de 8 proteines: fibronectina, fosfatasa acida
prostatica (PAP), proteina inductible per la prolactina (PIP), beta-2-microglobu-
lina (B2M), subunitat proteasoma alfa tipus 3 (PSMA3), citosolica inespecifica
dipeptidasa (CNDP2) i la proteina que uneix galectina-3 (LGALS3BP) al plasma
seminal d’homes azoospérmics en comparacié amb almenys un dels altres grups
estudiats (normozoospérmic, astenozoospérmic i oligozoospermia). Batruch i
col-laboradors (2012), van comparar el proteoma de pacients amb azoospermia
no obstructiva (NOA) amb els proteomes publicats anteriorment de controls fer-
tils. Van identificar diferents proteines expressades de manera diferencial i van
concloure que la majoria estan relacionades amb la fertilitat. Algunes d’aquestes
poden usar-se com a biomarcadors no invasius, discriminant els casos d’azoos-
pérmia no obstructiva dels casos d’azoospermia obstructiva, son: LDHC, ELS-
PBP1, CES7, A2M, OVCH2, PTGDS, GPR64 i ALDH1A1. Cadavid i col-laboradors
(2014) van observar un augment de la concentraci6 de proteines en el plasma

seminal procedent d’homes infeértils versus feértils i, tot i que no van finalitzar la
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identificaci6 de les proteines, el grup va suggerir que diverses d’elles participen
en la via d’'ubiqiiitinaci6. Milardi i col-laboradors (2012), van realitzar la prime-
ra identificacié d’un patré comu de proteines seminals en la fertilitat masculina,
amb l'objectiu de trobar proteines necessaries per la fertilitzaci6. Entre aquestes,
semenogelina I, la semenogelina II, el receptor olfactiu 5R1, la lactoferrina, la
hCAP18, la spindlin i la clusterina.

Les taxes d’embaras de les técniques de reproducci6 assistida (ART) poden veu-
re’s afectades pel proteoma del plasma seminal tal i com demostren els estudis
de Zhu et al., (2013) els quals van comparar el proteoma seminal d’homes que
van concebre amb técniques de reproduccio assistida i sis que no. D’un total de
2045 proteines identificades, 21 van resultar tenir una expressio6 diferencial entre
els grups, es va demostrar també per altres metodes que tres proteines (A2LD1,
ATP1B3 i FBXO02) eren expressades de manera significativa. Azpiazu i col-labora-
dors (2014) van analitzar el proteoma seminal en 31 homes subdividits en funcio6
de I'exit de FIV i van observar I'expressi6 diferencial de 66 proteines amb confir-

maci6 per Western blot de la proteina quinasa SRSF 1.

L’espermatozoide madur és una cél-lula inactiva pel que fa a la transcripcio, tra-
duccié i sintesi de proteines. A mesura que els espermatozoides arriben al final
del tabul epididimal adquireixen la seva capacitat fertilitzant. Aquests canvis mo-
leculars que es produeixen a nivell post-testicular fan referéncia a modificacions
quantitatives i post-traduccionals de les proteines que s’associen principalment
al procés de mobilitat, capacitacio, reaccié acrosomica, unid i penetracio6 a I'oocit
(du Plessis et al., 2011). L'estudi del proteoma de I'espermatozoide ha permeés
identificar nombroses proteines especifiques i ha proporcionat una comprensio
addicional de la funci6 i regulacié dels mecanismes moleculars de I’'espermato-
zoide respecte a la infertilitat masculina (Cui et al., 2008; Xu et al., 2012; Amarat
etal., 2014).

El primer estudi sobre proteines de I’'espermatozoide va ser publicat per Frie-
drich Miescher al 1874 en el que va identificar el component basic de I'esperma-
tozoide en el salmo, les protamines, que s'uneixen amb I’ADN per compactar-lo.
Naaby-Hansen et al., (1997), va ser el primer grup en publicar el proteoma de
Pespermatozoide, una primera base de dades de proteines de 1400 spots realitza-

da mitjangant una electroforesi en 2D. Van analitzar en més profunditat aquelles
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proteines que provenen de la superficie de I'espermatozoide. Més tard, Marti-
nez-Heredia et al., (2006) mitjancant la tecnica electroforetica en 2D acoblada a
MALDI-TOF, va analitzar el proteoma d’individus normozoospérmics identificant
98 proteines involucrades en la regulaci6 de I’energia del metabolisme, sintesi de
proteines, cicle cel-lular, apoptosi, moviment cel-lular i estrés oxidatiu. S’han rea-
litzat treballs dirigits a estudiar diferents parts de 'espermatozoide mitjancant la
centrifugacid diferencial s’ha aconseguit aillar i estudiar: el component proteic
del nucli amb la fracci6é de protamines (Mateo et al., 2007; Garcia-Peir6 et al.,
2011), la peca mitja i el flagel que estan enriquits amb proteines relacionades amb
el metabolisme glucolitic i lipidic per generar I'energia necessaria pel moviment
de I'espermatozoide (Amaral et al., 2013; Kim et al., 2007); aixi com la superficie
de I'espermatozoide on s’han trobat 124 proteines que estan implicades en la unié
a la zona pel-lacida i en la fusi6 entre les membranes de 'espermatozoide i 1'00-
cit mitjangant la técnica de nano-LC/MS/MS (Nixon et al., 2011). També s’han
dirigit a estudiar diferents fraccions com espermatozoides madurs vs inmadurs
(Baker et al., 2005; Cui, Sharma i Agarwal, 2016) on es van observar diferéncies
proteiques implicades en la sintesi de proteines, transport, ubiqiiitinaci6 i estres
oxidatiu; o I'estudi de mostres d’espermatozoides de pacients fertils vs infertils
(Cao et al., 2018; Dias et al., 2019) o també de mostres fresques vs criopreserva-
des on es van poder observar canvis en el proteoma durant el procés de criopre-

servaci6 (Bogle et al., 2017).

La caracteritzacié del proteoma de ’espermatozoide ha estat estudiada per a di-
ferents condicions d’infertilitat com varicocele, avortaments recurrents, infertili-
tat idiopatica o fallades en cicles de tecniques de reproduccio assistida, aixi com
per a diferents anomalies en el seminograma de 1'espermatozoide (Agarwal et
al., 2020). L’analisi protedmica de pacients infeértils que mostraven un perfil de
seminograma normal va identificar diferents diferéncies d’expressié en protei-
nes involucrades en el desenvolupament/funcions dels espermatozoides com:
CRISP2, NMEs5, TSSK2, MYCBP, NDRG3, SPATA24, ROPN1L (McReynolds et
al., 2014). També s’ha demostrat que la sobreexpressié de proteines com HSPA2,
HSPAS5, STIP1, CLU esta relacionat amb un desenvolupament embrionari de pi-
tjor qualitat i una taxa d’'implantacié més baixa (McReynolds et al., 2014). Més
recentment, Panner Selvam et al., (2019) han identificat una expressio diferencial
en proteines implicades en el potencial de fertilitzaci6 d’aquests pacients com
ANXA2, SPA17 ila SERPINAj5 que actuen en la reacci6 acrosomica i la fusid

de I'espermatozoide i I'oocit. El mateix grup també ha estudiat ’efecte del trac-
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tament amb antioxidants en aquests pacients i han comprovat que millora 1'ex-
pressid de proteines com NDUFS1, CCT3, PRKAR1A i la SPA17 que poden usar-se
com a biomarcadors per monitoritzar I'efecte dels antioxidants (Agarwal et al.,
2019). Altres pacients infertils que també presenten parametres normals del se-
minograma soén els avortaments de repeticio sense factor fement, en aquest grup,
s’ha comparat el proteoma amb homes fertils i les proteines diferencials indiquen
que hi ha alteracio en la regulacié biologica, processos cel-lulars i diferents en-
zims implicats en el metabolisme dels lipids i la glucosa (Xue et al., 2019).

Pacients que presenten anomalies en els parametres del seminograma també
s’han estudiat a nivell de proteoma comparant-los amb donants fértils. Aquells
que tenen compromesa la mobilitat, astenozoospérmics, s’ha demostrat que les
proteines diferencials que expressen estan associades a processos cel-lulars com
la mobilitat, 'energia, metabolisme, estructura i estrés (Martinez-Heredia et al.,
2008; Hashemitabar et al., 2015). Els pacients amb baix nombre d’espermato-
zoides i amb mobilitat i morfologia alterades, oligoastenoteratozoospérmics, pre-
senten diferéncies en proteines implicades en el metabolisme i la inflamacio, aixi
com la resposta a ’estrés i altres proteines associades al transport o la immunitat
(Giacomini et al., 2015; Liu et al., 2018). Aquest dltim estudi va identificar les pro-
teines: KLK3, LTF, SERPINA1i GAPDH, com a biomarcadores per a aquesta condicio.

Com s’ha vist, les recents investigacions obtenen resultats propicis per al des-
envolupament de nous biomarcadors de fertilitat masculina, explorant diverses
biomolecules i panells de biomarcadors prometedors per ajudar a I’avaluaci6 del
potencial de fertilitat dels homes, a aprofundir en el coneixement i diagnostic de
les diferents etiologies i a predir I'exit dels tractaments en reproducci6 assistida.
D’altra banda, la investigaci6 en el camp dels biomarcadors de fertilitat mascu-
lina ha donat lloc a 'acumulacié de dades i en aquest sentit, seria interessant
integrar les dades per avancar i definir millor els biomarcadors de la fertilitat

masculina (Jodar et al., 2016).
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Hipotesi i objectius

2.1 HIPOTESI

La identificaci6 dels individus que presenten infertilitat masculina sera més efi-
cient si a més del diagnostic en base al seminograma, patologia i grau d’alteracio
en la fragmentacié de 'ADN dels seus espermatozoides es disposa d’'un patré6 de
biomarcadors obtingut a partir del perfil proteomic del liquid seminal i dels es-
permatozoides. A fi d’identificar i distingir entre pacients infeértils i controls, de

manera més eficient, a més de clarificar-ne la etiologia.

2.2 OBJECTIUS

Determinar si hi ha activitat nucleasa en el liquid seminal d’individus fértils i de
diferents grups de pacients infértils (SMN, ASZ, TZ, ATZ, AZ). Observar si hi ha
diferéncies en la seva concentracid, aixi com correlacionar-la amb el percentatge
de dany en 'ADN dels espermatozoides i amb els diferents parametres del se-
minograma. Per Gltim, avaluar aquesta variable com a biomarcador d’infertilitat

masculina.

Objectius especifics:

1. Recollir mostres i caracteritzar els perfils de fragmentaci6 de 'TADN
dels espermatozoides de les mostres recollides mitjangant la técnica,
assaig Cometa, que permet diferenciar entre trencaments de cadena
simple envers trencaments de cadena doble (mitjangant un tractament

alcali o mitjancant un tractament neutre respectivament).

2. Posar a punt de la técnica de Single Radial Enzyme Diffusion (Nad

no et al., 1993) per determinar l'activitat nucleasa en el liquid seminal.

3. Correlacionar l'activitat nucleasa determinada en el liquid seminal
amb el percentatge de dany en ’ADN dels espermatozoides i amb els

diferents parametres del seminograma.

4. Valorar si l'activitat nucleasa present en el liquid seminal permet pre-

dir la infertilitat masculina mitjan¢ant I'analisi estadistica.
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Estudiar el perfil proteic del liquid seminal d’individus amb fertilitat provadai els
canvis observats, en el seu cas, en diferents grups de pacients infértils caracterit-
zats segons el seu seminograma, patologia d’infertilitat i grau de fragmentaci6 de
I’ADN dels espermatozoides (ATZ, ATZ-VAR, AR). S’usara la técnica protedmica,
2D-DIGE, per tal de trobar proteines diferencials i caracteritzar-les entre els dife-

rents grups d’individus infertils envers els fertils.

Objectius especifics:

1. Recollir i seleccionar les mostres segons els criteris determinats. Aixi
com caracteritzar els perfils de fragmentaci6 de 'ADN dels esperma-
tozoides de les mostres seleccionades mitjancant les técniques: assaig
Cometa, tant neutre com alcali i Halosperm, SCD (Sperm Chromatin
Dispersion) per determinar I'index d’espermatozoides amb ’ADN com-

pletament degradat.

2. Posar a punt la tecnica de proteomica diferencial, 2D-DIGE, en el
liquid seminal, per tal de detectar proteines diferencials i caracterit-

zar-les entre diferents grups d’individus infeértils envers fertils.

3. Analitzar les diferents proteines diferencials trobades en 'estudi mit-
jancant eines bioinformatiques com Uniprot, PANTHER, STRING, etc,
per tal de poder valorar la seva localitzacio, les vies que es veuen afec-

tades, etc.

65



Hipotesi i objectius

Estudiar el perfil proteic dels espermatozoides d’individus amb fertilitat provada i
els canvis observats, en el seu cas, en diferents grups de pacients infeértils que pre-
senten avortaments de repetici6 abans i després del tractament amb antioxidants
oral durant tres mesos. S’utilitza la técnica protedmica de marcatge isobaric TMT,
per tal de trobar proteines diferencials i caracteritzar-les entre els diferents grups

d’individus amb avortaments abans i després del tractament envers els fertils.

Objectius especifics:

1. Recollir i seleccionar les mostres segons els criteris determinats. Aixi
com caracteritzar els perfils de fragmentacié de ’'ADN dels espermato-
zoides de les mostres seleccionades mitjancant la técnica de 1’ assaig Co-
meta, tant neutre com alcali, per determinar I'index d’espermatozoides

amb I’ADN completament degradat.

2. Aplicar la técnica de marcatge isobaric TMT en els espermatozoides
de les mostres, per tal de detectar proteines diferencials i caracterit-

zar-les entre diferents grups d’individus amb avortaments envers fertils.

3. Analitzar les diferents proteines diferencials trobades en I'estudi mit-
jancant eines bioinformatiques com Uniprot, PANTHER, STRING, etc,
per tal de poder valorar la seva localitzacio, les vies que es veuen afec-

tades, etc.
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Material i métodes

3.1 MOSTRES BIOLOGIQUES

Per al desenvolupament dels objectius plantejats s’han analitzat mostres de semen
humanes, la majoria obtingudes de pacients infértils préeviament seleccionats en
el departament d’Urologia de 'Hospital Universitari Parc Tauli de Sabadell i en
el laboratori d’'immunologia del UDIAT (Parc Tauli) . D’altra banda, les mostres
de semen de parelles amb avortaments de repetici6 sense factor femeni conegut
s’han obtingut a través de col-laboracions tant amb el Departament de Gineco-
logia de 'Hospital Universitari Mtitua de Terrassa, com amb Cimab, del Parc de
Recerca de la UAB. Per tltim, les mostres obtingudes d’individus amb fertilitat
provada s’han obtingut a través del banc de semen CEFER, de donants recollits a la

propia UAB i del Centre de Reproducci6 Assistida de la Fundaci6 Puigvert).

En tots els casos, els individus han signat un consentiment informat segons el
qual accepten donar part de la seva mostra per a la recerca. A més, els procedi-
ments duts a terme amb les mostres han estat aprovats per la normativa de la

Comissié d’Etica del corresponent Centre sanitari col-laborador.

Les mostres d’ejaculat analitzades han estat préviament caracteritzades mit-
jancant el seminograma, utilitzant com a referencia els criteris referits al manual
de 'OMS de I'any 2010 (Taula 3). Aixi doncs, en aquest treball s’han estudiat

mostres de semen de:

-Individus amb fertilitat provada (CF, control fertil) que presenten un se-
minograma normal; concentraci6, mobilitat i morfologia espermatica amb

resultats dins dels valors de referéncia establerts (n= 27).
-Pacients infértils que presenten un seminograma normal (SMN); concen-

tracid, mobilitat i morfologia espermatica amb resultats dins dels valors de

referéncia establerts (n= 17).
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-Parelles amb avortaments de repeticioé (AR): Shan seleccionat pacients que
tot i presentar un seminograma normal i haver descartat tots els factors de
risc d’origen femeni, la historia clinica mostra més de dos avortaments de
primer trimestre (n=11) i d’aquests, 5 individus també van tornar a ser ana-

litzats després del tractament durant 3 mesos amb antioxidants orals.

Un total de 78 pacients infeértils que presenten el seminograma alterat:

-Pacients amb seminograma astenozoospermic (ASZ), alteraci6 de la mo-

bilitat espermatica, perd no la concentraci6 ni la morfologia (n= 16).

-Pacients amb seminograma teratozoospermic (TZ), alteracié de la morfo-

logia espermatica, perd no la concentracio6 ni la mobilitat (n= 19).

-Pacients amb seminograma astenoteratozoospermic (ATZ), alteraci6 de

la mobilitat i la morfologia espermatica, perd no la concentraci6 (n= 27).

-Pacients amb seminograma astenoteratozoospeérmic i que presenten vari-
cocele clinic (ATZ-VAR) préviament diagnosticat a la consulta d’urologia,
alteracio de la mobilitat i la morfologia espermatica, pero no la concentra-

ci6 (n=6).

-Pacients amb azoospérmia (AZ), no presenten espermatozoides en l'eja-

culat (n=10).

Totes les mostres de semen analitzades van ser obtingudes per masturbaci6 en
flascons estérils després de 3 a 77 dies d’abstinéncia. La recollida s’ha realitzat en

els diferents hospitals i centres amb qui s’ha col-laborat o a la propia UAB.

Després de la recepcid de les mostres es realitza el seminograma (veure 3.2.1). A
continuacio es procedeix a la criopreservaci6 estandard de les mostres de semen,
es mesclen en proporcid 1:1 amb medi de criopreservaci6 (14% glicerol, 30% ro-
vell d’ou, 1,98% glucosa, 1,72% citrat de sodi), s’homogeneitza la mescla, es dis-

tribueix en criotubs resistents al fred i es mantenen a -80°C durant 6-12 hores.
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Passat aquest temps es submergeixen en un tanc de nitrogen liquid a -195°C. Per
a la descongelaci6 de la mostra, s’introdueix el vial, 30 segons, en un bany a 37°C

ies procedeix al rentat de la mostra.

Per a preparar el medi de criopreservacio, es separen les clares del rovell de I'ou,
fins a obtenir 30 ml de rovell d’ou, s’homogeneitzen en un vas de precipitats i
s’afegeix 1,98 g de glucosa, 1,72 g de citrat sodic, 56 ml d’aigua mili-Q i 14 ml de
glicerol. Un cop homogeneitzada la mescla anterior, s’incuba a 56°C durant 30
minuts per inactivar les proteines que conté el rovell de I'ou. Es deixa temperar a
temperatura ambient, s’afegeix 2 g glicina i s’ajusta el pH a 7,2-7,4. El medi obtin-

gut, que té una caducitat de 6 mesos, es guarda a -20°C en aliquotes.

Per a’'obtenci6 del plasma seminal de les mostres es reserven 400 pl de la mostra
de semen abans de criopreservar-la. Es centrifuguen a 13300 g (microL 17R cen-
trifuge, Thermo Cientific) dues vegades durant 30 minuts a 4°C. Es distribueix
el plasma sobrenedant en aliquotes i es preserven al congelador a -80°C fins al

moment del seu Us.

3.2 TECNIQUES D’ANALISI DEL SEMEN

Rutinariament en els laboratoris d’andrologia les mostres de semen s’analitzen
mitjangant el seminograma. Aquesta técnica permet identificar i classificar les
mostres segons les seves caracteristiques macroscopiques i microscopiques. Les
propietats macroscopiques sén el volum de la mostra, la ligiiefacci6 (completa
o incompleta), I'aspecte (opac, translicid o transparent), el color (blanc, blanc-
groc) i el pH. Les propietats microscopiques s’analitzen amb el programa Sperm
Class Analyzer (SCA) (Microptic; Barcelona, Espanya) que avalua aspectes com la
concentraci6 d’espermatozoides, la mobilitat, i la morfologia espermatica, aques-

ta dltima seguint el criteri estricte de Kruger (Kruger et al., 1987).

L’OMS estableix uns valors llindar de normalitat per a totes aquestes caracteristi-

ques del semen (Taula 3), Manual for Semen Analysis (WHO, 2010):
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Taula 3. Valors llindar de normalitat segons I'Organitzacié Mundial de la Salut (WHO, 2010)

Parametre Valor de referéncia

Volum (ml) 1,5

pH 27,2

Concentraci6 d'espermatozoides 15x 10°
espermatozoides/ml

Nombre total d'espermatozoides 39x10°
espermatozoides

Mobilitat total (a+b) % 32%

Morfologia (% Formes normals) 4%

Vitalitat % 58%

3.3 TECNIQUES D’ANALISI DE LA INTEGRITAT DE L’ADN
ESPERMATIC

BREU DESCRIPCIO:

L’assaig Cometa o SCGE (Single Cell Gel Electrophoresis) (Singh et al., 2003) es
basa en la migracio, en un camp eléctric, dels fragments del DNA cap a ’anode.
Pot realitzar-se sense desnaturalitzacié (neutre) o amb desnaturalitzacio previa
(alcali), la qual cosa permet diferenciar entre trencaments majoritariament de
cadena doble o de cadena simple respectivament. L’assaig Cometa d’aquest tre-
ball s’ha basat en una adaptacié d’Enciso et al., (2009) per a poder realitzar-lo en

espermatozoides i en un espai de temps curt.

PROCEDIMENT:

La preparaci6 de la mostra és idéntica per als dos tipus de Cometa, neutre i alcali i
es pot realitzar de manera simultania. Es descongela la mostra en un bany a 37°C
per immersi6 durant 30 segons i es renta amb PBS sense Ca2+ ni Mg2+ en una
proporci6 1:3, centrifugant a 400 g durant 4 minuts, descartant el sobrenedant,
i es repeteix el mateix dues vegades més. S’ajusta la concentracié a aproxima-
dament 10x106 espermatozoides/ml perqué posteriorment no es superposin les
cues, per aixo s’observa a 'objectiu de 40X on s’han de veure uns 10 espermato-

zoides per camp.

73



Material i métodes

Després es liqua 50 ul de Low Melting Point Agarose 1% (Sigma-Aldrich, Ma-
drid), fosa préviament en un bany a 90°C durant 5 minuts i equilibrant-la en
aigua a 37°C durant 5 minuts més, es mescla la part d’agarosa Low Melting Point
Agarose 1% amb 25 ul de la mostra de semen que previament ja s’ha preparat i es
posen 15 pl de la mescla sobre un portaobjectes tractat amb agarosa 1% sobre el
que es col-loca un cobreobjectes de 20x20 (aquest pas cal realitzar-lo rapidament
i sobre una placa a 37°C perque no gelifiqui). Es trasllada el portaobjectes sobre
una placa de metall a 4°C durant 5 minuts per a gelificar i es retira el cobreobjec-
tes per lliscament.

En acabar, s’incuba el portaobjectes que hem preparat horitzontalment, primer
amb soluci6 de lisi 1 (0,4 M Tris-HCI, 0,8M DTT, 1% SDS ajustada a pH 7,5) i des-
prés amb soluci6 de lisi 2 (0,4 M Tris-HCl, 0,4 M DTT, 2M NaCl, 50 mM EDTA
ajustada a pH 7,5) durant 30 minuts cada una i es renta amb TBE 1X (0,445 M
Tris-HCl, 0,445 M acid boric, 0,01 M EDTA).

La segona etapa difereix en les dues variants de Cometa. Pel Cometa neutre, es
col-loca el portaobjectes en la cubeta d’electroforesi amb un tamp6 TBE 1X i es
realitza la electroforesi a 20 V durant 12,5 minuts. Després es fa un rentat amb
NaCl 0,9% durant 2 minuts. Pel Cometa alcali, en canvi, primer es fa una incuba-
ci6 amb solucié alcalina (0,03 M NaOH, 1 M NaCl) que es troba a 4°C i després
es realitza l’electroforesi col-locant el portaobjectes a la cubeta amb el tamp6 0,03

M NaOH a 20 V durant 4 minuts.Laltima etapa, també és comuna per al Cometa

[ No Fragmentat Fragmentat

Comet Alcali

Comet Neutre

Figura 13. Classificacié dels cometes. Nucli normal (-) i s'observa I'augment gradual de la longitud de la cua del
cometa, evolucionant paral-lelament amb una disminucié del contingut d’ADN nuclear. Cometes alcalins que
reflecteixen danys globals en I’ADN (cadena simple i doble) (part superior), i assaig cometa neutre que reflecteix
principalment trencaments de cadena doble (panell inferior).
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neutre i 'alcali. S’incuba el portaobjectes en la solucié de neutralitzacié (0,4 M
Tris-HCI, pH 7,5) 5 minuts, es renta en TBE 1X durant 2 minuts, es realitza una
série d’etanols: 70%, 90% i 100%, 2 minuts cada un i es deixa assecar horitzontal-
ment. Finalment, s’observa al microscopi de fluorescéncia Olympus AX70 previa
tinci6 del DNA dels espermatozoides amb DAPI SlowFade® Gold antifade (In-
vitrogen, Barcelona) per tal de comptar 500 espermatozoides per mostra, classi-
ficant-los en fragmentats i no fragmentats seguint el criteri del nostre laboratori
(Ribas-Maynou et al., 2012). El percentatge d’espermatozoides amb el DNA frag-

mentat s’indica com a SDF.

BREU DESCRIPCIO:

Aquest métode SCD (Sperm Chromatin Dispersion test) (Fernindez et al, 2003)
avalua la susceptibilitat de 'ADN a desnaturalitzar-se. Els espermatozoides seran
sotmesos a una desnaturalitzaci6 a pH acid i una desproteinitzaci6 controlada, si
tenen el ADN intacte produiran un halo de dispersi6 que correspon a la cromatina
alliberada de proteines i en forma de loops. En contraposicid, els espermatozoi-
des amb el DNA fragmentat no produiran aquest halo (Fig. 14). I aquestes di-
feréncies poden ser facilment analitzades per microscopia optica de fluorescencia

o bé, per microscopia de camp clar.

PROCEDIMENT:
La mostra de semen es descongela i s’ajusta la concentracié d’espermatozoides
a aproximadament 10x106 espermatozoides/ml, igual que amb l'assaig cometa

(veure 3.3.1).

Un cop la mostra esta preparada, es barregen 25 pl de la mostra amb 50 pl 'agaro-
sa de baix punt de fusi6 Low Melting Point Agarose 1% (Sigma-Aldrich, Madrid),
fosa préviament en un bany a 90°C durant 5 minuts i equilibrant-la en aigua a
37°C durant 5 minuts més, i es col-loca 15 ul de la mescla anterior sobre un por-
taobjectes tractat amb agarosa 1% i es col-loca un cobreobjectes de 20x20 (aquest
pas cal realitzar-lo rapidament i sobre una placa a 37°C perque no gelifiqui). Es
trasllada el portaobjectes sobre una placa de metall a 4°C durant 5 minuts per a
gelificar i es retira el cobreobjectes per lliscament.

Un cop preparat el portaobjectes amb la mostra, la técnica es realitza mitjancant
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el kit Halosperm (Halotech DNA SL; Madrid) que consta d’un tractament desna-
turalitzant, incubant el portaobjectes durant 7 minuts en una solucié acida des-
naturalitzant que conté HCI, seguit d’'un tractament de lisi i extracci6 de proteines
del nucli dels espermatozoides per tal de descompactar-lo, incubant durant 25
minuts en una soluci6 de lisi (agents reductors i DTT). Després, es fa un rentat
amb aigua destil-lada durant 5 minuts i es deshidrata el portaobjectes en una
serie d’etanols al 70%, 90% i 100% durant 2 minuts cadascun, per tal de fixar els
espermatozoides. Es deixa assecar a l’aire i es tenyeix el ADN dels espermatozoi-
des de la mostra amb DAPI (2 pg/ml) (RocheDiagnostics; Barcelona, Spain) en
Vectashield (Vector Laboratories; Burlingame, CA).

En un microscopi de fluorescéncia (Olympus AX70), s’analitzen 300-400 esper-
matozoides, classificant-los com a fragmentats, no fragmentats i degradats (Fig.
14). El percentatge d’espermatozoides amb el DNA fragmentat s’indica com a
SDF. A més, dins de la classificaci6 d’espermatozoides amb el DNA fragmentat
també identifiquem I'index d’espermatozoides amb el DNA totalment degradat
(DDSi), aquests a més de no presentar halos, es caracteritzen per la preséncia
d’un nucli de cromatina feble i/o no tenyit de forma uniforme (Fig. 14). DDSi es
calcula com la proporcié d’espermatozoides amb el DNA degradat respecte a la

poblaci6 identificada amb el DNA fragmentat (Goséalvez et al., 2015).

3 1.Bighalo | 2. Medium halo | 3.Small halo | 4. Without halo | 5. Degraded

2 3 ” . /;\(' 2 3 Without fragmentation With fragmentation
e Jg&
1

Figura 14. Classificacié del espermatozoides després del tractament amb el Kit Halospem, de menys fragmentat
a més fragmentat, sense halo. Imatge extreta de les instruccions del kit Halosperm de halotech DNA, SL.
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3.4 ANALISI DE L’ACTIVITAT NUCLEASA DEL LIQUID SEMINAL AMB
EL METODE SRED (SINGLE RADIAL ENZYME DIFFUSION)

BREU DESCRIPCIO:

El meétode aplicat és una adaptacié del procediment descrit per Nadano et al.,
(1993) que es basa en la formacié d’un halo degut a I'acci6 enzimatica de la mos-
tra que va difonen per la matriu que conté agarosa, DNA i bromur d’etidi, i van
degradant el substrat (ADN) de forma radial, la mesura del halo format permet

calcular la concentracié enzimatica.

PROCEDIMENT:

Es prepara un gel d’agarosa a I'1% en 1oml de tamp6 (20 mM Tris, 5 mM CaCl2,
smM MgCl2, pH 7,3), que conté 2,5 ml de DNA de testicle de Salmé (2 mg/ml)
(Sigma-Aldrich , Madrid) i 3 ml de bromur d’etidi (10 mg/ml). S’aboquen 3ml
de la mescla anterior sobre un portaobjectes i es deixa gelificar a temperatura
ambient. Després, es fa una incisi6 circular de 0,3mm en el gel on es carreguen 5
ul de 1a mostra de liquid seminal. S’incuba a 37°C en una cambra humida durant
24 hores. Finalment, es col-loca al transil-luminador amb una llum de 312 nm i
es realitza la fotografia. La mesura del diametre de ’halo es realitza mitjancant
lanalisi de la fotografia amb el programari ImageJ versi6 1.34n. Es mesuren 6
eixos de I'’halo que passin pel centre i es fa la mitjana de les 6 mesures, realitzant
com a minim dues répliques de la mateixa mostra i, finalment s’obté la mitjana
de 12 mesures per reduir l'error. Cal una recta de calibratge, aquesta es realitza
amb ADNasa I pancreatica bovina (Sigma-Aldrich, Madrid) per poder extrapolar
mitjancant el diametre de 'halo de les mostres de liquid seminal el seu equivalent

a activitat de DNasa I pancreatica bovina.

Figura 14. Classificacié del espermatozoides després del tractament amb el Kit Halospem, de menys fragmentat
a més fragmentat, sense halo. Imatge extreta de les instruccions del kit Halosperm de halotech DNA, SL.
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3.5 IDENTIFICACIO DE BIOMARCADORS EN EL PLASMA SEMINAL MI-
TJANCANT LA METODOLOGIA 2D-DIGE

BREU DESCRIPCIO:

Per a la quantificaci6 de proteina s'utilitza el técnica ReDc que és un metode colo-
rimeétric, que es basa en solubilitzar les proteines mitjancant una dissolucié tam-
po i es separen per precipitaci6 i centrifugacié. Aquestes proteines es resuspenen
posteriorment en els diferents reactius i la reaccié que s’origina déna un color
blau intens que es mesura per colorimetria. Comparant els valors obtinguts amb

el patr6 corresponent s’assigna la quantitat de proteina total de la mostra.

PROCEDIMENT:

Es prepara la recta patré6 amb BSA en aigua Mili-Q, es diposita per triplicat 25 pl
de cada estandard i de la dilucié de cada mostra a quantificar en la placa. S’afe-
geix 125 ul de Reagent I per pouet, voltejar i s'incuba 1 minut a temperatura am-
bient. S’afegeixen 125 ul de Reagent II per pouet, voltejar i centrifugar 30 minuts
a 6000 g a 10°C. S’elimina el sobrenedant invertint la placa sobre paper absor-
bent. Seguidament, s’afegeixen 125 pl de Reagent I per pouet, voltejar i incubar
durant 1 minut. S’afegeixen 40 ul de Reagent II per pouet, voltejar i centrifugar a
6000 g durant 30 minuts a 10°C. Eliminar el sobrenedant invertint la placa sobre
paper absorbent i centrifugar 5 minuts a 6000 g a 10°C. Eliminar el sobrenedant
i afegir 127 pl de Reagent A’, voltejar i incubar 5 minuts. Afegir 1 ml de Reagent
B i incubar durant 15 minuts. Carregar els pouets a la microplaca amb 200 ml
de cada estandard i mostra. La absorbancia es llegeix a 260 nm, essent estable

després d’una hora.

BREU DESCRIPCIO:
La precipitaci6é de proteines és necessaria per a evitar la preséncia de lipids i al-
tres compostos presents en la mostra ja que poden interferir en la posterior elec-

troforesi de proteines.
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PROCEDIMENT:

Afegir els mateixos mil-lilitres de TCA 10% que de mostra, agitar durant una hora
a 4°C i després centrifugar a 20000 g durant 10 minuts a 4°C, eliminar el sobre-
nedant. Afegir 1 ml d’acetona a -20°C, netejar el tap i les parets del tub. Centri-
fugar a 20000 g durant 1 minut a 4°C i eliminar el sobrenedant. Deixar assecar
5 minuts a l’aire. Redissoldre la mostra en Rehydratation buffer en funci6 de la

quantitat de mostra inicial i la longitud de la tira.

BREU DESCRIPCIO:

Els gels (2D-DIGE) utilitzen 'etiquetatge de les proteines de les mostres abans de
I’electroforesi 2-D mitjancant diferents fluoresceéncies (Cy2, Cy3 i Cys). S’etique-
ten per separat les proteines aillades dels teixits o plasmes d’individus normals i
malalts, per tant es poden separar i quantificar mitjangant tres conjunts diferents
de longituds d’ona. Aquest enfoc técnic permet superar molts dels desavantat-
ges de 'analisi en 2-D tradicional, eliminant el fet que hagi d’haver coincidéncia
entre els spots dels gels. Aquest nou sistema optimizat mostra un major rendi-
ment, facilitant I'as, reproduibilitat, i la quantificaci6 precisa de les diferéncies en
Pexpressi6 de les proteines. Disminueix la variabilitat entre els gels deguda a la

variaci6 biologica.

PROCEDIMENT:

Per a fer el marcatge son imprescindibles tres condicions: que cada condicid
estigui per triplicat, que cada condici6 ha d’estar marcada amb 2 fluorocroms
diferents i que totes les condicions s’han d’emparellar segons el disseny experi-
mental. Per aixo, primer es preparen els pools de cada condicio i el patr6 intern
que permet una normalitzaci6 de les dades d’expressio entre els diferents gels i
augmentar aixi la reproductibilitat i precisié de les mesures (Taula 4). Es pipete-
gen els microlitres necessaris per obtenir 50 pug de proteines de cada una de les
mostres que seran marcades. Pel patr6 intern es pipeteja el volum necessari per
a que hi hagi els 80 pg de proteina necessaria. Primer es preparen les mostres,
quantificant-les mitjancant el kit RC-DC (Biorad) i precipitant-les mitjancant
TCA/Acetona. Es quantifica altra vegada la concentraci6 proteica de cada una de
les mostres després de la precipitaci6 i es procedeix al marcatge amb els fluoro-
croms (Amersham Biosciences). Es preparen els diferents pools (CF, ATZ, ATZ-
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VAR, AR) amb la mateixa concentraci6 de proteina per a cada mostra, i després es
prepara un tub de 0,5 pl per a cada tipus de marcador (Cy2, Cy3, Cys). Cada pool
a marcar necessita 0,4 pl de Cye Dye stock solution i 0,6 pl de dimetilformamida
(DMF), la quantitat necessaria s’afegira als tubs que s’han preparat. Es voltegen i
centrifuguen les barreges. Un cop centrifugats, s’afegeix tota la soluci6 de Cy2 al
tub marcat com a patr6 intern i s’afegeix 0,95 ul de la solucié Cy3 a cada tub que
esta preparat amb els 50 ug de proteina que es vol marcar segons el disseny de
marcatge que s’ha preparat (Taula 4), repetir per al Cys. Es voltegen i centrifu-
guen les mescles i s’incuben 45 minuts en gel i en condicions de foscor. Després,
es frena la reaccid afegint els mateixos microlitres de lisina 10 mM que s’afegit
de fluorocrom i s’incuba 10 minuts en gel i en la foscor. Per dltim, s’ajusten els
volums amb tampd DIGE 1x sense Tris (7 M urea, 2 M tiourea, 4% (p/v) CHAPS,
2 g/L. DTT i 2% (v/v) d’amfolits) i es congela fins al seu Gs en la electroforesi de

dues dimensions (2D).

Taula 4. Esquema del disseny experimental dels gels de 2D-DIGE per al marcatge de 4 condicions diferents:
CF, ATZ, ATZ-VAR, AR (n= é mostres per a cada condicid).

Geln® Cy2 (80 pg) Cy3 (50 pg) Cy5 (50 pg)
1 Patré intern ATZ-VAR ATZ

2 Patré intern AR ATZ-VAR
3 Patr6 intern ATZ-VAR CF

4 Patro intern ATZ AR

5 Patr6 intern CF ATZ

6 Patr¢ intern AR CF
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L’electroforesi en dues dimensions (2D) és un meétode utilitzat per a I'analisi de
mescles de proteines complexes. Permet separar les proteines segons dues pro-

pietats: el punt isoeléctric i el pes molecular.

BREU DESCRIPCIO:

En el cas dels gels 2D-DIGE, després del marcatge de les proteines amb els fluoro-
croms corresponents es procedeix a la primera dimensio, separant les proteines
d’acord al seu punt isoeléctric en un gel de poliacrilamida amb un gradient de pH

immobilitzat (en aquest estudi de 3-10) en condicions de desnaturalitzacio.

PROCEDIMENT:

La separacio pel punt isoeléctric o isoelectric focusing (IEF) es realitza amb tires
de poliacrilamida de gradient immobilitzades de 24 cm de rang de pI 3-10 (GE
Healthcare). Per hidratar les tires, es carreguen 450 ul de Rehydratation Buffer /
DeStreak (7 M urea, 2 M tiourea, 2% (w/v) CHAPS, 0,5% (v/v) IPG pH 3-10 buffer,
50 mM DTT, 1,2% (v/v) DeStreak) al centre del carril de 'Tmmobiline DryStrip on
es col-loca la tira. Es treu del congelador la tira, es retira el plastic que les protegeix,
es col-loca al carril amb l'acrilamida cap avall i vigilant que 1’acrilamida no toqui
la part de carril que encara esta seca. Un cop situada, es cobreix completament el
carril amb Immobiline DryStrip Cover Fluid per evitar la precipitaci6 de la urea. I
es deixa rehidratar durant 18 hores a temperatura ambient. Passat aquest temps, es

retiren les tires i es guarden al congelador abans de carregar la mostra.

Per carregar les mostres, s’encén el sistema de IEF IPGphor (Amersham Bios-
ciences) i es col-loca ’Ettan IPGphor Manifold. Es treuen les tires de congelador
i es situen en els carrils amb l'acrilamida cap amunt. Es cobreixen les tires amb
el Dry Immobiline DryStrip Cover i també almenys dos carrils contigus. S’humi-
tegen els papers absorbents amb aigua mili-Q i es col-loquen en els extrems de
les tires tocant part de l'acrilamida. Després, es posen els electrodes de manera
que l'acrilamida, el paper i I'eléctrode estiguin a la mateixa alcada. Un cop situats,

la mostra es carrega mitjancant el procediment cup-loading, els sample cups es
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col-loquen segons el tipus de mostra i el pH de la tira en un extrem o altre d’aquesta.
Seguidament, es carrega 150 ug de mostra just al centre del sample cup. Es im-
portant que la mostra quedi coberta d’oli per evitar 'evaporaci6 i la precipitacio
de la mostra (Dry Immobiline DryStrip Cover, Amersham Biosciences) durant tot
I'isoelectroenfocament. I per tltim, es posa en funcionament el programari per al
cup-loading I'TPGphor I al PC: 3h a 300V, pujar fins a 1000 Ven 6 hi 8000 V en
3 hores, enfoc a 8000 V durant 5 hores, arribant a un total de 56000 Vhr (Taula
5). Comprovar que tot funciona correctament. Quan finalitza la primera dimen-

si0, les tires es congelen a -80°C fins al moment de realitzar la segona dimensi6.

Taula 5. Esquema del disseny experimental dels gels de 2D-DIGE per al mar-
catge de 4 condicions diferents: CF, ATZ, ATZ-VAR, AR (n= 6 mostres per a
cada condicid).

Pas Mode Volts Hores VHrs
1 Step 300 5
2 Gradien
1000 6
t
Gradi
3 radien 8000 3
t
4 Variabl | 7000
Step 8000
e o)
5 Step 500 6
Condicions finals 8926
- 500 23 0
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BREU DESCRIPCIO:

En la segona dimensio, es separen les proteines en un gel de poliacrilamida se-
gons el seu pes molecular. Se li afegeix un detergent, el SDS, que desnaturalitza
les proteines i al unir-se a elles els hi confereix carrega negativa i aixi migren en
el camp electroforetic en funci6 de la seva massa molecular. A més a més, el fet
d’utilitzar un agent reductor que trenca els enllacos disulfur (DTT) fa que es perdi
la conformaci6 de la proteina, només conservant la seva estructura primaria, evi-

tant que la conformaci6 de la proteina interfereixi en la mobilitat electroforética.

PROCEDIMENT:

La separacié SDS-PAGE es realitza amb el sistema EttanDalt VI (Amersham Bios-
cience) Previament a la polimeritzacid dels gels al 12% d’acrilamida, es netegen
els vidres de baixa fluorescéncia del sistema amb aigua mili-Q i etanol i es posen
en el suport de polimeritzacid junt amb els plastics necessaris per omplir 'espai
que queda lliure. També, es col-loquen les pinces en els laterals de forma alter-
nativa per fer pressio. Es preparen 450 ml de dissolucié d’acrilamida/bisacrila-
mida (Bio-Rad) i amb I'ajuda d’'un embut s’introdueix la barreja en el sistema
d’electroforesi. S’afegeixen 2 ml d’isopropanol a sobre de cada gel i es deixa po-
limeritzar durant una hora. Després s’equilibren les tires afegint primer 10 ml
de SDS equilibration buffer amb DTT (50 mM Tris-HCl pH 8,8, 6 M Urea, 30%
(v/v) glicerol, 2% (w/v) SDS, 10 g/L DTT i blau de bromofenol) i després amb el
mateix tampo pero substituint el DTT per 25 g/L de IAA durant 15 min en cadas-
cuna dels buffers i en agitaci6. Seguidament, es situa la tira a la part superior del
gel i en el costat basic es situa un aplicador impregnat amb 5 pul d'un estandard
intern proteic (Precision Plus Protein Standard, Biorad), i es segella amb agarosa
al 0,5% (p/v). Finalment, s’insereix el casset de 'electroforesi amb els gels a la
cubeta. S‘omple amb Running buffer 1x la cubeta inferior i amb Running buffer
2x la cubeta superior. Es posar la tapa i es connecta a la font d’alimentacio on es
concreten les condicions d’electroforesi (30 minuts a 2,5 W/gel i 5 hores a 12 W/
gel). Es important mantenir una temperatura de 20°C durant la electroforesi.

Quan acaba l’electroforesi els gels es poden guardar a 4°C amb aigua MiliQ.
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ANALISI D’IMATGE:

Els gels s’escanegen utilitzant un escaner, Thyphoon 9400 (GE Healthecare)
amb el que s’obtenen les imatges a analitzar. Cada gel s’escaneja per a cadascun
dels fluorocroms utilitzats Cy2, Cy3 i Cy5 amb longituds d’excitaci6/emissi6 de
488/520, 532/580 i 633/670, respectivament. L’estudi posterior de les imatges
fluorescents es realitza amb el programa Progenesis SameSpot (Nonlinear Dy-
namics). Aquest programa produeix a través de les diferents répliques del gel es-
tandard intern, un gel virtual amb el perfil d’expressi6 proteica global i I'utilitza
per fer les comparacions posteriors, localitzar les taques (o spots), determinar
la seva intensitat i comparar detalladament els canvis d’expressi6 entre imatges
corresponents a diferents mostres. Els nivells de proteines estandarditzats dels
diferents grups es comparen mitjancant ANOVA d’un factor i les diferencies es

consideren significatives amb p<0,05, a més d’un “fold change” > 2.

Figura 16. Proteines separades segons el seu
punt isoelectric i el pes molecular. Préviament
marcades amb diferents fluorocroms segons
I'etiologia de les mostres, en aquest cas
proteines de plasma seminal d'individus amb
seminogrames normals, ATZ i el patré intern
per normalitzar els gels mitjancant la técnica
2D-DIGE.

BREU DESCRIPCIO:

La tinci6 en plata es basa en la afinitat de les proteines pel cati6 plata. Consta dels

segiients passos: 1) Fixaci6, s'immobilitzen les proteines en el gel i eliminaci6 de
compostos que es troben en el gel i també son afins a la plata. 2) Sensibilitzacio,
augmenta la velocitat de la reducci6é de la plata per tal de millorar la uni6 entre
les proteines i la plata. 3) Tincid, s'impregna el gel amb la plata. 4) Revelat, es
redueix la plata que esta unida a les proteines per tal de visualitzar la plata. 5)

Aturada, s’atura la reducci6 de la plata.
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PROCEDIMENT:

Després d’escanejar els gels es tenyeixen amb plata per poder identificar i digerir
les proteines que es pretenen identificar. Per aixd, es submergeix el gel en una
soluci6 de fixaci6 en agitacié a 4°C durant 30 minuts. Després es descarta la solu-
ci6 de fixacio i s’afegeix la soluci6 de sensibilitzacié durant 30 minuts en agitacié
suau i, havent descartat la soluci6é de sensibilitzacid, es realitzen 3 rentats de 5
minuts cada un amb aigua Mili-Q. Seguidament, s’afegeix la soluci6 de tinci6 en
agitaci6é durant 20 minuts, es descarta la soluci6 de tinci6 i es realitzen 2 rentats
d’un minut amb aigua Mili-Q. A continuacid, s’afegeix la solucié de revelat i, en
agitaci6 suau, es controla visualment el revelat de les proteines en el gel. Poste-
riorment, es descarta aquesta soluci6 i s’afegeix la soluci6 de detencié durant 10
minuts. Finalment, es descarta aquesta soluci6 i es realitzen 3 rentats de 5 minuts
amb aigua Mili-Q. Es conserven els gels en aigua Mili-Q a 4°C. Els gels s’escane-
gen al GS-800 Calibrated Densitometer (Bio-Rad).

BREU DESCRIPCIO:

Consisteix en retallar els spots del gel que sén d’interés i incubar-los per separat
amb la tripsina que és una proteasa amb un patr6 de tall conegut, ja que talla
per lextrem carboxil dels residus de lisina i arginina i permet obtenir péptids
d’'una mida apropiada per a ’analisi per espectrofotometria de masses. L’analisi
es realitza de manera automatica acumulant 4 espectres en un rang m/z de 750 a
5000. Els espectres es calibren externament utilitzant una barreja estandard de 6
peptids. I quan es detecten els ions corresponents a productes d’autolisi de tripsi-
na a la intensitat adequada, es fa el calibratge intern de I'espectre. Finalment, en
lanalisi de MALDI-TOF s’obté un espectre de masses, del qual s’extreu una llista
de pics. Aquest llistat s’utilitza per identificar les proteines presents en la mostra

mitjancant una recerca en bases de dades adequada.
PROCEDIMENT:
Les taques d’intereés que hi ha al gel es tallen manualment amb un bisturi en

una campana de flux laminar vertical, es trossegen i s’introdueixen en diferents
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pouets d’'una placa de digesti6. En un digestor automatic (Digest MSPro, Inva-
tis) les composicions de gel que hi ha als pouets de la placa de digesti6 es renten
amb tampo bicarbonat i es deshidraten amb acetonitril (ACN). A continuacid, les
proteines es redueixen amb DTT 10 mM en tamp6 bicarbonat durant 50 minuts
a 25°C i es carbamidometilen les cisteines reduides amb iodoacetamida 55 mM
en un tampo6 bicarbonat durant 30 minuts a 25°C. Seguidament es renten els
trossos de gel i s'incuben 8 hores amb tripsina. Els péptids generats s’extreuen
amb una soluci6 d’ACN/aigua i es dipositen a la placa col-lectora. Es guarden en
tubs a -80°C.

Els peptids s’extreuen usant ACN/H20 (2:1v/v) iun 0,1% de TFA. L’espectrome-
tre de masses que s’utilitza per a visualitzar els péptids és Voyager DE PRO MAL-
DI-TPF (Applied Biosystems). Una fracci6 de 0,5 ul I'extracte peptidici es carrega
a les plaques junt amb 0,5 pl de matriu (3 g/L d’acid cyano-4-hidroxicinnamic en
ACN/H20 (2:1v/v)iun 0,1% de TFA) i es deixa assecar. Com a estandard s’uti-
litza un mix peptidic de des-Arg-1 bradiquina (904,46 g/mol), glui-fibrinopep-
tid B(1570,69 g/mol), angiotensin-1 (12996,69 g/mol), hormona adrenocortico-
tropica (ACTH) 1-17 (2093,09 g/mol), ACTH 18-39 (2465,20 g/mol) i ACTH 7-38
(3657,93 g/mol). El programa Protein Prospector version 4.27.2 (UCSF Mass
Spectrometry Facility) s’utilitza per identificar les proteines segons els segiients
parametres: tolerancia de la massa dels peptid, 100 ppm; enzim, tripsina; dos o
tres trencaments permesos; modificacions estatiques, cisteines carbamidometila-
des; modificacions dinamiques, Glutamines N terminals modificades, oxidacions
de metionina i acetilacions en regions N terminals. La base de dades usada és

Uniprot i amb criteris estadistics s’identifiquen les proteines.

BREU DESCRIPCIO:

Algunes de les taques del gel en no ser identificades per MALDI-TOF s’identifi-
quen per LC/MS. Es tracta d’'una cromatografia liquida, HPLC (High Performan-
ce Liquid Cromathography), que separa els peptids/proteines i posteriorment,
els detecta amb l'espectrofotometre de masses per aixi poder identificar diferents
proteines a partir de mostres més complexes com poden ser bandes de gels mo-

nodimensionals o bidimensionals.

86



Material i métodes

PROCEDIMENT:

Els péptids digerits préviament es concentren i carreguen en una columna Pep-
Map nano(LC Pacjings). Els peptids s’elueixen amb un gradient d’ACN (Gradient:
0-60% de B en 22 min, B= 80% ACN, 0,1% FA (v/v) en aigua a un flux de 300
nL/min) a través d’una agulla PicoTip fins a la font nESI de la trampa de ions. Els
dos pics més intensos de cada escaneig MS es fragmenten per MS/MS adquirint
les masses entre 100-2800 m/s. La identificaci6 de les protelnes es fa usant el
Protein Scape 2.1 (Bruker) i el motor de cerca MASCOT 2.0. La base de dades i
els parametres de cerca que s'usen son els mateixos que en les identificacions per
MALDI/TOF.

3.6 IDENTIFICACIO DE BIOMARCADORS EN ELS ESPERMATOZOIDES
MITJANCANT LA METODOLOGIA MARCATGE AMB TMT

Per a preparar la mostra, primer es descongela I’aliquota de mostra d’ejaculat
durant 30s i es renta la mostra tres vegades amb PBS per extreure el medi de
criopreservacio, centrifugant a 700 g durant 5 min cada vegada. S’ajusta la con-
centraci6 a aproximadament 10x106 espermatozoides/ml, per aixo s’observa a
I’'objectiu de 40X on s’ha de veure uns 10 espermatozoides per camp perque totes

les mostres han de tenir la mateixa concentracié d’espermatozoides.

En el tub que conté el bot6 amb els espermatozoides s’afegeix el tampd de lisi
(50 mM Tris- HC], 2% SDS, 10 mM DTT) i s’incuba durant 1 hora i es sonica
tres vegades en gel. Les cél-lules lisades es centrifuguen a 16100 g 15 min a 4 °Ci

quantifiquen usant Pierce BC protein Assay.

Es rescata el sobrenedant que es tracta amb DTT 30 minuts a 60 °Ciamb 55 mM
de TAA durant 30 min en condicions de foscor. Seguidament, les proteines es
precipiten amb acetona durant 15 minuts a -20 °C i es centrifuguen (16100 x g, 4
°C, 15 min) Es tracten amb DTT i es deixen a 60°C durante 30 min.

A continuacio, es rescata el sobrenedant que es tracta amb DTT 30 minuts a 60

°C i amb IAA 0.5 M, s’afegeix 1 ul per bloquejar la possible formaci6é de ponts

87



Material i métodes

disulfur. Es deixa reaccionar durant 30 min a la foscor i temperatura ambient.
Segueix la precipitacio, afegint al acetona al 100% que es deixa a -20 °C, 15 min.
Es centrifuguen a 4°C durant 15 min a 16100 g i es deixa assecar bé el sediment

per procedir al marcatge diferencial isobaric.

BREU DESCRIPCIO:

Les etiquetes isobariques s’utilitzen per identificar i quantificar canvis relatius
en mostres de proteines complexes. Es poden utilitzar amb una gran varietat de
mostres incloent cél-lules, teixits i fluids biologics; també permeten I’analisi si-

multania d’'un gran nombre de mostres.

Les Tandem Mass Tag (TMT) son etiquetes quimiques isobariques formades per
4 regions: un reporter de masses que té un nombre tnic de 13 substitucions de
C, una regio6 d’enfilada escindible, un normalitzador de masses que té una massa
Unica que equilibra la massa de I'etiqueta per fer totes les etiquetes iguals en mas-
saiun grup reactiu als péptids. Els grups reactius s'uneixen de manera covalent al
peéptid N-terminal o als residus de lisina. Cada etiqueta es fragmenta durant MS/
MS, produint ions reporters tnics i la quantificacié de proteines s’aconsegueix

comparant la intensitat dels ions reporters.

PROCEDIMENT:

El marcatge diferencial isobaric es realitza seguint les instruccions del Kit. El bot
es dissolt en TEAB al 50 mM en un volum adequat per tenir la concentracié de
[1ug/ul]. Per a la digesti6 de 50 ul s’afegeix 1ul de tripsina de [1ug/pl] en 25 mM
de ABC, i es deixa durant la nit a 37°C amb moviment continu. Abans de 'etique-
tatge, es constitueix el control intern agafant la mateixa concentraci6é de protei-
nes de cada una les mostres per poder comparar després els resultats entre els
diferents analisis multiplex (RUN). Els péptids es dessalen usant una columna
Strata X C18 SPE (Phenomenex, California, USA). Cada mostra es marca amb les
etiquetes isobariques, per aixo0, es resuspenen els reactius de TMT10 plex amb
20 pl del dissolvent organic (DMSO). Es combinen els péptids marcats de cada

mostra en dos grups multiplex diferents (Run 1i Run 2) seguint la segiient taula:
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Taula 6. Disseny experimental de les mostres marcades amb TMT 10 plex.

MOS |CF|CF|CF|CF|CF|A (A |A |A |A |AR |AR |AR | AR | AR
TRA 1 2 3 4 5 Ri |R | R R |R5|1A0 |2A |3A |4A |5A
2 3 4 o} [o] 0

TMT- |12 |12 |13 (12 |13 |12 |12 |13 |12 |13 | 129 | 129 | 131 | 129 | 131
tag 7 7C | o 7C | o 8 8C | o 8C | o N C C
2oul | N N N |N C C

Incubar a temperatura ambient durant 1 hora i afegir hidroxilamina al 5% durant
15 min. Les mostres es cromatografien individualment amb un experiment curt de
40 minuts per a calcular en funcié de la seva intensitat quin volum s’ha de prendre
de cada mostra per ajuntar els diferents tags en un sol RUN, en aquest cas tindrem
el RUN1i RUN2 que constaran del segiient:

RUN 1: Pool, AR1, AR2, AR3, CF1, CF2, CF3, AR01, AR02, AR03. Una vegada esta
tot junt es porten a assecar i es reconstitueix en 5 ul de 0,1% d’acid formic.

RUN 2: Pool, AR4, AR5, CF4, CF5, AR04, ARO5. Igual que en 'anterior, una vegada
esta tot junt es porten a assecar i es reconstitueix en 5 pl de 0,1% d’acid formic. Les
dues piscines multiplex que contenen els peptids marcats s’assequen en una centri-
fuga al buit fins a gairebé la sequedat i es suspenen en 20 pL d’acid trifluoracetic al
0,5% (TFA) en un 5% d’acetonitril. Posteriorment, es dur a terme la purificaci6 de
péptids mitjancant 'as de columnes de Pierce C18 Spin (Thermo Fisher Scientific)
seguint les indicacions del fabricant.

Els péptids etiquetats s’nalitzen mitjancant LC-MS/MS amb un LTQ-Orbitrap Ve-
los (Thermo-Fisher Scientific) connectat amb un sistema Eksigent nanoLC ultra 2D
plus (AB Sciex, Suissa). Els péptids s’injecten a una columna trap C18, (L 2cm, 100
um ID, 5 um, Thermoscientific). El gradient s‘aplica en linia amb la columna ana-
litica (L 15 cm, 75 um ID, 3 um, 100 A, Thermoscientific). Fase movil A (97% H20-
3%ACN, 0.1 % acid formic) fase movil B (97% ACN-3%H20, 0,1% acid formic). El
gradient és el seglient (0—5 min 0% to 0% B, 5—120 min 0% to 37% B, 120-125 min
37% fins a 100% B, 125-140 min 100% to 100% B) a un fluxe de 350 nl/min. Pos-
teriorment, per obtenir espectres MS/MS de cada péptid s’utilitza el LTQ Orbitrap
Velos (Thermo Fisher Scientific).
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Per a la recerca en la base de dades, els fitxers “raw”es van enviar contra fitxers
SwissProt amb seqiiéncies humanes i seqiiéncies de “chicken”, un total de 23.733
proteines mitjancant la versié 28.0 de SEQUEST HT (Thermo Fisher Scientific).
La tripsina/P es va especificar com a enzim de clivatge que permet fins a 2 cli-
vatges que falten. La tolerancia de massa per a ions precursors es va fixar en 20.
Els residus de carbamidometil a Cys es van especificar com a modificaci6 fixa i
loxidaci6 a Met es va especificar com a modificacions variables.

Es va ajustar un criteri d’identificaci6 de proteines al 5% de FDR (false discovery
rate) amb almenys un peptid Gnic per proteina. La normalitzacié de la quanti-
ficaci6 relativa de proteines es va calcular mitjancant la proporci6 entre les in-
tensitats d’ions reportades corresponents a cada mostra individual i la intensitat
d’ions del control intern. Per minimitzar 'efecte de la contaminaci6 de les mos-
tres, s’han exclos de ’analisi de normalitzaci6 aquells espectres identificats com a
proteines derivades de Gallus gallus provinents del medi de crioperservaci6 i del
plasma seminal. La proteina expressada diferencialment (DEP) s’identifica com
aquella amb un canvi de més de 1,5 vegades com a valor de tall amb una P <0,05

calculada per la prova-t de Student.

3.7 ANALISI ESTADISTICA

Tots els metodes i procediments que s’han emprat per a la classificaci6 i analisi
de les dades i variables plantejats aixi com, la inferéncia estadistica s’han rea-
litzat mitjancant el programa d’analisi estadistica SPSS (Statistical Package for
Social Sciences). L’estudi de la normalitat de les variables analitzada es realitza
mitjancant els test Kolmogorov-Smirnov i Shapiro-Wilks d’acord la grandaria
mostral obtinguda. El calcul del valor de significaci6 estadistica per les variables
parameétriques es determina segons el tipus de comparaci6, mitjangant, el test T
de Student i ANOVA d’un factor. Per a les comparacions no parametriques s uti-
litzen els tests equivalents, test U de Mann-Whitney i test de Kruskal-Wallis. Per
a les correlacions es fa el test de Spearman i quan el p-valor obtingut és igual o
inferior a 0,05 es considera que les variables correlacionen. Per valorar el poder
de predicci6é d’'una variable es representa la corba ROC (Receiver Operating Cha-
racteristic) i si 'area per sota la corba és major de 0,7 es considera que la variable

té un poder de predicci6 satisfactori.
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Per a I'analisi de la imatge dels gels s’ha utilitzat la imatge de Cy2, en la que hi ha
les mostres del patr6 intern, com a referéncia, que a més presenta les taques molt
més ben definides que la resta d’'imatges i s’alineen amb aquesta com a referencia.
El software calcula el volum de normalitat de les taques i s’ha corregit respecte
la mediana de la seva dispersid. Posteriorment, es creen els diferents grups per
comparar els gels: els nivells de proteines identificades en els gels estandarditzats
dels diferents grups es comparen mitjancant ’TANOVA d’un factor i les diferencies

significatives amb p<0,05, a més d’'un “fold change” > 2.

Per a 'analisi de les proteines analitzades per marcatge isobaric TMT, la iden-
tificaci6 i quantificaci6 es realitza mitjangant el Proteome Discover 1.4 validant
minim 2 péptids per proteina marcada amb un FDR d’1% o meny i almenys un
peptid tnic per proteina. Per trobar aquelles proteines diferencials es calcula el
fold-change que consta del log2 de la ratio de les mitjanes de les intensitats dels
ions del marcatge isobaric i es normalitzen les dades. Es consideren diferencials
aquelles proteines que tenen un fold-change > 1,5 o per sota de 0,67 i una p<0,05

mesurada per t-Student.

3.8 BIOINFORMATICA

S’utilitza la base de dades Uniprot que ofereix informacio6 basica sobre les protei-
nes com el nom, el gen, la funcio, etc. La interfase PANTHER, déna informacio
sobre la funci6 tant biologica com molecular i la localitzaci6. També s’utilitza el
programa STRING 11.0 (Jensen et al., 2009) per determinar possibles interac-
cions entre les proteines expressades diferencialment. Aquest programa rastreja
interacciones entre proteines de tipus directe (fisiques) i indirecta (funcionals),
tant teoriques com experimentals, recopilades a partir de fonts genomiques, da-
des experimentals i de co-expressio, que es troben recopilades en nombroses ba-
ses de dades com sén: KEGG i GO. Aquest conjunt d’interaccions predefinides es
complementen amb interaccions predites per models computacionals d’associa-

ci6 funcional i co-expressio.
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3.9 DISSENY EXPERIMENTAL

En total s’analitzen 91 mostres de semen, d’aquestes 11 sén controls fértils, 17 s6n
normozooseérmics infértils, 21 s6n astenoteratozoospérmics, 16 astenozoospéermics,
19 teratozoospérmic i 10 azoospermics (Taula 7). La mostra es separa en dues frac-
cions per centrifugaci6: els espermatozoides, que s’analitzen mitjancant 1’assaig
Cometa per a valorar la seva fragmentaci6 del DNA i el plasma seminal, que s’ana-

litza mitjancant la tecnica SRED, per a valorar la presencia d’activitat nucleasa.

Taula 7. Caracteristiques del seminograma i fragmentacié de I’ADN dels espermatozoides de
les mostres de semen emprades per a I'estudi 1.

SMN SMN SMN SDF Cometa SDF Cometa
Patologia n Espermatozoides Mobilitat Morfologia alcali neutre
& totals (10°/ml)
122,81 + 61,01 50,38 + 10,24 | 9,20 3,87 21,31+ 9,99 70,75 £
Controls fértils | 11 25,66

107,47 + 51,62 | 53,22+ 6,81 | 19,53 11,43 | 46,37+ 8,36 56,08 +

SMN 17 16,48
86,17 = 42,75 21,31 £ 6,95 6,38 +2,06 58,77 + 59,53 * 8,53
ASZ 16 12,04
86,83 + 48,19 41,18 £9,81 1,74 + 0,93 52,53 + 58,95 £
Tz 19 12,79 14,52

44,19 + 24,89 16,85 + 8,03 1,52 £ 1,12 61,67 + 8,83 | 74,50 + 8,74
ATZ 21

Per a trobar biomarcadors proteics d’infertilitat masculina, en el present treball
s’analitza, mitjancant tecniques protedmiques 2D-DIGE, el plasma seminal de 24
mostres procedents de 6 individus normozoospermics amb fertilitat provada, 6
pacients amb seminograma astenoteratozoospéermic, 6 pacients amb astenoterato-
zoospermia i amb varicocele i per dltim, 6 pacients normozoospérmics amb histo-

rial clinic d’avortaments de repeticio i sense factor de risc femeni aparent (Taula 8).
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Taula 8. Caracteristiques del seminograma i fragmentacié de I'’ADN dels espermatozoi-
des de les mostres de semen emprades per a I'estudi 2.

~ SMN SMN SMN SDF SDF SCD test
Pat.olog n L;};E}z;;ohzﬁ:i;s Mobilitat Morfologia Cometa alcali (ST
1a

132,43 +73,82 53,60+ 8,53 + 23,53+  12,36+4,31  <0,33

Control 6 13,31 6
r 3,3 47!

s fertils 10,46

97,21+ 96,31 | 49,21+ 14,13 + 36,73+ 62,74+12,47 <0,33
Avorta |6 8,41 12,33
ments 16,42
de
repetici
o

53,19 + 24,89 19,76 & 2,63 + 6729+  74,29+591  <0,33
ATZ 6 9,52 1,12

12,66

42,51+ 63,57 | 12,45 % 1,22 + 71,22+591 86,59 +11,83 <0,33
ATZ-V (6 6,13 1,44
AR

S’analitzen els espermatozoides de mostres de 5 individus normozoospérmics
amb fertilitat provada, 5 pacients normozoospérmics amb historial clinic d’avor-
taments de repetici6 sense factor de risc femeni aparent abans i després d’un trac-
tament amb antioxidants orals durant 3 mesos (Taula 9). Per a trobar biomarca-

dors proteics d’infertilitat masculina mitjangant la técnica de marcatge amb TMT.

Taula 9. Caracteristiques de la fragmentacié de I’ADN dels espermatozoides de
les mostres de semen emprades per a |'estudi 3.

SDF SDF

Patologia n Comet alcali Comet neutre
Controls fertils 5 37,4 +12,64 51,60 + 14,18
Avortaments de 5 43,8 £11,07 75,6 + 4,04
repeticid
Avortaments de 5 43,6 +1,51 64,2 + 6,09
repetici6 després de
tractament amb

antioxidants
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Resultats

4.1 ARTICLE I: CHARACTERIZATION OF NUCLEASE ACTIVITY IN HU-
MAN SEMINAL PLASMA AND ITS RELATIONSHIP TO SEMEN PARAME-
TERS, SPERM DNA FRAGMENTATION AND MALE INFERTILITY

Article I

“Characterization of nuclease activity in human seminal plasma and
its relationship to semen parameters, sperm dna fragmentation and

male infertility”

Autors: Alba Fernandez-Encinas, Agustin Garcia-Peir6, Jordi Ribas-Maynou,

Carlos Abad, Maria José Amengual, Joaquima Navarro, Jordi Benet.

Revista: Journal of Urology (2016);195(1):213-9.
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Characterization of Nuclease Activity in Human Seminal

Plasma and its Relationship to Semen Parameters,
Sperm DNA Fragmentation and Male Infertility

Alba Fernandez-Encinas, Agusti Garcia-Peird, Jordi Ribas-Maynou,

Carlos Abad, Maria José Amengual, Joaquima Navarro and Jordi Benet*

From the Departament de Biologia Cellular, Fisiologia i immunologia (AF-E, JR-M, JN, JB) and Centro de Infertilidad
Masculina y Anélisis de Barcelona, Universitat Autbnoma de Barcelona (AG-P), Bellaterra and Servei d'Urologia (CA)
and UD'AT, Centre Diagnostic (MJA), Corporacio Sanitaria Parc Tauli, Sabadeli, Institut Universitari Parc
Taul-Universitat Autonoma de Barcelona, Sabadef:, Spain

Purpose: Some studies have shown that complementary biomarkers are needed
in semen analysis to provide a more accurate diagnosis for couples with infer-
tility problems. To our knowledge no study has been done to determine the
relationships among nuclease activity in seminal plasma, semen parameters,
sperm DNA fragmentation and male infertility.

Materials and Methods: A total of 94 semen samples were collected according to
WHO 2010 semen analysis parameters. Samples were analyzed using the single
radial enzyme diffusion method for nuclease activity in seminal plasma, and
alkaline and neutral Comet assay for sperm DNA fragmentation. Samples
were obtained from 11 fertile donors with proven fertility, 17 patients with
normozoospermia in an infertile couple, and 16 patients with asthenozoospermia,
19 with teratozoospermia, 21 with asthenoteratozoospermia and 10 with
azoospermia.

Results: Nuclease activity analyzed in seminal plasma was higher in patients
than in controls. It correlated with sperm motility and morphology, and sperm
DNA fragmentation measured by the alkaline Comet assay. No correlation with
sperm DNA fragmentation was measured by the neutral Comet assay. ROC
curves to determine male infertility revealed 0.658 sensitivity, 0.727 specificity
and 0.705 em? AUC for the single radial enzyme diffusion method, 0.918, 1 and
0.994 cm? for the alkaline Comet assay, and 0.917, 0.250 and 0.373 cm?,
respectively, for the neutral Comet assay.

Conclusions: Nuclease activity in seminal plasma corrected by sperm count is a
good variable to predict male infertility. Results indicate that it could be a useful
complementary parameter for male infertility diagnosis.

Key Words: testis; sperm count; infertility, male;
DNA fragmentation; semen

TRADITIONAL macroscopic and micro-
scopic semen analyses can provide an
estimate of the fertilization ability of
a sperm sample. However, they are
not always sufficient for complete

diagnosis as in cases of idiopathic
infertility, for which new biomarkers
are needed. Recently sperm DNA
fragmentation was introduced as a
supplementary biomarker.?
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The main purpose of the sperm cell is trans-
mission of the paternal genome to the embryo.
Therefore, sperm DNA integrity should have a key
role in oocyte fecundation and subsequent proper
development of the embryo and fetus.® In addition
DNA repair mechanisms in the sperm cell are
almost nonexistent and it seems obvious that the
oocyte could have limited ability to repair a severely
damaged paternal genome. Moreover oocyte quality
decreases with maternal age.* Thus, if proper DNA
repair does not exist in the first stages of embryo
development, the embryo may be blocked, conse-
quently resulting in a decreased pregnancy rate,
especially for assisted reproduction techniques.’
Furthermore, sperm DNA damage caused slower
embryo replication and chromosomal alterations in
a recent study in mice.®

There are many techniques to assess sperm DNA
fragmentation, such as the sperm chromatin struc-
ture assay,” the TUNEL assay,® the sperm chro-
matin dispersion test® and the Comet assay'® among
others. The Comet assay uses single cell gel elec-
trophoresis and relies on the migration of frag-
mented DNA into the anode in an electrophoretic
field before sperm nuclear decondensation. There-
fore, the decondensation and electrophoresis steps
give this technique greatly increased sensitivity and
the singularity of being able to perform this assay
under neutral or denaturing conditions. The 2-tailed
Comet assay was developed to distinguish between
double-stranded and single-stranded DNA breaks.!!
A previous study showed that SDF induced by
hydrogen peroxide, which simulates ROS, had
threefold greater alkalinity than the neutral Comet
assay.'” That study indicated that the alkaline
Comet assay detects mostly ssSDF while SDF
induced by Alu I, which causes mainly dsSDF, was
twofold higher in the neutral Comet assay.?

Several mechanisms have been described as caus-
es of sperm DNA damage.®* 1) Defects in selective
apoptosis produced by Sertoli cells, which control
overproduction of germ cells during spermatogen-
esis, may lead to an increased number of ejaculates
with sperm DNA damage.'® 2) There may be defects
in chromatin remodeling in which histones are
replaced by protamines during spermiogenesis.
Errors in this sperm specific process could result in
breaks in the DNA of spermatozoa.'® 3) Low levels of
ROS are necessary for sperm maturation and
capacitation, and the acrosome reaction, although
high ROS levels cause damage to cellular structures
and sperm DNA. 4) There may be activation of cas-
pases and endonuclease, which produces irreversible
DNA damage.” 5) Exposure to toxic substances in
the environment or chemotherapeutic and/or radio-
therapeutic drugs, among others, increases sperm
DNA damage.'® Nevertheless, the details of how

sperm DNA occurs are still unsolved. Few studies
have been done of the relation between nuclease
action and SDF.

Nucleases are involved in multiple physiological
processes such as DNA repair, apoptosis and DNA
cleavage on topoisomerases. Each process requires
different conditions to hydrolyze DNA and the level of
activity shows clear differences when comparing tis-
sues or body fluids. In humans urine and ejaculate are
the body fluids that show the most nuclease activity.®

A study in ejaculated and epididymal samples
of mammals revealed that the sperm cell can
internalize exogenous DNA in sperm mediated
transgenesis.?’ However, in response to this inter-
nalization an endonuclease present in the sperm cell
completely degrades this external DNA.

A study using the plasmid degradation assay in
mouse seminal plasma samples later demonstrated
nuclease activity in spermatozoa and seminal plasma
from the epididymis and the ejaculate, which was
greater in the latter.?! That group also noted topo-
isomerase II DNA cleavage activation in epididymal
and vas deferens spermatozoa, which degrades DNA
into loop-sized fragments. This cleavage is reversible
by ethylenediaminetetraacetic acid in epididymal
sperm but not in vas deferens sperm, where the
nuclease would degrade the DNA in an irreversible
manner.??

There are numerous techniques to evaluate
nuclease activity in body fluids, including SRED,
the plasmid degradation assay, the fluorimetric
assay and zymography among others. In this study
we used the SRED method,'® consisting of the
formation of a dark circle of digested DNA when
nucleases from samples are diffused radially in a
matrix of agarose, DNA and ethidium bromide.

The objectives of the current study were to assess
nuclease activity using the SRED method in semi-
nal plasma in fertile and infertile groups classified
by semen analysis. We also sought to establish a
correlation among seminal plasma nuclease activ-
ity, semen parameters and sperm DNA fragmenta-
tion. Finally, we assessed the potential of the SRED
method to predict male infertility.

MATERIALS AND METHODS

Sample Collection and Preparation

A total of 94 semen samples were collected from 11 donors
with proven fertility who served as controls, 17 patients
with SMN in an infertile couple, and 16 patients with
ASZ, 19 with TZ, 21 with ATZ and 10 with AZ according to
2010 WHO guidelines (table 1). All samples were collected
by masturbation after 2 to 5 days of recommended absti-
nence. Written informed consent was obtained from all
patients and the study was approved by the ethics com-
mittee of the Corporacié Sanitaria Parc Tauli de Sabadell,
Barcelona.
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Table 1. Characteristics of patients and semen analysis in all groups

Sperm* Mean + SD Control Mean £ SD SMNt Mean + SD ASZ Mean & SD TZ Mean =+ SD ATZ
No. pts " 17 16 19 21
Count (10%/ml) 122.81 £+ 61.01 107.47 + 5162 86.17 + 42.75 86.83 + 48.19 4419 + 24.89
% Progressive motility 50.38 + 10.24 5322 + 6.815 2131 + 695 4118 + 981 16.85 + 8.03
% Vitality 78.32 £ 1354 80.29 £ 1143 52.56 £ 18.23 7158 + 11.64 50.33 £+ 20.12
% Normal morphology 920 + 3.87 1953 + 11.43 6.38 = 2.06 1.74 + 093 152+ 1.2

*Obstructive AZ in 2 of 10 patients with AZ (no statistical difference vs nonobstructive AZ).
tExcluding common pathological conditions, eg clinical varicocele, infection and follicle-stimulating hormane.

After liquefaction routine semen analysis was per-
formed and the semen was divided into 2 aliquots.
Unprocessed semen sample (500 ml) was cryopreserved
with TEST (TES and tris) yolk buffer composed of 14%
glycerol, 30% egg yolk, 1.98% glucose and 1.72% sodium
citrate, and centrifuged at 13,300 x gravity for 20 minutes
at 4C. The resulting supernatant was aspirated and
stored at e 80C until use.

SRED Method

This method is an adaptation of a previously applied
procedure!® based on radial diffusion of the fluid con-
taining enzymes in agarose gel containing DNA as sub-
strate. Agarose gel was prepared to a concentration of 1%
in 10 ml buffer composed of 20 mM tris, 5 mM CaCl, and 5
mM MgCl,, pH 7.3, containing 2.5 ml salmon testis DNA
(2 mg/ml) (Sigma-Aldrich®) and 3 ml ethidium bromide.
The mixture (2 ml) was distributed on a slide and the gel
was solidified at room temperature. Wells 0.3 mm in
diameter were cut, 5 ml of the seminal plasma sample
were dispensed in the wells and slides were incubated at
37C in a moist chamber for 24 hours.

The area of dark circles of hydrolyzed DNA was pho-
tographed and analyzed with ImagedJ, version 1.34n
(http:/rsb.info.nih.gov/ij). In the area of the halo the
length of the diameter of 6 axes separated by 30 degrees
was measured and the average of these 6 values was
calculated to obtain the mean value. Each sample was
also replicated to decrease error.

To determine the equivalent activity of enzyme in
the seminal plasma a calibration curve was performed

with known concentrations of bovine pancreatic DNAse
(20 x 10°3, 25 x 10°%, 85 x 10°3, 50 x 10°3, 65 x 10°3,
75 x 10°3,90 x 10°%, 100 x 10°3 110 x 10°3, 125 x 10°3,
135 x 10°® and 150 x 10°® Kunitz U). The halo of each
sample was extrapolated (fig. 1). Nuclease activity is
expressed in total Kunitz U and in relation to the sperm
count as total Kunitz U per sperm count.

Comet Assay

The Comet assay (single cell gel electrophoresis) mea-
sures the amount of DNA damage in a single cell. In this
study it was applied to sperm cells to measure SDF and
performed using the protocol previously described in
alkaline and neutral conditions.'®?? After staining with
DAPI SlowFade ® Gold Antifade and using an AX70
fluorescence microscope (Olympus®) a total of 400 sper-
matozoa per sample were classified as fragmented or not
fragmented according to previously reported criteria.'?
Results are expressed as the percent of SDF.

Statistical Analysis

Data were analyzed with SPSS®, version 15. Descriptive
statistical analysis of variables was performed. To
determine differences in enzyme activity between groups
the Mann-Whitney U test was used with the 99%
CI (p <0.01). Alternatively the Spearman test was
applied to assess correlations between all variables. To
assess sensitivity, specificity and AUC of the method
according to fertility outcomes a ROC curve was con-
structed. The Youden index was used to select the opti-
mum cutoff value.

254
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£
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@
£ 10,
a
54
R?=0.956
0.000 0.020 0.040 0.060 0.080 0.100 0.120 0.140 0.160
Kunitz units

Figure 1. Calibration curve of bovine pancreatic DNAse | measured by SRED
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RESULTS

Assessments

Nuclease Seminal Plasma Concentration. To estimate
nuclease activity of seminal plasma and determine
the equivalent nuclease activity we created a cali-
bration curve with known concentrations of bovine
pancreatic DNase I (fig. 1). Results revealed
differences in total nuclease activity in seminal
plasma among the clinical groups (table 2 and
fig. 2, A). Although there were no statistically
significant differences (p >0.05), the highest total
nuclease activity was found in patients with
ATZ and TZ (mean + SD 0.153 + 0.019 and
0.158 + 0.041 Kunitz U, respectively). Patients
with SMN and ASZ showed values similar to
those of fertile donors (mean 0.114 + 0.016,
0.121 + 0.029 and 0.130 + 0.016 Kunitz U,
respectively, p >0.05). No difference was found in
patients with obstructive vs nonobstructive AZ.
The AZ group, which showed the lowest nuclease
activity (mean 0.085 + 0.017 Kunitz U), was the
only group that statistically differed from the other
groups (p <0.01).

Since part of the nuclease activity in the seminal
plasma might be endogenous to sperm, total
nuclease activity was expressed in relation to the
sperm count (table 2 and fig. 2, B). This nuclease
activity was greatest in the ATZ group compared to
fertile donors, and to patients with SMN, TZ and
ASZ (0.0042 + 0.0024 Kunitz U per sperm count vs
0.0014 + 0.0008, 0.0014 + 0.0009, 0.0026 + 0.0021
and 0.0019 + 0.0014, respectively, p <0.05)

SDF Determined by Comet Assay. Mean ssSDF
assessed by alkaline Comet assay statistically
differed between fertile donors and all infertile
patients, including those with ATZ, TZ, ASZ
and SMN (21.31% + 9.99% vs 61.67% + 8.83%,
52.53% + 12.79%, 58.77% + 12.04% and 46.37% +
8.36%, respectively, p < 0.05). Mean dsSDF assessed
by neutral Comet assay did not statistically differ
between fertile donors and infertile patients with
ATZ, TZ, ASZ and SMN (70.75% + 25.66% vs
74.50% + 8.74%, 58.95% + 14.52%, 59.53% + 8.53%

Table 2. Nuclease activity and SDF in groups

and 56.08% =+ 16.48%, respectively, p > 0.05, table 2
and fig. 3).

Seminal Plasma Nuclease Activity Correlations
with Variables

Table 3 lists correlations between SDF and total
nuclease activity in seminal plasma or nuclease
activity by sperm count and as expressed by the
Spearman coefficient.

Total nuclease activity correlated statistically
significantly only with sperm morphology (normal
r = e0.468, p <0.001 and abnormal r = 0.422,
p <0.001). No correlation was found between total
nuclease activity and other semen parameters or
SDF. On the other hand nuclease activity corrected
by sperm count significantly correlated with sperm
motility (progressive r = e0.458, nonprogressive
r = e0.603, p <0.001 and immobile r = 0.535,
p <0.001) and sperm morphology (normal r = e 0.458,
p <0.001 and abnormal r = 0.460, p < 0.001). It mildly
correlated with vitality (r = ¢0.360, p <0.001) and
ssSDF measured by alkaline Comet assay (r = 0.315,
p = 0.004). There was no correlation with dsSDF
measured by neutral Comet assay (r = 0.042,
p = 0.704).

ROC Analysis

ROC analysis to determine male infertility demon-
strated that sensitivity, specificity, the ROC AUC
and the cutoff value were 0.658, 0.727, 0.705 cm? and
0.00152 Kunitz U, respectively, for nuclease activity
corrected by sperm count. They were 0.732, 0.929,
0.994 cm? and 52.6%, respectively, for ssSDF
measured by the alkaline Comet assay, and 0.917,
0.250, 0.373 cm? and 43.25%, respectively, for dsSDF
measured by the neutral Comet assay (fig. 4).

DISCUSSION

Total Nuclease Activity in Seminal Plasma
Correlated with Variables

Results show that nuclease activity existed in sem-
inal plasma and also in all analyzed groups. The
lowest total nuclease activity, which statistically

Mean =+ SD No. Kunitz U

Mean = SD % Comet SDF

Group No. Pts Total Per Sperm Count Alkaline Neutral
Fertile control " 0.130 + 0.016™ 0.0014 + 0.0008t 2131+ 999 70.75 + 25.66
SMN 17 0.114 4+ 0.016*1 0.0014 + 0.00091 4637 + 83614 56.08 + 16.48t
ASZ 16 0.121 + 0.029* 0.0019 + 0.0014% 58.77 + 12.04% 5953 + 853f
T2 19 0.158 + 0.041* 0.0026 + 0.00211 5253 + 12.79t% 58.95 + 14.52t
ATZ 21 0.153 + 0.019* 0.0042 + 0.0024 6167 + 8.83f 7450 £ 874
AZ 10 0.085 + 0.017 e e e

*Significantly different vs AZ (p <0.01).
1 Significantly different vs ATZ (p <0.01).
1 Significantly different vs fertile control (p <0.01).
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Figure 2. Total nuclease activity (A) and nuclease activity corrected by sperm count (B) measured by SRED in clinical groups

differed from the other groups, was observed in
patients with AZ. We believe that nuclease activity
in this group must be inherent, provided by seminal
components such as the prostate and seminal fluid.

While in humans to our knowledge nuclease
activity has not yet been evaluated in different
constituents of semen, in animals it was observed
that nuclease activity in bulls is higher in prostatic
fluid and epididymal sperm.2* In mice it is higher in
ejaculate than in the epididymis.?! Therefore, levels
of nuclease activity in each component of semen are
different and vary by species.

On one hand when nuclease activity in the AZ
group was compared to that in other groups of pa-
tients and donors, significantly decreased activity
was observed. On the other hand the correlation
between total nuclease activity and sperm count was
slight (table 3). Furthermore, this correlation

100.00

80.00

60.00

40.00

20.00-

SDF% (Sperm DNA fragmentation)

0.00

Fertiledonors SN~ AsZ Tz ATZ  AZ

Figure 3. Alkaline (light gray bars) and neutral (dark gray bars)
Comet assay SDF in clinical groups.

increased when determined only in the ATZ and TZ
groups, which had abnormal sperm morphology
(r = 0.317, p <0.045). These facts indicate that
higher nuclease activity could have a sperm endoge-
nous origin due to damaged and dead sperm rather
than an exogenous origin. In a previous study in
which qualitative nuclease activity was found
endogenous and exogenous nuclease origins were
also identified.?? However, the methodological
approach in the current series did not enable us to
quantitatively differentiate between nuclease activ-
ities. It could be interesting to find different
involvement in sperm DNA fragmentation by differ-
entiating endogenous from exogenous nucleases.

Nuclease Activity in Seminal Plasma Corrected by
Sperm Count and Correlated with Variables

When nuclease activity in infertile patients was
corrected by sperm count, nuclease activity
increased as more sperm parameters were altered
(fig. 2, B). The SMN and fertile donor groups had
similar nuclease activity, indicating that nuclease

Table 3. Correlations between nuclease activity and variables

No. Kunitz U/Sperm

No. Kunitz U Count
Spearmanr  p Value Spearmanrt  p Value

% Comet assay SDF:

Alkaline 0.046 0.677 0.315* 0.004

Neutral _ 0.152 0.168 0.042 0.704
Sperm count (10%/ml) 0.224* 0.030 09351 <0.001
% Sperm motility

Progressive e0.127 0.249 e0.433t <0.001

Nonprogressive 0.060 0.589 e0.6041 <0.001

Immotile 0.052 0.640 05351 <0.001
% Vitality e0.094 0421 e0.360" <0.001
% Sperm morphology:t

Normal e0.468 0.000 e0.458 <0.001

Abnormal 0.417 0.000 0.463 <0.001

*Significant carrelation (p <0.05).
1 Significant correlation (p <0.01).
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Figure 4. ROC curve of infertility status of nuclease activity
corrected by sperm count Kunitz U (black curve), and percent
SDF of alkaline (dark gray curve) and neutral (light gray curve)
Comet assays. Diagonal line represents reference line.

activity is vrelated to alterations in semen
parameters.

Patients in whom sperm morphology as well
as motility were affected showed higher levels of
nuclease activity by sperm count (table 2). In these
groups the contribution of endogenous nuclease
would be higher than in the remaining groups.
This fact is in agreement with the idea that loss
of membrane integrity caused by ROS would be
needed to degrade DNA through the nuclease
pathway.2%26

Moderate and statically significant correlations
were observed of seminal plasma nuclease activity
by sperm count with motility and morphology
(table 3). These correlations agreed with the find-
ings of other studies related to an apoptosis-like
process with DNA fragmentation, motility and
morphology of spermatozoa.?”

Moreover, statistically significant correlations
were found between nuclease activity, and alkaline
SDF and vitality. Therefore, the presence of nucle-
ases in seminal fluid is most associated with an in-
crease in ssSDF. A plausible explanation could be
that nucleases are released from dead or defective
sperm cells that show extensively damaged DNA
produced by ROS. Once in the fluid the nucleases
could degrade free external DNA. This would also
explain the lack of correlation with the sperm count
as well as the lower value in the normal semeno-
gram group.

In addition, dsSDF measured by the neutral
Comet assay revealed no correlation with nuclease
activity, suggesting that dsSDF and seminal plasma
nuclease activity are not related. Thus, dsSDF could
be more associated with the action of a nonreleased
endogenous nuclease than of an external nuclease.
This type of DNA damage could have a physiological
role because it would be needed for proper replace-
ment of protamines by histones after fertilization.
Moreover the ability of the machinery of the oocyte/
early embryo to repair this type of damage is not
related to fertilization. In fact the neutral Comet
assay showed no association with male infertility.2®

Sperm DNA Fragmentation

In the current study specific SDF profiles are pro-
vided not only for the ATZ group, which we previously
studied,'® but also for semen samples from infertile
patients in the SMN, ASZ and TZ groups. They
showed an increasing incidence of DNA damage
(ssSDF) when more semen parameters were altered.
Moreover, while dsSDF measured by the neutral
Comet assay revealed high values in some fertile
controls and infertile groups, ssSDF by the alkaline
Comet assay demonstrated higher values only in
infertile patient groups, indicating poor prognosis for
pregnancy. This is in agreement with previous
results.'>%

We found great variability in dsSDF in fertile
donors by the neutral Comet assay, in accord with
previous results of our group showing similar
variability.3®

Infertility Prediction by ROC Curve

According to the predictive power of these assays
the alkaline Comet assay was found to be a good
predictor of male infertility while the neutral Comet
assay had no relation to pregnancy but rather was
related to the miscarriage risk.?° In the current
study a ssSDF threshold value of 52.6% was found
for the alkaline Comet assay. This is in agreement
with previous results from our group,® although
other infertile patients with SMN, ASZ or TZ were
included in the current study.

In this scenario the analysis of nuclease activity
in seminal plasma shows good predictive values
that are useful for diagnosis (ROC AUC 0.705).
However, sensitivity and specificity did not reach
alkaline Comet assay values. Thus, analyzing
nuclease activity in seminal plasma would be useful
to obtain information on etiology and provide better
reproductive counseling.

CONCLUSIONS
Although nuclease activity is considered one of
the critical factors to produce DNA damage, no
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correlation between nuclease activity corrected by
sperm count and SDF measured by the neutral Comet
assay was found. In contrast vitality and SDF

measured by the alkaline Comet assay correlated,
indicating that nuclease activity could have a role in

quality control of the damaged sperm. Moreover
nuclease activity in seminal plasma shows predictive

potential considering its possible use as a parameter
complementary to semen analysis. It could improve
the diagnosis of idiopathic male infertility.
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Abstract: Seminal plasma proteomics studies could represent a new approach for the determination
of molecular elements driving male infertility, resulting in a better male infertility characterization.
The aim of this study is to investigate proteomic differences in seminal plasma samples from fertile
and infertile individuals. For that, semen samples were selected according to semen analysis,
clinical pathology, and values of sperm DNA fragmentation (alkaline and neutral Comet assay and
Sperm Chromatin Dispersion test). A total of 24 seminal plasma samples classified in four groups
were processed: fertile donors (FD), recurrent miscarriage patients (RM), asthenoteratozoospermic
patients (ATZ), and asthenoteratozoospermic patients with varicocele (ATZ-VAR). Results obtained
by 2D-differential gel electrophoresis (2D-DIGE) revealed 26 spots significantly increased in fertile
donors when compared to patient groups. Also, eight spots in the ATZ group and two in the
ATZ-VAR group were decreased compared to the other groups. Twenty-eight proteins were identified
by mass spectrometry (MS), most of them involved in metabolic and cellular processes and with a
catalytic or binding function. Protein—protein interactions through Search Tool for the Retrieval of
Interacting Genes/Proteins (STRING) tool suggest that a large part of them were associated with each
other. Furthermore, most of them were associated with ubiquitin C, indicating that it could play an
important regulation role, resulting in a potential male infertility biomarker.

Keywords: seminal plasma; 2D-DIGE; sperm DNA fragmentation; biomarkers; male infertility

1. Introduction

Infertility is a disease involving both male and female partners with an approximate incidence
of 7-15%, and male factor is involved in about half of the cases [1]. Traditionally, the approximation
to male infertility issues has relied on basic semen analysis, including sperm concentration, motility,
and morphology, but for many couples, these analyses are inconclusive to determine their reproductive
potential [2]. To select patients for a treatment with In Vitro Fertilization (IVF) or Intra-Cytoplasmic
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Sperm Injection (ICSI) semen analysis is used because there is a correlation between morphology of
sperm and success with IVF and ICSI. Even so the most effective treatments are those that combine other
sperm function tests [3]. Advances in the last decade have shown that sperm DNA integrity may be a
good approximation to the sperm natural reproductive capacity and a potential predictor of embryonic
development, becoming a suitable marker for male infertility [4,5]. Sperm DNA fragmentation (SDF)
can be analyzed using different direct and indirect methodologies, as Terminal deoxynucleotidyl
transferase dUTP nick end labeling (TUNEL), Comet assay, Sperm Chromatin Dispersion (SCD)
test or Sperm Chromatin Structure Assay (SCSA), among others. The respective advantages and
disadvantages of these different methods have been widely reviewed by multiple authors [6-8]. Despite
the effectiveness of SDF testing for the prediction natural fertility and intra-uterine insemination
outcomes, current scientific evidence is has not reached a consensus regarding if SDF is associated to
pregnancy rates after ICSI cycles [9], the fact that is probably associated with a lack of standardization
of some methodologies among laboratories around the world [9-11]. Also, this lack of consensus may
also be explained by the oocyte DNA repair capacity, which is related to women’s age [12]. In fact,
younger women suffer less implantation failures after IVF cycles [13].

Different intrinsic origins for DNA fragmentation in spermatozoa have been proposed over the
years and also reviewed at different works [14-16]. First, the abnormal chromatin condensation during
spermiogenesis [17], second, the consequence of sperm apoptosis-like [18], and finally, the imbalance
of reactive oxygen species and antioxidant capacity [14,19]. Moreover, exogenous factors such as
radiations infections, recreational drugs, heat stress, pollution, or the presence of varicocele affectation
may also cause oxidative stress, leading to genetic damage that can be produced at different stages
of spermatogenesis [20]. Finally, iatrogenic DNA damage caused by sample manipulation prior to
performing Assisted Reproductive Technology (ART) is a source of potential breaks [21].

Varicocele is the most common cause of correctable male infertility, with an incidence about 40%
of infertile men [22]. The dilatation of the pampiniform plexus is the main affectation of varicocele,
causing a blood reflux that leads to an increase of the local temperature at the testis area, all leading to
an increase of reactive oxygen species (ROS) and a decrease of antioxidant protection [23]. ROS has
been shown to be higher as varicocele grade is worse, leading to a fertility reduction and an increase of
DNA damage in affected men [24,25].

After meiosis and spermiogenesis, processes through which spermatogonia lead to differentiated
sperm cells, the epididymis is the compartment where sperm maturation takes place, leading to
the acquisition of motility and the ability to fertilize an oocyte. Despite the importance of studying
these epididymal processes, the assessment of the human epididymis requires invasive procedure.
In this sense, the molecular analysis of seminal plasma has been defined as a good approximation for
this purpose [26]. It is known that sperm cells only constitute less than 10% of the semen volume,
corresponding the remaining 90% to seminal plasma [27]. Seminal plasma (SP) is loaded with proteins
that arise from secretions of seminal vesicles (~65% of semen volume), prostate (~25%), testes and
epididymis (~10%), and bulbourethral and periurethral glands (~1%) [28]. The main functions of
SP components are crucial for the natural reproductive success, as they have a role in regulating
the capacitation process, in modulating the immune response and in the interaction and fusion of
gametes [29]. Currently, studies analyze SP as a mirror of the estate of accessory glands, testing
biochemical parameters like zing, citric acid, and acid phosphatase in prostates secretions, fructose and
prostaglandins in seminal vesicle, and neutral alpha-glycosidase in epididymis [30].

Protein content studies have been performed on SP since 1942 [31]. Recently, the potential
of proteomic techniques allow a comprehensive study of the protein profile to compare different
estates, enabling the discovery of new and non-invasive biomarkers for diagnostic and treatment
procedures [32]. One of the first studies of differential proteomics in SP conducted by Starita-Geribaldi
and colleagues [33] compared the proteomic profile of SP samples from fertile individuals, vasectomized
and azoospermic individuals, showing potential diagnostic markers of spermatogenesis impairment.
Further studies also pursued this aim, by comparing SP protein expression profile of fertile men



Int. J. Mol. Sci. 2020, 21, 5046 30f 15

compared to azoospermic patients [34], by characterizing the protein profile of a healthy individual [35],
and by comparing SP from patients with idiopathic fertility and those subjected to assisted reproduction
treatments [36]. None of these previous studies took into account the sperm chromatin status for the
sample classification prior the analysis of SP and, to the best of our knowledge, only few proteomic
studies have been conducted to date has been conducted in samples with a known SDF [37,38].

In order to identify alternative and non-invasive biomarkers that allow diagnosing specific etiologies
of male factor infertility, in the present work we conducted a 2D-differential gel electrophoresis (2D-DIGE)
approach to detect differential expression of SP proteins among four different groups of samples classified
according their clinical status and characterized according semen analysis and DNA integrity.

2. Results

2.1. Sperm DNA Fragmentation

The analysis of sperm DNA fragmentation and the DNA degraded sperm (DDS) lead to the
classification of homogeneous groups of samples: fertile donors (FD), recurrent miscarriage patients (RM),
asthenoteratozoospermic patients (ATZ), and asthenoteratozoospermic patients with varicocele (ATZ-VAR);
defined in Materials and Methods section. Overall results of each group are described in Table 1.

Table 1. Percentage of spermatozoa showing DNA fragmentation assessed by the Comet assay and
Sperm Chromatin Dispersion (SCD) test (mean + standard deviation).

Group and Pathology SDF SDF DDS
(Alkaline Comet) (Neutral Comet) (SCD Test)

Group FD (n = 6) 23.53 + 10.46 12.36 + 4.31 <0.33

Group RM (n = 6) 36.73 +£16.42 62.74 +£12.47 <0.33

Group ATZ (n = 6) 67.29 +12.66 74.29 + 591 <0.33

Group ATZ-VAR (n = 6) 71.22 £5.91 86.59 + 11.83 >0.33

2.2. Analysis of Differentially Expressed Proteins Using 2D-Differential Gel Electrophoresis (2D-DIGE)

The quantitative comparison of seminal plasma proteome profile among all groups analyzed
highlighted 96 differentially expressed protein spots (two-fold variation or more in expression, p < 0.05).
Among them, 26 spots were differential expressed between FD group and all infertile groups, 22 spots
were up-regulated and four spots were down-regulated. Eight spots showed up-regulated differential
expression in ATZ group respect other groups. Two spots showed down-regulated differential
expression between ATZ-VAR group and other groups. RM group showed differential expression
in two spots with FD group. A representative 2D-DIGE gel image as example of the gel quality and
sample complexity is shown in Figure 1.
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Figure 1. Distribution spots of differentially expressed proteins from seminal plasma samples among
fertile and patients group. Representative image in fluorescence difference gel electrophoresis (DIGE)
(a) and in silver stained (b).
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2.3. Identification of Differentially Expressed Proteins Using Mass Spectrometry (MS)

Out of 96 differentially expressed spots, 42 spots were analyzed by matrix-assisted laser desorption
ionization time-of-flight (MALDI-TOF) mass spectrometry (MS) and liquid chromatography with
tandem mass spectrometry (LC-MS/MS). From them, 32 spots could be identified, representing
28 different proteins (Table 2). In some cases, spots contained more than one protein and in other cases,
different spots represented the same protein, facts that are explained by post-translational modifications.
Examples of them are the Prostate-Specific antigen (five spots), Clusterin (six spots), Albumin
(four spots), etc. The most pronounced changes in protein levels were detected for Prostate-Specific
antigen with a fold change (15-fold, p < 0.01), Annexin A3 (9.9-fold each, p < 0.01), and Clusterin
(4.2-fold each, p < 0.01).

Table 2. Proteins with differential expression in seminal plasma from fertile donor group vs. patient
groups analyzed.

Uniprot Fold-Change
Group and Pathology Protein Name Symbol Accession
Number RM ATZ  ATZ-VAR
N(G)N(G)-dimethylarginine DDAHI_HUMAN 094760 20 27 22
dimethylaminohydrolase 1
Annexin A3 ANXA3_HUMAN P12429 0.022  0.946 0.021
Clusterin CLUS_HUMAN P10909 13.1 11.7 2.0
Prostaglandin-H2 D-isomerase PTGDS_HUMAN P41222 2.3 2.6 2.6
Semenogelin-1 SEMG1_HUMAN P04279 28 1.5 2.7
Beta-2-microglobulin B2MG_HUMAN Q91966 3.7 25 25
Prostate-specific antigen KLK3_HUMAN P07288 15.0 114 22
Protein-glutamine gamma-glutamyltransferase 4 ~TGM4_HUMAN P49221 3.8 4.1 4.4
cDNA FLJ78262, highly similar to Homo sapiens
semenogelin T (SEMG2), mRNA A8K6Z6_HUMAN ABK6Z6 4.6 5.0 39
Group 1: FD (n = 6) cDNA FLJ75803, highly similar to Homo sapiens
cysteine-rich secretory protein 1 (CRISP1), A8K8Y2_HUMAN A8K8Y2 1.9 2.5 1.8
transcript variant 1, mRNA
Prostatic acid phosphatase PPAP_HUMAN P15309 20 2.7 22
Ankyrin repeat domain-containing protein
SOWAHA SWAHA_HUMAN Q2M3V2 3.7 25 25
Serine/threonine-prote.ir\ phosPhatase PP1-beta PP1B_HUMAN P62140 20 27 22
catalytic subunit
Epididymal secretory protein E3-beta EP3B_HUMAN P56851 22 22 2.6
Albumin F6KPG5_HUMAN F6KPG5 4.2 2.7 4.7
. . Apolipoprotein
Apolipoprotein E E (Fragment) D9ZB55 1.9 2.5 18
cDNA, FLJ92074, highly similar to Homo sapiens
progestagen-associated endometrial protein
(placental protein 14, pregnancy-associated B2R4F9_HUMAN B2R4F9 54 3.6 29
endometrial alpha-2-globulin, alpha uterine
protein) (PAEP), mRNA
RM ATZ  ATZ-VAR
Group 2: normal semen Creatine kinase B-type KCRB_HUMAN P02787 13 23 22
analysis (FD and RM) vs. Gastrisin PEPC_HUMAN P20142 1.7 2.0 21
abnormal semen analysis Actin, cytoplasmic 1 ACTB_HUMAN P60709 1.0 1.8 19
(ATZ and ATZ-VAR) Fibronectin 1 (FN1) QUUQS6_HUMAN  Q9UQS6 12 20 20
RM ATZ FD
Serotransferrin TRFE_HUMAN P02787 13 1.1 25
Prolactin-inducible protein PIP_HUMAN P12273 13 14 22
Group 3: ATZ vs. other Beta-actin F1BXA6_HUMAN F1BXA6 1.3 14 22
groups Neutrophil defensin 1 DEF1_HUMAN P59665 1.3 14 22
Cystatin-S CYTS_HUMAN P01036 24 2.7 44
Alpha-1-antitrypsin A1AT_HUMAN P01009 1.5 1.9 22
RM ATZ FD
Group 4: ATZ-VAR vs. Aminopeptidase N AMPN_HUMAN ~ P15144 31 25 20

other groups
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2.4. Functional Classification of Protein and Protein-Protein Interaction Network

The functional classification of identified proteins was based on Gene Ontology (GO), using
PANTHER 8.0 bioinformatics software platform), which reveals the different functions, processes
and cellular localization of the proteins involved. The classification based on cellular localization
(Figure 2a) showed that the majority of proteins are presented at extracellular (41.7%) and matrix
(8.3%) regions. The classification based on cellular function (Figure 2b) revealed that a large majority
of proteins are involved in catalytic activity (42.9%) followed by binding activity (28.6%), enzyme
regulator activity (14.3%), structural molecule activity (7.1%), receptor activity (3.6%), and transport
activity (3.6%). Regarding biological process classification, proteins are involved in metabolic processes
(24.2%), cellular localization (14.5%), cellular processes (12.9%), and reproduction (9.7%) (Figure 2c).

@
Cellular Component
=Cell part matrix region complex  Organelle
16,7%
Extracellular matrix
8,3%
16,7%
(b)
Molecular function
®Molecular function ®Binding Ecatalytic activity
HEnzyme regulator activity “Receptor activity HStructural molecule activity

“Transporter activity

3,6%

Biological Process

= Apoptotic process ®Biological adhesion
=Biological regulation = Cellular component organization or biogenesis
" Cellular process " Developmental process
=Growth =Immune system process
BLocalization BMetabolic process
Multicellular organismal process Reproduction

Response to stimulus

1,6% 32%

Figure 2. Classification of the differential proteins according to their (a) cellular component, (b) molecular
function, and (c) biological process, by using the information available at the Panther Web site.
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To create protein-protein interaction network for identified seminal plasma proteins, Search Tool
for the Retrieval of Interacting Genes/Proteins (STRING) software was used. The generated network
shows the proteins as nodes that are linked through edges. During the search, most of the proteins were
clustered into pathways (Figure 3a). Moreover, looked a second level shell, the most highlight is that
many of the differential expressed proteins identified in this study interact with Ubiquitin C (Figure 3b).
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Figure 3. Search Tool for the Retrieval of Interacting Genes/Proteins (STRING) Network nodes among
identified proteins (a) and in a second shell (b).
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3. Discussion

The use of 2D-DIGE in quantitative proteomics allows the analysis of multiple study groups
within the same experimental design. In the present study, this advantage has been used to investigate
and compare the seminal plasma protein profile of fertile and infertile males, classified according
their clinical status and with well-defined DNA damage and semen analysis parameters. Then, the
singularity of the present study remains on this strict definition of homogeneous groups, performed
here for the first time (Tables 1 and 3).

Both motility, morphology, and DNA damage are parameters that help in the diagnosis of the
infertile male. In this sense, recent studies using Comet assay provide information about different types
of DNA breaks (single- and double-stranded). This distinction is important since our previous studies
demonstrated that single stranded DNA damage is caused by oxidative stress and to the capacity of
achieving a natural pregnancy, while double stranded DNA breaks are enzymatic and related to a
higher risk of recurrent miscarriage [8,39]. In this sense, the DNA damage data obtained for the donors
and patients included in the present study fit the specific profiles of single- and double-stranded DNA
breaks defined previously [40].

Varicocele is a common cause of male infertility, through the increase of oxidative stress, varicocele
patients present affectations in sperm function, leading to altered semen parameters and DNA
damage [24]. SCD test allows for to distinguish varicocele patients from infertile patients without
varicocele, through the evaluation of the percentage of the total degraded DNA sperm respect total
SDF [41]. In the present study, ATZ patients with varicocele also show this profile with high DDS,
presenting differences to those patients without varicocele. Surgical varicocelectomy is at the present
moment the most effective treatment for varicocele treatment, and different studies have shown that
the affected parameters are recovered afterwards [42,43].

In the present study, we took advantage of the proteomics strategy combined to a characterization
of homogeneous groups, and we have found 17 proteins with differential expression in FD in comparison
to infertile patients the other patients groups analyzed (Table 2).

On one hand, most of these proteins were described before like Prostate-Specific Antigen,
Annexin A3, Clusterin, Prostaglandin-H2 D-isomerase, Protein-glutamine gamma-glutamyltransferase
4, Prostatic acid phosphatase, Apolipoprotein E, Glycodelin, semenogelin II, Epidydimal secretory
protein E3-beta, Beta-2-microglobulin, CRISP1, and Albumin [37,44-46]. PSA is a protein whose
expression was found significantly increased in FD in front of the other analyzed patient groups. PSA is
known to be responsible for carrying out the liquefaction process in semen, releasing sperm motility
active entangled to achieve to reach the egg to fertilize. Also, previous studies found that men with
reduced sperm motility had low levels of PSA in the seminal fluid [47,48]. It has also been reported
that PSA may have a higher impact on sperm function and fertility due to its role in semenogelins and
fibronectin fragmentation [49]. In fact, both proteins are also expressed differentially in the groups
studied. Our results, however, are in disagreement with these previous proteomic studies showing a
higher expression of PSA in infertile individuals [46,50], fact that could be explained by the presence of
different isoforms of the protein [51].

On the other hand, we describe here for the first time, differences in SP (G),N(G)-dimethylarginine
dimethylaminohydrolase 1 (DDAHL1), Serine/threonine-protein phosphatase PP1-beta catalytic subunit,
and Ankyrin repeat domain-containing protein SOWAHA. DDAHI is a protein that acts as a regulator
of the generation of nitric oxide that it is involved in a wide range of biological processes [52].
In reproduction, while sustained concentrations of nitric oxide is a necessary compound to achieve
capacitation, allowing acrosome reaction and sperm-oocyte interaction [53], it has been reported that
high concentrations of nitric oxide play a detrimental effect on sperm motility and sperm function,
since the formation of nitrogen radicals and inhibit cell respiration with the consequence of energy
loss, and drive protein modifications, membrane lipid peroxidation and DNA fragmentation [54,55].

As expected, differentially expressed proteins between those subjects with normal sperm motility
and morphology (FD and RM) and those with abnormal values (ATZ and ATZ-VAR) were found
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(Table 2): ACTB, KCRB, PEPC, and FN1. In fact, it is well known that these proteins are involved in
motility and energy functions, and our results also support their role in the motility and morphology
of sperm.

For ATZ samples, an overexpression of the following six proteins has been observed in comparison
to other groups: Cystatin-S, Neutrophil defensin 1, Beta-actin, Prolactin-inducible protein (PIP),
Alpha-1-antitrypsin, and Serotransferrin (Table 2). The ontology functional analysis revealed that PIP
has an endopeptidase activity interacting with other proteins like fibronectin, actin, keratin, myosin,
and albumin [56]. Also previous studies showed that they are related to male infertility and to
poor sperm quality [57], and found them upregulated in samples with elevated ROS, azoospermia,
and asthenoteratozoospermia [34,46,58].

For ATZ-VAR group, Aminopeptidase N (AMPN) was found differential and downregulated
protein expression (Table 2). This multifunctional enzyme is involved in sperm regulation and
fertility, as previous works have shown that increased AMPN affects sperm motility and early
embryo development in mouse [59,60], also acting as a regulatory factor in angiogenesis in the female
reproductive system [61].

The fact that most of the proteins analyzed here are involved in metabolic processes and catalytic
function (Figure 2) suggests that SDF from the analyzed groups is mostly caused by oxidative damage.
It is well known that non-fertile sperm present deregulation of proteins involved in metabolism, energy
production, leading to high ROS, causing the aforementioned detrimental effects [38,62]. Also, it is
noteworthy that post-translational modifications occur before proteins are poured into seminal fluid,
since we have found similar proteins at different spots. These post-translational modifications, including
ubiquitination, phosphorylation, acetylation, sumoylation, and others, may have an important role
in sperm due to its transcriptional and traductional inactivity, thus helping in the regulation protein
stability and activity both in physiological and pathological states [63]. Interactions among differential
proteins identified in the present study provide a substantial confirmation that ubiquitin C might indeed
be involved in sperm fertility regulation (Figure 3a,b). Ubiquitin is known to play a role in regulating
multiple cellular pathways by linking a variable number of ubiquitin chains at different protein
positions in targeted proteins [64]. In reproduction, it has been described to have a role in fertilization
by marking defective sperm, remodeling plasma membrane in capacitation, in acrosome reaction,
in promoting sperm—oocyte interaction and in paternal mitochondrial inheritance [65]. Also, studies
showed the presence of ubiquitinated sperm cells in samples with DNA fragmentation, suggesting a
role in semen quality control [66,67].

Table 3. Characteristics of patients for 2D-differential gel electrophoresis (2D-DIGE) analysis selected
by pathology, DNA degraded sperm (DDS), and Sperm DNA fragmentation (SDF) values !, measured
by SCD test and Comet assay, respectively.

Group and Pathology DDS SDF SDF
(SCD Test) (Alkaline Comet) (Neutral Comet)

FD (n=6) <0.33 <45% <50%

RM (n =6) <0.33 <45% >50%

ATZ (n=6) <0.33 >45% >50%

ATZ-VAR (n = 6) >0.33 >45% >50%

! For DDS, the cut-off value for varicocele patients is 0.30 [41]. The cut-off value for alkaline Comet assay is
45% of SDF and for neutral comet assay is 50% of SDF [68].

In summary, the present study identifies for the first time a differential protein expression in SP
in different groups homogeneously defined by pathology, semen analysis and DNA fragmentation.
The proteomic data by 2D-DIGE confirm the different expression of 28 proteins as potential biomarkers
of infertility. Overall, the present data suggest that major proteins are involved in energy metabolism,
catalytic function and have an extracellular location. Indeed, the present results strongly support
the interaction between the differential proteins and ubiquitin C role in degradation of those that are
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defectives. Further experiments might explore the use of the detected proteins as potential prognostic
markers of infertility and ART outcomes.

4. Materials and Methods
4.1. Semen Samples and Sperm DNA Fragmentation

4.1.1. Samples and Study Design

Semen samples have been collected from six fertile donors and 18 infertile patients. All samples
were collected by masturbation after 2-5 days of recommended abstinence. Written informed consent
was obtained for all patients and the hospital ethical committee approved the present study on
2 September 2017 with registration number 2017902 and all methods were carried out in accordance
with the Code of Ethics of the World Medical Association (Declaration of Helsinki) guidelines and
regulations. The inclusion criteria for the study enrollment was to belong to one of the clinical groups
defined for the study: Fertile donors, recurrent miscarriage patients with at least 2 miscarriages, and
infertile patients without or with varicocele. Infertility has been defined by the WHO as the inability to
achieve a clinical pregnancy in 12 months of unprotected relationships. No exclusive criteria were
defined regarding smoking, drinking, the use of recreational drugs, etc.

After the collection of semen samples, seminal plasma was separated from sperm fraction and
kept until sample groups were established. Basic analysis of sperm, including concentration, motility,
and morphology, was performed following WHO guidelines and thresholds. Sperm DNA damage
analysis through SCD, alkaline Comet and neutral Comet were performed following the protocols
described below with the aim of defining homogeneous groups of samples that would be subjected to
proteomic studies.

Then, SP samples were categorized in four groups according pathology, basic sperm analysis and
DNA status, taking into account the threshold values summarized in Table 3:

1. Fertile Donors (FD), including samples from six fertile donors who presented normal semen
analysis, low DNA degraded sperm (DDS), low SDF by alkaline and neutral Comet assay.

2. Recurrent Miscarriage (RM), including samples from six recurrent miscarriage patients without
female factor, who presented normal semen analysis (sperm count, motility and morphology),
low DDS, low SDF by alkaline and high SDF by neutral Comet assay.

3. Asthenoteratozoospermic infertile patients without varicocele (ATZ), including samples from six
ATZ patients, with low DDS, high SDF by alkaline and neutral Comet assay.

4. Asthenoteratozoospermic infertile patients with varicocele (ATZ-VAR), including samples from
six ATZ patients with varicocele, with high values of DDS and SDF for both Comet assays.

4.1.2. Semen Collection, Basic Semen Analysis, and Cryopreservation

After liquefaction, routine semen analysis was performed according to WHO (2010) and,
subsequently, the semen was divided into two aliquots; 500 uL of unprocessed semen sample
was cryopreserved with Test yolk buffer (14% glycerol, 30% egg yolk, 1.98% glucose, 1.72% sodium
citrate), and 500 uL was centrifuged at 13,300 g for 20 min at 4 °C, the resulting supernatant being
aspirated and stored at —80 °C until use for 2D-DIGE.

4.1.3. DNA Integrity Tests: SCD, Alkaline Comet and Neutral Comet

SCD and Comet assays have a common first steps that comprise sperm thawing for 30 s at 37 °C,
washing three times in PBS (phosphate-buffered saline), adjusting the concentration at 10° sperm/mL,
mixing sperm sample with low melting point agarose 1% (Sigma Aldrich; St Louis, MO, USA) at 1:2
ratio, and jellifying the mixture in a pre-treated slide for gel adhesion at 4 °C for 5 min.
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After, the coverslips were carefully removed and alkaline and neutral Comet assays and SCD
test were performed according the protocols described before for Comet assay [40], and in the
manufacturer’s instruction for SCD.

The assessment of fragmented and non-fragmented sperm cells were conducted by the assessment
of 500 sperm previously dyed with antifade DAPI Slowfade Gold (Invitrogen; Eugene, OR, USA)
and under the epifluorescence microscopy. For Comet assay, the classification of fragmented or
non-fragmented sperm and the cut-off values for alkaline and neutral Comet assay were described
by our research group [40]. For the assessment of the DNA degradation index (DDS), SCD test was
performed according to the manufacturers’ instructions of the Halosperm Kit (Halotech DNA; Madrid,
Spain). Degraded sperm (DDS), besides not having haloes, were characterized by the presence of a
faint and/or nonuniformly stained chromatin core. DDS index was calculated as the proportion of
degraded sperm in the whole population of sperm with fragmented DNA, the cut-off value was 0.33 or
above [41].

4.2. Proteomic Analysis of Seminal Plasma

4.2.1. Sample Preparation for 2-D DIGE

SP proteins were precipitated by 2-DE Clean-Up kit (GE Healthcare, Chicago, IL, USA),
resuspended in a buffer containing 7 M urea, 2 M thiourea, 40 mM Tris, 4% w/v CHAPS, pH 8.5 and
finally stored at —80 °C until use. A RC DC Protein Assay Kit (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) was used
to determine protein concentration of samples.

4.2.2. Protein Labeling with CyDye DIGE

Protein labeling was performed as previously described [69]. A pairwise comparison was
performed among the four groups of study. In brief, each group were differentially labeled at a
concentration of 400 pmol of CyDye DIGE fluors (Cy3 or Cy5) per 50 g of protein for 30 min in the
dark at 4 °C. To eliminate variations between gels an internal standard composed by a pool of all
samples (fertile and infertile patients) and labeled with Cy2 was used. Finally, the same amounts of
Cy3, Cy5, and the standard with Cy2 were mixed to run on the gels.

4.2.3. Two-Dimensional Gel Electrophoresis

Immobiline Dry strips 24 cm, pH 3-10 (GE Healthcare) were rehydrated overnight in 450 pL of
buffer (7M urea, 2 M thiourea, 2% w/v CHAPS, 0.5% v/v IPG pH 3-10 buffer, 50 mM DTT, 1.2% v/v
DeStreak (Sigma)) and were loaded with one hundred and fifty micrograms of protein. The first
dimension of isoelectric focusing was run on an IPGphor EF System (GE Healthcare, Chicago, IL, USA).
Optimal protein focusing was achieved by starting at 300 V for 5 h, followed by a two steps at 1000 V
for 6 h and 8000 V for 3 h. in the gradient and focusing from 8000 to 56,000 V/h. Strips were stored at
—80 °C. Before second dimension, the strips were thawed and equilibrated in two steps for 15 min
each, first buffer (50 mM Tris-HCI, 30% v/v glycerol, 6 M urea, 10 g/L DTT, 2% w/v SDS, and 0.01% w/v
bromophenol blue, pH 8.8), the second also contained 2.5% iodoacetamide. The second dimension was
performed by 12% polyacrylamide gels. Strips were loaded onto the gels and sealed with a solution of
0.5% agarose (w/v) containing a trace of bromophenol blue. The gels were run on the Ettan DALT VI
(GE Healthcare, Chicago, IL, USA) at 2,5 W/gel for 30 min followed by 12 W/gel till the bromophenol
blue dye front reached the bottom of the gel at 20 °C.

All gels were scanned using a Typhoon image scanner 9410 (GE Healthcare, Chicago, IL, USA) at
three different emission/excitation wavelengths, namely, 488/520, 532/580, or 633/670 nm and silver
stained was carried out using a standard protocol for MS analysis. After scanning, the 2-D DIGE
images were analyzed with the software Progenesis SameSpot (Nonlinear Dynamics, Newcastle, UK).
Volumes of individual spots were normalized against the total volume of all the spots in the gel. Spot
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volume ratio change with p < 0.05 and having an absolute fold change greater than two were criteria
for MS identification of abundance differences.

4.2.4. Spot Picking and In-Gel Digestion for MS Analysis

MS was performed as described previously [69]. Gels were stained with silver and then the
spots selected for analyses were manually excised and digested using an automatic device (DigestPro
MS, Intavis). The processing involved reduction with dithiothreitol (DTT), derivatization with
iodoacetamide (IAA), and enzymatic digestion with trypsin (37 °C, 8 h). The resulting peptide mixture
was spotted on a MALDI plate and analyzed using a MALDI-TOF/TOF MS (ABI-Sciex 4800). For each
sample one MS spectra was obtained. The MALDI-TOF spectra were interpreted by database search
(Mascot, Matrix Science) with a significance threshold of the Molecular Weight Search (MOWSE) score
of p < 0.05. All identifications were manually validated. The database used for identification was
SwissProt restricted to human proteins.

Each unidentified spot was reanalyzed by LC-MS/MS. Proteins were dissolved using a buffer
containing urea and DTT. The extract was derivatized with iodoacetamide and digested according to
internal protocols. The tryptic extracts were analyzed by LC-MS/MS in data-dependent mode. The MS
system used was a Velos LTQ (ThermoFisher, Waltham, MA, USA) equipped with a microESI ion
source. The tryptic extracts were diluted to 20 uL with 5% methanol with 1% formic acid and loaded
into a chromatographic system (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA). The Velos LTQ was
operated in the positive ion mode with a spray voltage of 2 kV. The scan range for full scans was
m/z 450-2000.

4.2.5. Protein Identification

The obtained mass spectra were subjected to a Mascot search engine. Probability-based protein
identification was performed by searching sequence databases using mass spectrometry data with
0.8 Da peptide tolerance, two miss-cleavages, carbamidomethylation and methionine oxidation as
variable modifications. Protein annotation was performed by using the Uniprot database.

4.2.6. Functional Enrichment Analysis

Analysis by PANTHER database (Protein Analysis Through Evolutionary Relationships, http:
//pantherdb.org) was used to determine the percentage of proteins from our dataset involved in the
“molecular function”, “biological process” and “cellular component”. The obtained PANTHER data
was further analyzed, and graphs were prepared using MS Excel 2007.

STRING database (version 8.3; http://string.embl.de/) was used to identify the protein-protein

interaction network to show the interactions of identified proteins with a specific group of molecules.
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Abbreviations

2D-DIGE 2D-Differential Gel Electrophoresis

SP Seminal Plasma

SDF Sperm DNA Fragmentation

FD Fertile Donors

ATZ Asthenoteratozoospermic Group

ATZ-VAR Asthenoteratozoospermic with Varicocele Group

RM Recurrent Miscarriage

SCD Sperm Chromatin Dispersion

MS Mass Spectrometry

DDS Degraded DNA Sperm

ART Assisted Reproductive Technology

ICsI Intra-Cytoplasmic Sperm Injection
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Abstract:

Recurrent miscarriage is the consecutive loss of two or more clinical pregnancy before 20
weeks of gestation, which affects 1% to 5% of women. Despite various identified causes of
miscarriages, there is still a lack of specific biomarkers for the disease to achieve an effective
diagnosis of idiopathic patients. The aim of this study is to identify differences in protein
expression of sperm from fertile donors and unexplained recurrent miscarriage patients, both
before and after oral treatment with antioxidants. Bioinformatics analysis revealed that largely
differentially expressed proteins (DEPs), localized in cell or in membrane, are involved in
cellular and metabolic processes, also in reproductive function. Protein-protein interactions
among DEPs showed diverse clusters in network edges related to: cellular metabolism,
cytoskeleton and DNA damage. No significant differences were found between recurrent
miscarriage group (RM) and recurrent miscarriage after antioxidant treatment group (RM-OA)
but some proteins ameliorated the changes observed in RM-OA towards fertile donor. Among
them, LMO7, MMP28, NEFH and BNC2. H2B, GPX4 and PRDM2 proteins were found
deregulated and were involved in DNA damage, remodeling and repairing DNA in sperm
nucleus, also decondensing paternal DNA in the embryo, respectively.

Keywords: sperm; recurrent miscarriage; sperm DNA fragmentation; proteomics; male
infertility.

1. Introduction

Pregnancy loss, which is the interruption of a pregnancy after fertilization is a common
issue in human reproduction, reaching nearly 50% of embryos generated '*. Pregnancy loss can
happen before the embryo is successfully implanted in the uterus, between embryo
implantation and the recognition of biochemical pregnancy, or when pregnancy is clinically
recognized through heartbeat. In the two first situations, the pregnancy loss cannot clinically be
differentiated from infertility, and in the third, a miscarriage occur. Miscarriage is the most
serious complication of a recently achieved pregnancy, representing the loss of the fetus before
it has reached viability to be born. Studies have reported an approximate incidence of about
15%, and it has been quoted that between 25% and 50% of women experience miscarriages



during her reproductive life *°. Miscarriages may happen spontaneously or in a recurrent

manner. Recurrent miscarriages are defined as two or more consecutive clinical pregnancy
losses before reaching the end of the first trimester or early second trimester, and have a lower
incidence of about 1% to 5% couples trying to conceive *°. Since the incidence of recurrent
miscarriage is increased in comparison to the combined incidence of two or three spontaneous
miscarriages, which would be in the range of 0.34% to 2.25%, the physiopathology of recurrent
miscarriage deserves to be studied in depth. Then, multiple studies identified different causes
leading to this disease, which can be classified into genetic abnormalities, structural
abnormalities, infections, endocrine abnormalities, immune dysfunctions, antiphospholipid
syndrome, thrombophilic disorders, or unknown?*®’. Among all them, cytogenetic abnormalities
such as trisomy, polyploidy and monosomy represent the most common affectations, being
reported in at least 50% to 60% of miscarriages®*°. Also, antiphospholipid syndrome happen in
about 15% of women in recurrent miscarriage, being the miscarriage rate up to 90% in women
with the disease .

It is undeniable that both the sperm cell and the oocyte are almost equally responsible for
causing human infertility. Regarding male factors, different reports have shown that
affectations in the sperm DNA can be translated into the embryo, leading to lower embryo
quality, associated to male-factor infertility **. About that, and in relation to miscarriages, two
different origins can be identified in the literature: in one hand, multiple studies have found an
association between miscarriages and sperm DNA integrity affectations analyzed using
different methodologies '**%. These affectations have been related to oxidative stress, being the
main causes of the disease being the increase of reactive oxygen species, which are the major
effectors of sperm DNA damage, or the decrease of natural antioxidant system '**. To reduce
oxidative DNA damage and reactive oxygen species, antioxidant treatments are routinely
applied to human males. Despite it is well known that antioxidants lead to a reduction of
oxidative damage, the Cochrane report on antioxidants for male subfertility shows that no
conclusive results are obtained in this direction yet *. On the other hand, it has been shown that
the presence of double-stranded DNA breaks at the sperm toroid linker regions (TLR) are
associated to a higher risk of recurrent pregnancy loss in couples with unexplained recurrent
miscarriage”?, and to a higher risk of implantation failures in couples undergoing
intracytoplasmic sperm injection (ICSI)®. These specific double-strand breaks remain associated
at the nuclear matrix and, if not repaired in the first stages of embryo development, might cause
genetic defects such as loss of chromosomal fragments or alterations of the genetic code *.

Both of previous approaches are important for the diagnosis and prognosis of recurrent
miscarriage and their contributions may help couples and clinicians by informing about the risk
of miscarriage. However, more specific biomarkers need to be identified in order to better
characterize the upcoming issues in an infertile couple. In this sense, a recent study by Xue et
al,, identified 38 proteins that were significantly altered in recurrent miscarriage patients,
mostly related to metabolic processes, biological regulation and protein binding activities *.
Also, a study by Sutovsky et al.,, identified that patients with high SPTRX3 protein content in
semen are prone to recurrent miscarriage ». Finally, recently it has been reported some seminal
plasma proteins which could be also associated to recurrent miscarriage, as prostate-specific
antigen or clusterin, which were found to be upregulated, and annexin A3, which were found
downregulated *.

The discovery of new biomarkers that specifically establish a relation between human
sperm cells and recurrent miscarriage is of high importance, since assisted reproduction
methods such as ICSI select unique sperm cells to be injected to the oocyte. These new markers
may serve as diagnostic approaches or for the design of new sperm selection methods that
reduce future miscarriages. Then, the main aim of the present work is to use a high-throughput
proteomic approach to identify differences in sperm cells between a cohort of recurrent
miscarriage patients where male factor has been observed and fertile donors. As a secondary



objective, we aimed to determine if antioxidant treatment caused an ameliorative effect to the
differentially expressed proteins.

2. Results
2.1 Sperm DNA fragmentation

Patients included in each of the three groups used for proteomic characterization were
tested for their DNA fragmentation values, double strand DNA damage using neutral Comet
and oxidative DNA damage using alkaline Comet, for all three groups included in this work,
are shown in Table 1

Table 1. Sperm DNA fragmentation (mean + SD) in fertile donors and unexplained RM samples
before and after oral antioxidants treatment.

Group and Oxidative DNA Double strand

Pathology damage breaks
(Alkaline Comet)  (Neutral Comet)
FD (n=5) 374 +12.64 51.6 +14.18
RM (n=5) 43.8 +11.07 75.6 +4.04
RM-OA (n=5) 43.6 +1.51 642 £6.09

2.2 Analysis of differentially expressed proteins (DEPs)

TMT labeling following LC-MS/MS analysis resulted in the identification of 607 proteins
with unique peptides or polypeptide segments. In comparison with fertile donors, recurrent
miscarriage group showed twenty-three proteins significantly upregulated (fold-change >1.5,
p<0.05) and 6 downregulated (fold-change <0.67, p<0.05). Similarly, recurrent miscarriage group
after oral antioxidant treatment showed twenty-five proteins upregulated and 5 downregulated
compared to fertile donors (Table 2). The greater changes in protein levels were detected for PR
domain zinc finger protein 2 (4.49-fold, p< 0.01), Microtubule-associated protein 2 (3.20-fold
each, p<0.01), A-kinase anchor protein 4 (2.49-fold, p< 0.01) and Zinc finger protein basonuclin-2
(0.36-fold each, p<0.01). Although no DEPs were found between RM and RM-AO groups, there
were proteins that were statistically different between RM and FD, and that lost these statistical
differences when comparing RM-AO and FD. This fact meant that treatment with antioxidants
improved their expression level. These proteins that improved after the treatment were: LIM
domain only protein 7, Matrix metalloproteinase-28, Neurofilament heavy polypeptide and
Zinc finger protein basonuclin-2. Other proteins also improved their level of expression
although to a minor extent: PR domain zinc finger protein 2, Ankyrin repeat and SOCS box
protein 14, Calcium-binding tyrosine phosphorylation-regulated protein,
Chromosome-associated kinesin KI4B, Microtubule-associated protein 2 and Sperm surface
protein Sp17.

Table 2. DEPs in human spermatozoa from fertile donor (FD) vs recurrent miscarriage before
(RM) and after oral antioxidant treatment (RM-OA).

| FDvsRM | FDvsRM-OA
Protein name Gene name Uniprot Ratio  p-valu Ratio  p-val
Ac FD/R e FD/RM  ue
M -OA

Upregulated



28S ribosomal protein
S31, mitochondrial
Acrosin
A-kinase anchor
protein 3
A-kinase anchor
protein 4
Ankyrin repeat and
SOCS box protein 14
ATP synthase subunit
alpha, mitochondrial

Calcium-binding
tyrosine
phosphorylation-regula
ted protein
Cathelicidin
antimicrobial peptide
Chromosome-associate
d kinesin KI4B
Dynein light chain 1,
cytoplasmic
Glutathione
S-transferase Mu 3
Glyceraldehyde-3-phos
phate dehydrogenase,
testis-specific
Histone H2B type 1-A
Heat shock protein
beta-1
LIM domain only
protein 7
Matrix
metalloproteinase-28
Microtubule-associated
protein 2
Neurofilament heavy
polypeptide
Phospholipid
hydroperoxide
glutathione peroxidase
PR domain zinc finger
protein 2
Probable
C-mannosyltransferase
DPY19L2
Pyruvate kinase PKM
Serum amyloid
P-component

RT31_HUMAN

ACRO_HUMAN
AKAP3_HUMA
N
AKAP4_HUMA
N

ASB14 HUMAN

ATPA_HUMAN

CABYR_HUMA
N

CAMP_HUMAN

KIF4B_HUMAN

DYL1_HUMAN

GSTM3_HUMAN

G3PT_HUMAN

H2B1A_HUMAN
HSPB1_HUMAN

LMO7_HUMAN

MMP28_HUMA
N
MTAP2_HUMA
N

NFH_HUMAN

GPX4_HUMAN

PRDM2_HUMA
N

D19L2_HUMAN

KPYM_HUMAN
SAMP_HUMAN

Q92665
P10323
075969

Q5]QCY

A6NK59

P25705

075952

P49913

Q2VIQ3

P63167

P21266

014556

Q96A08
P04792

Q8WWI
1

Q9H239
P11137

P12036

P36969

Q13029

Q6NUT
2

P14618
P02743

1.86

2.03
1.69

2.49

2.53

1.49

2.10

1.56

2.10

1.89

1.91

1.92

2.17
2.30

1.63

1.99

3.20

1.72

1.80

4.49

2.19

2.03
1.96

0.04
0.00
0.01

0.02

0.01

0.02

0.00

0.05

0.00

0.06*

0.01

0.02

0.00
0.01

0.03

0.01

0.00

0.03

0.02

0.01

0.02

0.01
0.01

1.61
1.89
1.70

2.58

2.09

1.63

1.59

1.69

1.59

2.20

2.03

1.98

2.33
2.67

1.64

2.54

1.49

2.08

2.76

2.05

1.85
1.76

0.04
0.00
0.01

0.01

0.02

0.01

0.01

0.02

0.01

0.02

0.00

0.01

0.00
0.00

0.63*

0.03*

0.00
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0.00

0.02

0.02

0.01
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Sperm acrosome

membrane-associated SACA4_HUMAN QSTSDM 1.61 0.07* 1.86 0.03
protein 4
Sperm protein
associated with the
SPNXB_HUMAN  Q9NS25 1.56 0.03 2.14 0.00
nucleus on the X
chromosome B1
Sperm s‘;rf?;e protein op1; HUMAN Q15506 2.73 0.00 219 0.00
P
Two pore calcium TPC1_HUMAN QYULQ1 174 0.01 1.60 0.03

channel protein 1
Zona pellucida-binding
protein 1

Downregulated
Clusterin CLUS_HUMAN P10909 0.47 0.00 0.52 0.00
Hepatocyte growth
factor activator
Nebulin-related-anchor
ing protein
Prolactin-inducible
protein

ZPBP1_HUMAN  Q9BS86 1.84 0.07* 1.96 0.02

HGFA_HUMAN Q04756 0.60 0.02 0.48 0.00
NRAP_HUMAN  Q86VEF7 0.37 0.02 0.38 0.01

PIP_ HUMAN P12273 0.44 0.01 0.54 0.00

Ras-specific guanine
nucleotide-releasing RGPS1_HUMAN Q5JS13 0.29 0.01 0.37 0.00
factor RalGPS1
Zinc finger protein
basonuclin-2 BNC2_HUMAN  Q6ZN30 0.36 0.05 0.43 0.07*

*Proteins that did not show statistical differences with the specific group compared.

2.3 Functional Enrichment and Clustering Analyses of DEPs

Functional enrichment analyses were performed to investigate the biological functions,
processes and cellular localization of DEPs. Classification was based on Gene Ontology (GO)
using PANTHER 15.0 bioinformatics software platform. DEPs in both RM and RM-OA groups
had similar GO enrichment classification. The analysis revealed that DEPs were largely
involved in binding and catalytic activity molecular function; other functions were transcription
regulation and transporting activity as shown in (Fig.1A). They were also enriched in diversity
of processes, mainly in cellular and metabolic processes accounted for ~ 40% and in component
organization or biogenesis (Fig.1B). Interestingly, development, reproduction and reproductive
processes added up to 15.6%. Moreover, DEPs were found to be in the cell and cell part in 16.9%
each, also in organelle or organelle part (24.7%) and membrane (15.6%) (Fig.1C).
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¥ Binding
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Enzyme regulator
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M Biological regulation
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C. Cellular component

M Cell part M Cell

i Extracellular region part  H Extracellular region

E Membrane part H Membrane

LI Membrane-enclosed lumen LI Organelle part

L1 QOrganelle ! Protein-containing complex
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Figure 1. Classification and annotation of DEPs by PANTHER database (Protein Analysis
Through Evolutionary Relationships). GO analysis of DEPs in sperm of recurrent miscarriage
patients before and after antioxidant treatment vs fertile donors. Proteins were classified by
their molecular function (A), biological process (B) and cellular component (C).

To create protein-protein interaction network for identified DEPs in sperm of RM, RM-OA
patients and FD proteins, software String 11.0 was used. The generated network shows the
proteins as nodes that are linked through edges. Search revealed that most of proteins were
clustered in nodes related to: cytoskeleton and largest with sperm surface, metabolism, and,
finally DNA-histones interaction (Fig.2A). Moreover, in a second level shell, most clustered
proteins are involved in ATP synthase complex and mitochondrial ribosomal protein; all nodes
of interaction were connected by PKD (Fig. 2B).
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Figure 2. Map of Protein-Protein interactions of DEPs analyzed by Search Tool for the Retrieval
of Interacting Genes/Proteins (STRING) in a first shell, direct interconnections (A) and second
shell, indirect interconnections (B).

3. Discussion

The search of sperm protein biomarkers that allow researchers and clinicians to better
characterize infertile couples and that enable a new generation of personalized and directed
therapies is a crucial topic to advance in the human reproduction field. Since double-stranded
DNA damage is a male condition leading to a higher risk of miscarriage even in couples
without female factors described ¥, the definition of differential proteins between these group
and fertile donors is interesting to know the potential paths leading to pathology. Here, it has
been tested the molecular differences of recurrent miscarriage patients with double-stranded
DNA damage and fertile donors, and also, the effect of antioxidants among these patients.

Comparative proteomics studies have previously been conducted on sperm *%, however
only a few recent reports included patients with recurrent miscarriage **°'. The present study is
the first to compare the protein profile of patients with recurrent miscarriage taking into
account the double-stranded DNA fragmentation profile of sperm and analyzing same semen
samples before and after treatment with oral antioxidants. The use of TMT in quantitative
proteomics permits the analysis of multiple groups within the same experimental design with
high resolution. Here, it has been identified and quantified a total of 607 proteins from 15 semen
samples grouped according to their clinical status and having a defined oxidative and
double-stranded DNA damage. A total of thirty-four proteins showed a differential expression
between fertile donors and other recurrent miscarriage groups. Some of them were previously
described in recurrent miscarriage or in ROS+ patients like A-Kinase anchor protein 4 (AKAP4),
Histone H2B type 1-A (H2B1A), Prolactin-induced protein (PIP), Glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase (G3PT), Sperm protein associated with the nucleus X chromosome (SPANXB),
Glutathione S-transferase mu 3 (GSTM3), Clusterin (CLU), among others 2?2, Others were
described for first time in recurrent miscarriage group like PR domain zinc finger protein 2
(PRDM2), Serum amyloid P-component (SAMP), LIM domain only protein 7 (LMO7), Probable
C-mannosyltransferase DPY19L2 (DPY19L2), among others.

Slight differences were found regarding double-stranded DNA damage between recurrent
miscarriage patients and the same patients after antioxidants, fact that suggests that the route



for the generation of these DNA breaks may not depend on oxidative stress *. Similarly, no
significant differences in protein abundance were found between these groups, and only a
change in LIM domain only protein 7, Matrix metalloproteinase-28, Neurofilament heavy
polypeptide and Zinc finger protein basonuclin-2 were identified, leading to more similarity of
RM-OA to FD than RM to FD. Studies have been conducted comparing patient samples before
and after antioxidant supplementation, but results are highly antagonistic *. Also, ¥ have
improved the ROS detection techniques with which they have isolated the proteins of the sperm
that were adducted. These derived mainly from the prostate, indicating that oxidative stress
originates from external fluids and not from the sperm cell itself.

Go enrichment analysis revealed that functions of the identified proteins in RM and
RM-OA groups were very similar and significantly enriched in binding and catalytic function
and interestingly in cellular and metabolic processes, demonstrating that these pathways are
important to the etiology of recurrent miscarriage infertility in accordance to previous studies
231 Also, more than 15% of DEPs were involved in developmental or reproductive functions
which indicate that they are involved in sperm fertility function. Finally, as expected, analysis of
protein localization showed that DEPs were mostly located in the intracellular part of the cell.
Therefore, proteins analyzed derived mostly from the cell and organelles, not from the
extracellular fluid. Also, membrane proteins accounted for 15.6% like A-kinase anchor protein 3
and 4, Microtubule-associated protein 2, Calcium-binding tyrosine phosphorylation-regulated
protein, Probable C-mannosyltransferase DPY19L2, Zona pellucida-binding protein 1 and Two
pore calcium channel protein 1. These could be interesting as new protein biomarkers for sperm
selection before ART treatment.

Protein-protein interactions among DEPs showed diverse clusters in network edges related
to (Fig.2A): cellular metabolism, cytoskeleton (motility and sperm-egg fusion) and DNA
damage. Six proteins were directly involved in metabolic processes participating in glycolysis
and oxide-reduction processes. All were upregulated in recurrent miscarriage samples:
Pyruvate kinase PKM (KPYM), Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (G3PT),
Glutathione S-transferase Mu 3 (GSTM3), Phospholipid hydroperoxide glutathione peroxidase
(GPX4). Mitochondrial membrane ATP synthase (ATPA) was also significantly upregulated but
only in the RM-OA group. Most of them has been demonstrated its sensibility to ROS *. GSTM3
is an important detoxifying enzyme and has a role in cell detoxification from ROS, cellular
signaling for capacitation and fertilizing ability *, in animals has been established as a
biomarker in cryotolerance and fertility ***'. GPX4 is an essential antioxidant enzyme that
protects cell from ROS # and it is localized in three different cell components: cytosolic,
mitochondrial and nuclear. In nuclear cell, GPX4 is associated to MAR regions and has a role in
DNA condensation during spermiogenesis ** and in a paternal decondensation affecting
embryo development “*. DNA double-strand breaks are also localized in MAR regions in
order to be repaired by the future embryo **.

Cytoskeleton is very important in sperm cells since it is responsible for cell movement and
shape, as well as, sperm-egg fusion, acrosome reaction, vesicular transport, among others.
Acrosin, A-kinase anchor protein 3 (AKAP3), A-kinase anchor protein 4 (AKAP4),
Microtubule-associated protein 2 (MAP2), Calcium-binding tyrosine phosphorylation-regulated
protein, Matrix metalloproteinase-28, Probable C-mannosyltransferase DPY19L2, Ras-specific
guanine nucleotide-releasing factor RalGPS1 and Sperm surface protein Sp17 were upregulated.
In contrast, Nebulin-related-anchoring protein was downregulated and Neurofilament heavy
polypeptide (NEFH) in the RM-OA group improved its profile after treatment with oral
antioxidants. NEFH has not been characterized yet in human sperm, although it has been
characterized in shrimp along with MAP2 and Tau proteins in the subacrosomal zone of the
sperm *. However, MAP2 has been found in human sperm * and interacts with neurofilaments
and microtubules to stabilize their growth *.



Protein regulation such as folding and post-traductional modifications like ubiquitination,
phosphorylation, etc. is very important in maintenance of correct cellular processes. Ankyrin
repeat and SOCS box protein 14, Heat shock protein beta-1 (HSPB1) are involved in and were
found upregulated. LIM domain only protein 7 was also upregulated but only in RM group,
RM-OA group improves their expression profile. LMO? protein is implicated in large biological
functions through ubiquitination pathway. PPI revealed its interaction with ASB14, which is an
ankyrin repeat and cytokine signaling (SOCS) box (ASB) family protein that regulates proteins
via polyubiquitination (Wang et al, 2019). Some LMO? functions are related to actin
cytoskeleton organization as cell-cell junctions or cell-matrix junctions *!
development and oncogenesis, etc (*.. LMO? through its LIM domain has also been shown to
act to control the progression of mitosis and to exert an effect on SAC (Spindle Assembly
Checkpoint). HSPB1 is a protein regulated by cellular stressors such as ROS, acts in the
maintenance of the cytoskeleton ** and has been shown to be in high concentration in sperm

, in embryonic

resulting in poor quality blastocyst, clusterin as well *. Clusterin also protects against ROS,
participating in multiple biological processes like stress response, cell cycle control, DNA repair
in apoptosis **. Recently, CLU has been proposed as a new biomarker due to its role as
regulator of paternal factors *.

Chromosome-associated kinesin KIF4B, Histone H2B type 1-A (H2B1A), PR domain zinc
finger protein 2 (PRDM2), Serum amyloid P-component (SAP), Sperm protein associated with
the nucleus on the X chromosome B1 (SPANXB1) and Zinc finger protein basonuclin-2 (BNC2)
are located to sperm nucleus. Sperm DNA is packaged by histones that are replaced by
protamines during spermiogenesis, alterations in this process cause defects in chromatin
packaging and damage to sperm DNA . An increase in sperm nucleus of H2B1A has been
shown to lead to decreased mobility, DNA compaction and increased sperm DNA
fragmentation ®. Another DEP involved in SDF is PRDM2 which a study suggested that it is
part of the double-strand break repair complex (DSB), critical for maintaining DNA integrity
APCS had already been described in samples from infertile patients ®%. It is known to have a
specific interaction with chromatin favoring its solubilization ® and therefore may contribute to
physiological development handling of chromatin released from cells in vivo. It has also been
shown that apoptotic cells, which carry chromatin fragments on their surface, are always coated
with SAP ®. In a previous study SAP correlated with infertile patients who showed high sperm
DNA fragmentation and poorer embryonic quality ®. BNC2 improved its profile in patients
after antioxidant treatment and found it under-expressed. It has been described as a
DNA-binding protein that regulates meiosis and mitosis in male germ cells ¥ may also be
involved in the activation of the paternal genome.

In conclusion, the present study analyzed for the first time the profile of protein with
differential expression in recurrent miscarriage before and after oral antioxidant treatment. No
significant differences between RM and RM-OA group were found, but some proteins
improved their profile in relation to fertile donors values such as LMO7, MMP28, NFH and
BNC2. In addition proteins differentially expressed between fertile donors and recurrent
miscarriage groups are vulnerable to oxidative stress and implicated in cytoskeleton
organization and acrosome reaction, ATP production sperm for motility. H2B, GPX4 and PRM2
proteins have been found deregulated and may be involved in sperm double-strand breaks that
cause in RM patients since they could play a role in the remodeling and repair of DNA in sperm
nucleus and decondensation of the paternal DNA in the embryo, respectively. Further studies
should analyze the specific effect of each protein on development to improve the knowledge of
the molecular basis of the miscarriage disease.

4. Materials and Methods

4.1. Samples and study design



Semen samples have been collected from five fertile donors and five infertile patients with
recurrent miscarriage, both before and after oral antioxidant treatment. Semen samples from
patients were classified in three groups according their clinical features, and oxidative and
double-stranded DNA damage was measured using Comet assay;

i) Fertile donors (FD) group: included five fertile donors who presented normal
semen parameters, low alkaline Comet and low neutral Comet.

ii) Recurrent miscarriage (RM) group: included samples from five recurrent
miscarriage patients to whose couple was discarded for the most common
related female factors. All these patients showed high values of neutral
Comet, and four of them low values of alkaline Comet.

iii) Recurrent miscarriage after oral antioxidant treatment (RM-AO) group
included samples from the previous RM patients who took an oral
antioxidant treatment (1500 mg L-Carnitine , 20 mg Coenzyme Q10, 60 mg
Vitamin C, 10mg Vitamin E, 200 pg Folic acid , 1 pg Vitamin B12, 50 ug
Selenium and 10 mg Zinc) for three months.

All samples were collected by masturbation after 2-5 days of recommended abstinence.
Written informed consent was obtained for all patients and the Parc Tauli Hospital ethics
committee approved the present study on 2 September 2017 with registration number 2017902.

4.1.2 Semen collection and cryopreservation

After liquefaction, routine semen analysis was performed according to WHO (2010) and,
subsequently, the semen was divided into two aliquots; 500 ul each of unprocessed semen
sample was cryopreserved with Test yolk buffer (14% glycerol, 30% egg yolk, 1.98% glucose,
1.72% sodium citrate) and stored at -80°C until use for TMT analysis or Comet assay.

4.1.3 DNA integrity tests: alkaline Comet and neutral Comet

Comet assay is performed in two versions, alkaline Comet and neutral Comet, detecting
different types of DNA breaks. The complete protocol has been described elsewhere », briefly,
samples were thawed for 30s at 37°C and washed in PBS. After adjusting sperm concentration
to 1-10° sperm/mL, and mixing samples with 1% low melting point agarose, microgels were
mounted by pouring 15 pl in two different slides and cooling at 4°C for 5 minutes. Then,
coverslips were removed, lysis steps were performed, and electrophoresis was conducted at
alkaline pH for alkaline Comet and at neutral pH for neutral Comet. Finally, slides were
dehydrated, stained with DAPI (Slowfade Gold antifade, TermoFisher, USA) and evaluated
according to previously reported criteria®®.

4.2. Proteomic analysis of spermatozoa

4.2.1 Sample preparation for proteomic analysis

Each sample was thawed at 37°C for 30s and washed three times with PBS to keep sperm
cells in a pellet. Sperm cells were lysed with a buffer [50 mM Tris-HCl, 2 % SDS, 10 mM
dithiothreitol (DTT)] were solubilizated and sonicated three times on ice. The lysed cells were
centrifuged at 16100 x g for 15 min at 4 °C and supernatant were carefully collected. Proteins
were quantified using Pierce BC protein Assay using manufacture protocol.

Finally, proteins were reduced in 5 mM dithiothreitol at 60°C for 30 min, alkylated with 0.5
M iodoacetamide for 30 min in the dark. Proteins were precipitated with cold 100% acetone for



15 min at - 20 °C. After centrifugation (16100 x g, 4 °C, 15 min) and protein pellets resuspended
in 50 mM TEAB (tetraethylammonium bicarbonate) to a concentration of [1 pl / ul].

4.2.2 Trypsin digestion and TMT-labeling

The proteins were digested with trypsin in a mass ratio of trypsin to protein (1:50)
overnight at 37°C with constant shaking. After trypsin digestion, internal control was
constituted with the same concentration of proteins from all samples. Peptides from samples
were desalted using a Strata X C18 SPE column (Phenomenex, California, USA) and
vacuum-dried. Samples were labeled with TMT isobaric tags according to the manufacturer’s
instructions for a 10-plex TMT kit (ThermoFisher, Massachusetts, USA). The peptide mixture
was then incubated with the prepared TMT reagent for 2 h, at room temperature and pooled in
two different multiplex experiments, Run 1 with 9 samples (TMT tags 127N, 127C, 128N, 128C,
129N, 129C, 130N, 130C, and 131) and 1 internal control (TMT tag 126), and Run 2 with 6
samples (TMT tags 127 C, 128C, 129C, 130N, 130C and 131) and 1 internal control (TMT tag
126). After, pooled samples were dried and reconstituted in 0.1% formic acid. Finally, peptide
clean up and fractionation were performed by using Pierce C18 Spin Columns (ThermoFisher,
Massachusetts, USA) following manufacturer’s protocol.

4.2.3 Liquid chromatography and mass spectrometry analysis

The TMT-labeled tryptic peptide mixture peptide clean up and fractionation were
performed by using reverse-phase nanoscale liquid chromatography (nanoLC) with trap
column C-18 (L 2 cm, 100 um ID, 5 um, Thermoscientific) and analytical column (L 15 cm, 75
um ID, 3 um,Thermoscientific) with a 3-97% acetonitrile gradient in 0.1% acid formic over 125
min at flow rate of 350 nL/min. Subsequently, to obtain MS/MS spectra of each peptide were
used a LTQ Orbitrap Velos (ThermoFisher, Massachusetts, USA).

4.2.4 Protein identification, quantification and data analysis

All raw files were searched against SwissProt in-house protein fasta file with Homo sapiens
and Gallus gallus sequences, a total of 23733 proteins using SEQUEST HT version 28.0 (Thermo
Fisher Scientific). Settings searches were used: two missing cleavages for Trypsin, 0.6 Da
fragment mass tolerance, 20 ppm precursor mass tolerance, carbamidomethylation on Cys were
specified as the fixed modification and oxidation on Met was specified as variable
modifications.

Criterion to accept protein identification was adjusted to 1% of false discovery rate (FDR)
and at least one unique peptide per protein. The normalized TMT quantification of relative
protein values was calculated by the ratio between the reported ion intensities from each
individual sample and the reporter ion intensity from the internal control. To minimize the
effect of samples contamination, those spectra identified as chicken-derived proteins from the
cryopreservation medium and seminal plasma were excluded from the normalization analysis.
Differentially expressed protein (DEP) was identified as that with a cutt-off value over 1.5-fold
change for upregulated and 0.67-fold change for downregulated with a P < 0.05 calculated by
Student's t-test.

4.2.5 Functional enrichment analysis

The determination of the percentage of proteins involved in “molecular function”,
“biological process” and “cellular component” was performed by PANTHER database (Protein



Analysis Through Evolutionary Relationships, http://pantherdb.org) and data obtained was
prepared as a graphs using MS Excel 2011.

Protein-protein interaction networks were performed by using STRING database (version
8.3; http://string.embl.de/) to show interactions of identified proteins with a specific group of
molecules.
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5. DISCUSSIO



Discussio

La infertilitat masculina afecta al ~50% de les parelles que tenen problemes per
concebre, actuant com a tnic factor en un ~20% dels casos d’infertilitat i con-
tribuint conjuntament amb el factor d’infertilitat femenina en un ~30% de casos
(Thoma et al., 2013). Als laboratoris d’andrologia habitualment s’utilitza el semi-
nograma per valorar la infertilitat en les mostres de semen, que valora aspectes
macroscopics com el volum, el color, viscositat i també microscopics com sén
el nombre, mobilitat, morfologia, vitalitat dels espermatozoides. Tot i que ens
déna una aproximacio del potencial de fertilitzacié que té la mostra de vegades
no és suficient. Hi ha mostres amb variables de seminograma fora dels intervals
de referencia que poden ser fertils i, mostres que tenen valors dins de l'interval de
referéncia que poden correspondre a individus infertils (Guzick et al., 2001). Per
aixo es necessita una avaluacié més completa que complementi les eines de diag-
nostic, com ara identificar nous biomarcadors que ens ajudin a fer un diagnostic
més acurat i a conéixer la etiologia de la infertilitat. En aquest sentit, les técniques
de valoraci6 de la fragmentacié de ’ADN de I’espermatozoide han emergit durant
els dltims anys en resposta aquesta necessitat i s’han realitzat multitud d’estudis
que mostren que també existeix una correlacié entre aquesta i el potencial de
fertilitzaci6 (Varghese et al., 2009; Evgeni et al., 2015; Xie et al., 2019). Pero no-
vament, es necessiten nous biomarcadors per poder personalitzar els diagnostics
i els tractaments reproductius en les parelles infertils; aixi com conéixer els me-
canismes cel-lulars associats a la infertilitat. En el present treball, s’han seleccio-
nat les mostres d’ejaculat objecte d’estudi en base als nivells de fragmentaci6 de
’ADN de doble cadena o de cadena simple mesurats amb les estrategies Comet,
tant alcali com neutre i el test SCD (Singh et al.,1988; Fernandez et al., 2003) per
a seleccionar de manera acurada les mostres que s’han utilitzat per a realitzar I’es-
tudi. En el primer treball (Article 1) s’ha valorat I'activitat nucleasa present en el
liquid seminal com a biomarcador predictiu de la infertilitat masculina, aixi com
els valors de fragmentacié de ’ADN dels espermatozoides. El segon treball (Ar-
ticle 2) es tracta de l'aplicaci6 de la tecnica 2D-DIGE per a trobar proteines dife-
rencials en el liquid seminal de controls fértils i diferents grups de pacients inféer-
tils (ATZ, ATZ-VAR i AR), aquestes mostres han estat seleccionades préeviament
segons el seminograma, l'historial clinic (varicocele i avortaments de repetici6) i
el seu perfil caracteristic de fragmentacioé de 'ADN dels espermatozoides valorat
amb Comet a alcali i neutre, i amb el test SCD per la ratio d’espermatozoides com-

pletament degradats. Per altim (Article 3), s’ha realitzat un estudi de proteomica
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diferencial amb la tecnica TMT en controls fértils i pacients que presenten avorta-

ments de repeticid abans i després de prendre un tractament oral d’antioxidants.

5.1 ANALISI DEL NIVELL DE FRAGMENTACIO EN L’ADN DELS ESPER-
MATOZOIDES DE LES MOSTRES ANALITZADES

En el present treball s’ha dut a terme la determinaci6 dels nivells de fragmentacio
de ’ADN dels espermatozoides mitjangant dues técniques, ’'assaig Cometa i el
test SCD (Singh et al.,1988 Fernandez et al., 2003). Aquestes analisis s’han realit-
zat en mostres de semen tant d’individus fertils com infértils amb seminogrames
alterats com astenozoospérmia, astenoteratozoospermia amb o sense varicocele,
teratozoospérmia i seminogrames normals amb causa d’infertilitat desconeguda i
pacients amb avortaments de repeticié. Els resultats trobats en aquest treball co-
rroboren el que altres estudis ja han determinat (Ribas-Maynou 2012; Xie et al.,
2019), que els pacients amb seminogrames alterats mostren en general, una frag-
mentaci6 de TADN dels espermatozoides més elevada que els individus fertils.
Per tant, la valoraci6 del dany en ’ADN dels espermatozoides permet correlacio-
nar-la amb el potencial de fertilitat de les mostres de semen. A més perod, també
s’han trobat resultats discordants on individus amb valors parametrics normals
del seminograma mostren nivells elevats de dany en ’ADN dels seus espermato-
zoides igual que altres estudis on també s’ha trobat, l'inversa, individus infertils
amb parametres del seminograma anomals que mostren nivells normals de dany

en ’ADN dels espermatozoides (Giwercman et al., 2009; Simon et al., 2010).

En la actualitat, existeix un profund debat sobre quina és la millor metodologia
de detecci6 de fragmentacié de ’'ADN dels espermatozoides per a determinar el
potencial d’infertilitat de les mostres de semen. Cadascuna es basa en diferents
mecanismes per a detectar aquests com ja hem vist en el (1.3.4), i un altra aspec-
te discutit és ’'estandarditzacié interlaboratoris d’aquestes tecniques i metodes
de comptatge (Ribas-Maynou et al., 2013; Ribas-Maynou i Benet, 2019). Aques-
tes diferencies que presenten les diferents metodologies alhora de detectar els
trencaments de 'ADN dels espermatozoides s’han utilitzat en aquest treball per
a seleccionar de manera més acurada les mostres ja que permet diferenciar entre
diferents perfils caracteristics de fragmentacio de ’ADN dels espermatozoides tal

com s’explica a continuacid.
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En la realitzaci6 de la tecnica d’assaig cometa en la versio alcalina, els esperma-
tozoides es sotmeten a un tractament alcali previ a la electroforesi (veure apartat
3.3.1) la qual cosa fa que les cadenes de ’ADN es separin i amb la posterior ele-
troforesi de quatre minuts migrin els diferents fragments de ’ADN en cadenes
senzilles formant el cometa caracteristic. Aquest tipus de tractament s’ha demos-
trat que permet detectar majoritariament els trencaments de ’ADN de cadena
senzilla. A més esta descrit que estan associats al dany produit per espécies
reactives de I'oxigen d’origen extern (dieta, fumar, toxics ambientals, etc) o intern
(augment de leucocits, varicocele, etc), més que no pas un origen apoptotic o per
accio de nucleases (Simon et al., 2013; Ribas-Maynou i Benet, 2019).

D’acord amb estudis previs, els resultats d’aquest treball mostren que els pacients
amb nivells més elevats de dany en ’ADN dels espermatozoides per a I’assaig
Cometa alcali son els que tenen el seminograma alterat com ASZ, TZ i ATZ amb
1 sense varicocele, essent el grup amb nivells més elevats, els ATZ. S’observa,
per tant, que com més parametres del seminograma estan alterats més augmenta
el dany de ’ADN dels espermatozoides, indicant un pitjor pronostic d’embaras
(Yang et al., 2019). En canvi, els pacients amb avortaments de repetici6 no pre-
senten uns nivells elevats (>45%) sin6 que so6n semblants als dels controls fertils,
tot i que aquests Gltims tenen un nivells una mica més baixos aquests resultats
concorden amb altres estudis previs (Ribas-Maynou et al., 2012; Kamkar et al.,
2018). De manera controvertida, pacients infértils que presenten el seminogra-
ma normal mostren nivells alts en I'analisi de ’assaig Cometa alcali com ja s’havia
descrit (Giwercman et al., 2009; Simon et al., 2010) el que significa que el poten-

cial de fertilitzaci6 d’aquests pacients esta disminuit.

En aquest treball també s’ha analitzat el poder predictiu de la infertilitat que te-
nen les diferents variables estudiades com els parametres del seminograma, les
diferents técniques de fragmentacié de 'ADN dels espermatozoides o l'activitat
nucleasa del liquid seminal. Les corbes ROC realitzades mostren que I’assaig Co-
meta alcali és una bona variable amb una area sota la corba, sensibilitat, especi-
ficitat i valor llindar de 0,994, 0,732, 0,929, 52,6%, respectivament similars als
d’altres estudis previs, tot i que en el present estudi s’han inclos altres grups de
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pacients infertils que no s’havien estudiat abans (ASZ i TZ) (Simon et al., 2011;
Ribas-Maynou et al., 2013).

L’assaig Cometa neutre es realitza en condicions de pH neutres, per tant, les ca-
denes d’ADN dels nuclis dels espermatozoides no es desnaturalitzen i els tren-
caments que s’observen s6n majoritariament de doble cadena i n’hi ha de dos
tipus: els extensos o els localitzats. En els trencaments de doble cadena extensos
s’observen al microscopi les cues del cometa llargues i separades del nucli, per
contra, en el localitzat les fibres de cromatina estan unides a les regions MAR (Ka-
neko et al., 2012; Ribas-Maynou i Benet, 2019. Aquest tipus de dany en les dues
cadenes de 'ADN dels espermatozoides esta més relacionat a ’acci6 de nucleases
i/o topoisomerases durant el reemplacament d’histones per protamines. S’ha de
tenir en compte també, que aquests fragments de doble cadena resten units a la
matriu nuclear gracies a proteines com la topoisomerasa 2B, tot plegat s’hereta
en el pronucli masculi fins a la primera divisié mitotica. En aquest punt encara es
pot donar la reparaci6 d’aquests trencaments i sembla que la qualitat de 'oocit té
un paper important en el futur desenvolupament de 'embri6 (Yamauchi et al.,
2007; Shaman et al., 2007).

Els resultats del nivells de dany de ’ADN dels espermatozoides mesurats mit-
jancant I'assaig Cometa neutre indiquen que sén més elevats en els grups de pa-
cients infertils tot i que, també s’ha vist com alguns individus fértils presenten
valors elevats, mostrant un subgrup, com ja s’havia descrit préviament. En con-
seqliencia aquests trencaments no tindrien implicacions negatives en la consecu-
ci6 de 'embaras (Ribas-Maynou et al., 2012b).

Amb l'ampliaci6 de grups clinics s’ha vist que en el 85% dels pacients amb avor-
taments de repeticié que tenen un seminograma normal presentaven aquest per-
fil de fragmentacio carateristic: valors baixos de trencaments de cadena senzilla
(Cometa alcali) i valors elevats de trencaments de cadena doble (Cometa neutre).
També l'analisi d’alguns pacients han mostrat després d’un tractament oral amb
antioxidants que la fragmentacié de 'ADN dels espermatozoides no millorava,
indicant que aquests no son deguts a ROS si no que hi ha altres causes implicades.

El poder predictiu de la infertilitat que té I'assaig Cometa neutre mitjancant la
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corba ROC mostra uns resultats de I’area sota la corba, sensibilitat, especificitat
i valor llindar s6n 0,373, 0,917, 0,250, and 43,25%, respectivament. Indica per
tant, que aquests valors no tenen relaci6 amb 'embaras pero si amb els pacients
d’avortaments de repeticio, essent aquesta técnica una eina d’'important valor en

la deteccié d’aquests pacients.

La técnica SCD test es basa en el principi que els espermatozoides amb ’ADN
fragmentat no produeixen I’halo caracteristic dels bucles d’ADN dispersos que
s’observen en els espermatozoides amb I’ADN no fragmentat, després de la des-
naturalitzacié d’aquests i ’eliminaci6 de proteines nuclears.

Esta demostrat que és una bona variable per predir la infertilitat masculina (Fer-
nandez et al., 2005; Nuiiez-Calonge et al., 2012). A més, en un estudi en el que
es van analitzar 503 homes amb diverses etiologies, es va trobar que els valors
de fragmentacié de ’ADN eren significativament més alts tant en pacients amb
varicocele (35,7% =+ 18,3%) com leucocitospermia (41,7% + 17,6%) en compara-
ci6 amb homolegs amb cancer testicular i parelles amb fallades de cicles d’ART
repetidament. Els autors van descriure una subpoblaci6é especifica amb danys
massius d’ADN nuclear, els anomenats espermatozoides degradats, que eren més
freqlients en el grup d’homes amb varicocele. Tot i que, aquest subgrup no era ex-
clusiu de pacients amb varicoceles, es va veure sobrerepresentat en aquest grup.
Mitjancant 'analisi de la corba ROC, la DDSi, definida com la proporci6é d’esper-
matozoides degradats a tota la poblaci6é d’espermatozoides amb ADN fragmentat,
va ser capag d’identificar pacients amb varicocele amb un 94% de precisi6 (Este-
ves et al., 2015).

Aquesta troballa és important ja que els individus amb varicocele, tot i ser molt més
freqiient en homes amb infertilitat, també n’hi ha en homes fertils i determinar
quins pacients es veuen afectats negativament per varicocele permetria definir més

acuradament quins es poden beneficiar de la cirugia (Majzoub et al., 2016).
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5.2 DETERMINACIO DE L’ACTIVITAT NUCLEASA EN EL LiQUID SEMI-
NAL DE LES MOSTRES ANALITZADES

L’origen de la fragmentacié de 'ADN dels espermatozoides s’ha estudiat en pro-
funditat (Sakkas i Alvarez, 2010; Aitken i Luliis, 2010; Muratori et al., 2019) i
entre altres causes una de les possibles explicacions és I'activitat nucleasa durant
el reemplacament de les histones per les protamines o bé durant una apoptosis-li-
ke produida per I'estrés oxidatiu. Per tant, 'activitat nucleasa sembla que té un
paper important en el desenvolupament de I'espermatozoide i, pot ser indicadora
del dany en aquest. Amb aquesta premisa es va dur a terme I'estudi de determina-
ci6 d’activitat nucleasa en el liquid seminal de diferents tipus de pacients infertils
(TZ, ASZ, ATZ , SMN i AZ) i un grup control de fertils. En primer lloc, s’ha posat a
punt la técnica de detecci6 d’activitat nucleasa en el liquid seminal per posterior-
ment aplicar-la a les mostres. S’han analitzat les diferéncies entre els diferents
grups de pacients i finalment, s’ha correlacionat amb altres valors parametrics del
seminograma i s’ha calculat el potencial de diagnostic d’aquesta nova variable,

Pactivitat nucleasa del liquid seminal.

S’ha desenvolupat una variant de la técnica SRED, aquesta tecnica es basa en la
determinaci6 de I’activitat nucleasa de manera indirecta i quantitativa. Es realitza
en una matriu d’agarosa que conté ADN, les nucleases presents en la mostra van
hidrolitzant aquest ADN i apareix un halo sota la llum UV després de la tinci6
de 'ADN. Aquesta variant esta basada en el protocol de Nadano et al., 1993 que
permet detectar activitat nucleasa en les mostres de liquid seminal. S’ha adaptat
el suport, que en aquest cas es tracta d'un portaobjectes en el que s’ha solidificat
el gel d’agarosa i ’ADN i s’ha aplicat un forat per introduir la mostra.

La recta patré6 amb ADNasa I pancreatica Bovina permet obtenir la concentracio
de nucleasa i conéixer els limits de deteccid de la tecnica. S'observa que hi ha dos
limits un a cada extrem de la corva patro, el superior es degut a la mida del suport
on es realitza la técnica que no és molt gran i 'inferior que es degut a la falta de
sensibilitat de la técnica. En aquest treball no és un problema perqueé l'activitat
nucleasa de les mostres de liquid seminal no tenen concentracions més elevades

que aquest altim valor i la majoria sén inferiors que I’anterior.
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Mitjancant la técnica SRED, s’ha analitzat I'activitat nucleasa de 15 pacients amb
seminogrames normals (SMN), 15 pacients astenoteratozoospérmics (ATZ), 10
pacients astenozoospérmics (ASZ), 7 pacients azoospermics (AZ) (acudint per
infertilitat a 'Hospital Parc Tauli de Sabadell) i 11 controls de fertilitat provada
(CF) procedents de I'Institut de Reproduccié CEFER (Barcelona). Els resultats
mostren que hi ha activitat nucleasa en el liquid seminal huma i que tots els grups
analitzats en presenten, essent el valor més baix en el grup de pacients azoosper-
mics que no tenen espermatozoides en la seva mostra. Aquesta dada indica que
les nucleases provenen dels espermatozoides i que la concentracié de nucleasa
que mostren els azoospermics és fisiologica, provinent de fluids seminals com els
protostatics o el fluid seminal. Aix0 es correspondria amb l'existéncia de nuclea-

ses extracel-lulars previament descrita (Shaman et al., 2006).

En relaci6 a que les nucleases provenen dels espermatozoide, si s’expressa la con-
centraci6 de nucleasa en relaci6 al nombre d’espermatozoides que té cada mostra,
s’obté la variable concentraci6 de nucleases expressada en funci6 de la concentra-
ci6 d’espermatozoides per mil-lilitre. Aquesta mostra que el grup de pacients amb
seminograma normal i els controls fértils tenen valors similars, indicant que I'ac-
tivitat nucleasa esta relacionada amb els parametres del seminograma. El grup
ATZ, que tenen afectada la mobilitat i la morfologia, mostren concentracions
molt més elevades que els altres grups. Aquests resultats es corresponen amb el
model que suggereixen Aitken et al., 2011, segons el qual durant la apoptosis-like
dels espermatozoides s’induiria una pérdua de mobilitat i les especies reactives
de l'oxigen fragmentarien ’ADN dels espermatozoides i provocarien una situacié
d’estres oxidatiu que faria que s’activessin endonucleases. Aixo tindria lloc, ja en
una fase post-mortem d’aquests i no abans. Les nucleases que podrien actuar
so6n, d’'una banda, la CAD que es troba al citosol, i d’altra banda, el factor inductor
d’apoptosis que es troba al mitocondri juntament també amb la endoG. Totes
tres es troben en compartiments diferents del nucli i per tant, no tenen accessible
’ADN. Per ultim, la topoisomerasa II tot i que si que es troba al nucli no podria
actuar ja que 'ADN esta molt empaquetat i per tant, inaccessible. Només quan

s’ha perdut la integritat de les membranes podrien actuar.

146



Discussid

En primer lloc, s’ha correlacionat la concentracié de nucleases total del liquid
seminal amb les diferents variables del seminograma (concentraci6é d’espermato-
zoides, mobilitat, morfologia, vitalitat i SDF) i no s’observa cap correlaci6 entre
la concentraci6é de nucleases totals del liquid seminal i les variables analitzades
(veure taula 1 de I'article n°1). Si part de I'activitat nucleasa és fisiologica com es
demostra amb la presencia d’activitat nucleasa en els pacients AZ i l'altra part
depén de la producci6 per espermatozoide, sembla logic que no hi hagi correla-

cions entre les variables.

En segon lloc, s’observa les correlacions moderades entre la concentracié de nu-
cleases del liquid seminal, expressada en funci6é del nombre d’espermatozoides,
amb la mobilitat, morfologia, vitalitat i el Cometa alcali (veure taula 2 de l'article
n°1), essent més elevada amb el Cometa alcali. Aquestes correlacions confirma-
rien els resultats trobats en altres treballs que relacionen I'apoptosi-like amb la
fragmentaci6 de TADN la mobilitat i la morfologia dels espermatozoides (Aziz et
al., 2007, Moustafa et al., 2004). A més, com s’ha comentat anteriorment, per a
que les nucleases poguessin actuar degradant ’ADN hi hauria d’haver una perdua
de la integritat del nucli i de les membranes. Es coherent amb el fet que el grup
d’individus amb més activitat nucleasa és precisament el que té afectada la mor-

fologia i la mobilitat.

A més no s’ha trobat correlaci6 amb el Cometa neutre suggerint que els trenca-
ments de doble cadena dels espermatozoides no estan relacionats amb I'activi-
tat nucleasa, sin6 que estan més associats a I’accié d’'una nucleasa endogena, en
compte d’'una exdgena. Aquest dany en ’ADN pot ser fisiologic per a facilitar el
propi reemplagament de protamines per histones després de la fertilitzacio, de fet

el Cometa neutre no correlaciona amb la infertilitat masculina.
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L’analisi de la corba ROC per comprovar si I’activitat nucleasa present en el liquid
seminal permet predir la infertilitat masculina reflecteix que és una bona varia-
ble ja que té una area per sota la corba de 0,778 i és estadisticament significativa
diferent de 0,5 (p< 0,001). El valor llindar a partir del qual la variable pot dife-
renciar entre individus feértils i infértils és 0,0015 amb una sensibilitat del 76% i
una especificitat del 70%. El que significa que el 76% de totes les mostres es diag-
nostiquen com a infertils correctament i el 30% que es diagnostiquen com a fertils
podrien ser incorrectament identificades com a infértils. Aixi que la concentracié
de l'activitat nucleasa expressada en funci6 del nombre d’espermatozoides per
mil-lilitre permet obtenir informaci6 valuosa per a manejar la etiologia del diag-

nostic d’infertilitat.

5.3 ANALISI DE ’EXPRESSIO PROTEICA DIFERENCIAL EN EL LiQUID
SEMINAL D’INDIVIDUS INFERTILS | FERTILS

Per al diagnostic i el tractament de la infertilitat de les parelles s’ha de conéixer
millor la etiologia per poder actuar o prendre decisions amb base cientifica i per-
sonalitzar en tot el procés, per aixo son necessaris nous biomarcadors que ajudin
a elucidar aquests enigmes. Actualment, el diagnostic de la infertilitat mascu-
lina es basa en els valors de referencia del seminograma i, tot i que, déna una
aproximaci6 del potencial de fertilitzacié de la mostra no sempre és suficient per
poder diagnosticar i personalitzar el tractament (Hamada et al., 2012). En els
dltims anys s’han incrementat els estudis de protedmica per descobrir nous bio-
marcadors que ajudin a definir el potencial de fertilitat de les mostres de semen
(Agarwal et al., 2016; Jodar et al., 2017).

En aquest estudi s’ha analitzat el perfil proteic del liquid seminal d’individus amb
fertilitat provada i s’ha comparat amb el de diferents grups de pacients infeérti-
Is préviament caracteritzats segons el seu seminograma, patologia d’infertilitat
i grau de fragmentaci6 de 'ADN dels espermatozoides. Aixi, les 24 mostres de
liquid seminal van ser classificades en quatre grups: controls fértils (CF), avorta-
ments de repeticio (AR), astenoteratozoospérmics (ATZ) i astenoteratozoosper-
mics amb varicocele (ATZ-VAR).
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La singularitat del present estudi és la selecci6 prévia de les mostres segons cri-
teris estrictes per tal de definir i homogeneitzar els grups: analisi del seminogra-
ma, la integritat de ’ADN dels espermatozoides mesurada per diferents técniques
(assaig Cometa i test SCD) i patologia, permetent comprendre millor la etiologia
d’aquests tipus de mostres i contribuir a trobar biomarcadors que ajudin a deter-

minar el potencial de fertilitat amb major precisio.

El grup de pacients que presenten avortaments de repeticié sense factor feme-
ni descrit (AR) presenten valors normals del seminograma, normozoospermics,
com en el cas del grup d’individus feértils pero en canvi, el perfil de fragmentacio
de 'ADN dels espermatozoides mesurat mitjancant I'assaig Cometa és diferent.
Tots dos grups presenten baixos nivells de trencaments de cadena simple amb
lassaig Cometa alcali, pero per I'assaig Comet neutre (trencaments de cadena
doble) el grup de pacients AR presenten valors més elevats. Aquests resultats ja
havien estat descrits préviament (Ribas-Maynou et al., 2012). Diferéncies en la
expressio proteica entre aquests dos grups permet coneixer les proteines impli-
cades en la infertilitat, en la integritat de ’ADN dels espermatozoides i/o els me-
canismes implicats en les primeres setmanes del desenvolupament embrionari.

D’altra banda, el grup de pacients amb ATZ presenten el seminograma alterat,
tant per la morfologia com per la mobilitat dels espermatozoides, igual que el grup
ATZ-VAR. Tot i que, sota el microscopi i mitjancant les técniques de SDF com Co-
met alcali i neutre aquests dos grups no difereixen ja que tots dos presenten va-
lors alts, si que a nivell clinic presenten diferéncies, la preséncia de varicocele. Es
tracta d’'una patologia en la que la dilatacié de les venes dels testiscles impedeix
que la sang circuli correctament, la qual cosa provoca una hipertérmia, hipoxia i
estrés oxidatiu (Dada et al., 2003 i Cho et al., 2016), aquests pacients presenten
una fertilitat compromesa amb alteraci6 dels parametres del seminogramaila in-
tegritat de TADN dels espermatozoides (Cho et al., 2016). En ocasions, requereix
l'operaci6 si presenta dolor o molestia. L’avaluacié de la infertilitat dels pacients
que presenten varicocele es basa en la realitzacié del seminograma, de técniques
de quantificacié de ROS , d’antioxidants (Agarwal et al., 2016) i de valoraci6 de

SDF (Garcia-Peir6 et al., 2014). Tot i aix0, aquestes proves no informen dels can-
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vis moleculars a nivell subcel-lular associats amb la poca capacitat de fertilitzacié
dels espermatozoides. Un estudi de Esteves et al., 2015 ha comprovat que els pa-
cients amb varicocele presenten un ratio de espermatozoides degradats respecte
el total dels fragmentats mesurada amb SCD test molt més elevada que els que no
pateixen aquesta patologia, indicant que és un bon biomarcador per diagnosticar
aquests pacients. Aixi, en el present estudi s’ha utilitzat tant ’historial clinic com
aquest parametre de SDF per seleccionar les mostres amb varicocele i conéixer

millor els mecanismes involucrats en aquesta patologia.

L’analisi protedomica 2D-DIGE del plasma seminal d’individus fertils i infertils
que han estat pre-seleccionats segons el seu seminograma, patologia i grau de
fragmentacié del DNA dels espermatozoides (ATZ, ATZ-VAR, AR) revela que en
els gels hi ha 96 spots (taques) amb una expressio significativament diferencial de
proteines (fold-change >2 i p<0,05).

Dels quals 26 mostren diferéncies entre el grup de control fertils i la resta de
grups de pacients infertils, 22 estan sobreexpressats i 4 infraexpressats, 'estudi
de les proteines corresponents a aquests spots estarien implicades en la infertili-
tat. D’aquest spots s’han identificat 17 proteines (Taula 3, Article 2). La gran ma-
joria ja han estat descrites abans com a proteines amb expressi6 diferencial entre
els individus fertils i els infertils, algunes s6n I’Antigen especific prostatic, ’Anne-
xina A3, la Clusterina, la Prostaglandina-H2 D-isomerasa, la proteina Glutamina
gamma-glutamiltransferasa 4, la fosfatasa acida prostatica, apolipoproteina E, la
Glicodelina, la Semenogelina II, la proteina secretora epididimal E3-beta, la be-
ta-2-Microglobulina, la CRISP1 i ’Albumina (Batruch et al., 2011; Intasqui et al.,
20131 Sharma et al., 2013).

La que ha mostrat una major expressio diferencial ha estat I’Antigen especific
prostatic (PSA) i a més, s’ha trobat en 5 spots diferents indicant que existeixen
diferents isoformes de la proteina amb modificacions post-traduccionals, aquests
fets son concordants amb resultats préviament publicats (Végvari, et al., 2012).
La PSA és una serin proteasa regulada per androgens i esta involucrada en la
ligliefaccié del semen escindint les proteines semenogelines I i IT per permetre
la mobilitat lliure del espermatozoides per tal que puguin fecundar I'oocit (Balk

et al., 2003). A la vegada, les semenogelines estan implicades en la capacitacid,
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mobilitat, la fertilitat dels espermatozoides, amb la qual cosa la funci6é de la PSA
va més enlla de la liqiiefacci6, influint també en la fertilitat (Gupta et al., 2017). A
més, pot escindir altres proteines com la proteina inhibidora C o la Fibronectina
1 implicades en la infertilitat (Christensson et al., 1994). Aquesta tltima també
ha mostrat expressi6 diferencial en aquest estudi. La seva implicaci6 en la re-
produccié és coneguda, aixi ho demostra I'estudi on baixos nivells de PSA en el
plasma seminal correlacionen amb baixos nivells de mobilitat en el percentatge
d’espermatozoides mobils (Ahlgren et al., 1995 i Elzanaty et al., 2002) la qual
cosa concorda amb la sobreexpressio en els controls fértils respecte els infertils
trobada en el present estudi. Tot i que, hi ha altres estudis que veuen com la PSA
augmenta a mesura que els percentatge inmovils disminueix (Yang et al., 2003 i
Sharma et al., 2013), una possible explicacié podria ser que no s’estigui compa-

rant P'expressid de les mateixes isoformes de la PSA.

Per primera vegada en el plasma seminal s’ha identificat les segiients proteines
diferencials: (G),N(G)-dimethilarginina dimetilaminohidrolasa 1 (DDAH1), la
proteina serina/treonina phosphatasa PP1-beta catalitic subunit i la Ankyrin re-
peat domain-containing protein SOWAHA. La DDAH1 es tracta d'una proteina
enzimatica de 31 KDa que metabolitza la dimetilarginina asimetrica, un inhibidor
endogen de la sintesis d’0xids nitrics, involucrats en multiples processos biologics
(Bredt, 1999). Com a inhibidor de la dimentilargininga asimetrica, la sobreex-
pressi6 d’aquesta proteina condueix indirectament a un augment de I’expressio
d’oxid nitric (Saratsis, et al., 2012). En la reproduccio, ’0xid nitric és important
per processos com la capacitaci, la reaccié acrosomica i la fusié entre oocit i
espermatozoide (Herrero et al., 1999). A més, es coneix que elevades concentra-
cions d’oxid nitric influeixen de manera negativa en la mobilitat dels esperma-
tozoides degut a que la formacié d’aquests radicals lliures inhibeixen la cadena
respiratoria fent disminuir la producci6 d’energia i provocant danys en 'TADN
(Balercia et al., 20004; Drevet et al., 2019). La concentracié d’0xid nitric s’ha de-
terminat en el plasma seminal d’'individus amb seminogrames normals i alterats
i s’ha trobat correlacions tant amb la morfologia com amb els nivells de testoste-

rona (Huang et al., 2006).

El grup de pacients que presenta el seminograma alterat, ATZ, va mostrar 8
spots amb expressio diferencial i sobreexpressats respecte a la resta. Dels quals
se n’han identificat sis proteines: Cistatina-S, Neutrofil defensina 1, Beta-actina,

proteina induible de la prolactina (PIP), Alpha-1-antitripsina i Serotransferrina.
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L’ Alpha-1-antitripsina esta relacionada amb la motilitat progressiva dels esper-
matozoides en el plasma seminal, a més, pot tenir implicacions durant la ma-
duraci6 dels espermatozoides, des de I'epididim fins a la fecundaci6 en el tracte
reproductor femeni (Ding et al., 2007). La PIP ha estat molt estudiada, té moltes
funcions com a immunoreguladora, activitat antimicrobiana, apoptosi i progres-
si6 de tumors (Tomar et al., 2012). Interactua també amb nombroses proteines
com la Fibronectina durant la ligiiefaccio, el fibrinogen, I’actina, la queratina, la
miosina, la tropomiosina (Schenkels et al., 1994), la glicoproteina zinc-alfa-2 hu-
mana (Hassan et al., 2008) i ’albtimina sérica humana (Kumar et al., 2012). L’ex-
pressi6 de PIP sembla variar entre diferents estudis. Com en el present, en un es-
tudi previ s’analitzava en individus amb diverses alteracions dels parametres del
semen van trobar que s’expressava en els grups que difereixen en parametres de
concentraci6 i morfologia d’espermatozoides (Sharma et al., 2013¢). Tanmateix,
s’ha vist que les concentracions de PIP augmenten molt en els grups postius per
a ROS+ en comparacié amb el grup negatiu per a ROS- (Sharma et al., 2013a).
D’altra banda, es va observar que la PIP baixava en pacients astenozoospermatics

en comparacié amb els donants (Martinez-Heredia et al., 2008).

El grup de pacients amb ATZ i varicocele (ATZ-VAR) mostra 2 spots diferencials
infraexpressats en aquest grup respecte la resta, indicant que podrien estar impli-
cats en els processos inflamatories de la patologia i es poden estudiar per diagnos-
ticar aquests pacients. En aquests s’ha identificat la proteina, Aminopeptidasa N
(AMPN). Es tracta d’'un enzim que multifuncional que esta involucrat en la regula-
ci6 de processos cel-lulars en 'espermatozoide, i per tant, també en la fertilitat. Es-
tudis anteriors, van demostrar que 'aminopeptidasa N afecta a la mobilitat dels es-

permatozoides i al desenvolupament embrionari dels ratolins (Khatun et al., 2017).

El grup de pacients amb avortaments de repetici6 va mostrar 2 spots diferencials
pero no es van poder identificar les proteines corresponents. Destacar que encara
que no es coneguin proteines diferencials en aquest grup respecte els altres, si que
n’hi ha amb els controls fertils i que per tant, es poden tenir en compte en estudis
posteriors. Resulta interessant, 'analisi de proteines diferencials que hi ha entre
els grups amb seminogrames normals (controls i AR) i els grups d’infeértils (ATZ i
ATZ-VAR) que s’han identificat com a: Actina citoplasmatica 1 (ACTB), Creatina

quinasa tipus B, Gastrisina (PEPC) i la Fibronectina 1, es coneixen amb funcions
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relacionades amb el metabolisme i la energia, per tant implicades en la mobilitat
flagelar, pel que estarien implicades en la pérdua de mobilitat i/o la morfologia
cel-lular (Asseo et al., 1981).

L’analisi “in silico” de les proteines del liquid seminal amb expressi6 diferencial
en els diferents grups s’ha realitzat amb éxit mitjancant les eines bioinformati-
ques com Uniprot, PANTHER, STRING, etc, per tal de poder valorar la seva loca-
litzacio, les vies que es veuen afectades, etc.

La plataforma PANTHER (Protein Analysis Through Evolutionary Relationship)
ha permeés classificar les proteines identificades com a diferencials en funcié dels
termes de Gene Ontology (GO) de procés biologic, de funcié molecular i

de localitzacio.

Pel que fa al procés biologic, en el conjunt de les proteines expressades de manera
diferencial, s’han trobat dos termes de GO significativament sobre-representats:
el procés metabolic i la localitzaci6 (Figura 1C, article 2). Quan s’han agrupat les
proteines en termes de GO de funcié molecular resulta que la categoria d’activitat
catalitica esta significativament representada (Figura 1B, article 2), i pel que fa
a la localitzacio, la regid extracel-lular és la més representada, concorda amb la
fracci6é de plasma seminal que s’ha analitzat. Degut a la sobrerepresentacié de
proteines provinents tant de processos metabolics com catalitics, aquests resul-
tats suggereixen que el dany en 'ADN dels espermatozoides dels grups analitzats

esta causat majoritariament pel dany oxidatiu.

L’analisi de les interaccions entre les proteines diferencials identificades en
aquest estudi mitjancant la plataforma STRING (Search Tool for the Retrieval
of Interacting Genes/Proteins) revela que moltes d’elles estan associades entre
elles. Pero si a més, es cerca amb quines altres estan relacionades s’observa que
totes elles ho estan amb la Ubiquitina C (UBC). La UBC és una poliubiquitina
regulada per 'estrés en mamifers, és induida durant I’estres i proporciona ubiqui-
tina addicional necessaria per eliminar proteines danyades/desplegades (Tsirigo-
tis et al., 2001). La poliubiquitina-C té un paper important en diversos processos

biologics, com la reparacié de ’ADN, la immunitat innata i l'activitat de la qui-
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nasa (Ryu et al., 2007; Kim et al., 2018). La poliubiquitina-C també és una mole-
cula de senyalitzaci6 clau que connecta i coordina el proteasoma i 'autofagia per
eliminar els agregats toxics de proteines (Hao et al., 2013). La seva expressié ha
estat descrita en espermatozoide humans amb 'ADN fragmentat (Muratori et al.,
2005) i ha estat descrita la seva relacié amb la qualitat del semen, s’encarrega de
marcar espermatozoides defectuosos, remodelar la membrana plasmatica durant
la capacitacio, participa en la reacci6 acrosomica, en la promoci6 de la interacci6
espermatozoide-oocit i en I’heréncia mitocondrial paterna (Muratori et al., 2007;

Zigo et al., 2019).

5.4 ANALISI DE L’EXPRESSIO PROTEICA DIFERENCIAL EN ELS ES-
PERMATOZOIDES D’INDIVIDUS FERTILS | D’AVORTAMENTS DE REPE-
TICIO ABANS | DESPRES DEL TRACTAMENT AMB ANTIOXIDANTS

En el present estudi s’ha realitzat ’analisi proteomica d’expressi6 diferencial mi-
tjancant la tecnica de marcatge isobaric TMT en espermatozoides d’individus fér-
tils i individus que han presentat avortaments de repetici6 sense factor femeni
descrit (AR) abans i després del tractament amb antioxidants (AR-AO). Fins al
moment, s’han realitzat pocs estudis de protedmica en aquest grup de pacients
(Xue et al., 2019; Mohanty et al., 2020) pero a més, per tal d’homogeneitzar les
mostres s’han analitzat també I'estat del dany de ’ADN mitjancant ’assaig Come-
ta. En aquest sentit s’ha tingut en compte que el perfil diferencial de fragmenta-
ci6 de doble cadena de I’ADN dels espermatozoides mesurat amb Cometa neutre
comporta un major risc de patir avortaments de repeticié (Ribas-Maynou et al.,
2012). D’altra banda, també s’ha incorporat a ’estudi I'analisi del proteoma tant
abans com després de la pressa oral del tractament amb antioxidants. Hi ha es-
tudis que indiquen que el tractament de pacients infertils amb antioxidants orals
milloren els parametres i el potencial de fertilitzacié (Micic et al., 2019; Bassiri et
al., 2020). Per tant, en aquest estudi s’ha analitzat el canvi d’expressi6 de proteines
entre el controls fertils i els avortaments de repetici6 amb trencaments de doble

cadena i observat I'efecte del tractament amb antioxidants sobre aquests pacients.
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Les mostres emprades per a aquest estudi protedmic s’han seleccionat en base a
diferents criteris per a homogeneitzar les mostres. El primer criteri és el semino-
grama, totes les mostres analitzades, fértils i infertils son mostres normozoosper-
miques. El segon criteri és la patologia, les mostres de pacients infértils mostren
un historial d’avortaments de repeticié sense factor femeni. Laltim criteri, la
fragmentaci6é en ’ADN dels espermatozoides, s’han seleccionat aquelles mostres
de pacients amb avortaments de repeticié que mostraven un perfil de fragmenta-
ci6 caracteristic, en els que els nivells de fragmentaci6 de cadena senzilla amb el
Cometa alcali es mostren baixos i, en canvi, els trencaments de cadena doble amb
el Cometa neutre es mostren alts (fet préviament caracteritzat, Ribas-Maynou et
al., 2012). Els individus fértils mostren un perfil de fragmentacié6 dins dels valors
de referéncia (Ribas-Maynou et al., 2012).

El proteoma de ’espermatozoide s’ha analitzat en varies condicions d’infertili-
tat com diferents alteracions del seminograma, idiopatica, varicocele, obesitat,
etc. (Cao et al., 2018; Pini et al., 2020; Jodar et al., 2020). Algunes analisis de
proteomica s’han realitzat en mostres de pacients amb avortaments de repeticié
(Mohanty et al., 2020a; Mohanty et al., 2020b; Xue et al., 2019) pero cap estudi
previ contempla també I'efecte del tractament oral amb antioxidants i el perfil de

fragmentaci6 de ’ADN dels espermatozoides.

En aquest tercer estudi, la comparacié quantitativa de I'expressid proteica rea-
litzada mitjancant el marcatge amb TMT dels espermatozoides d’individus ferti-
Is vers individus amb avortaments de repeticié abans i després d’'un tractament
amb antioxidants ha permes identificar 607 proteines. Aquest nombre baix de
proteines identificades pot ser degut a que les mostres han estat criopreservades
amb un medi que conté rovell d’ou, aquest conté proteines com les vitelogeli-
nes que poden emmascarar moltes altres proteines menys abundants. Per evitar
aquest problema s’ha realitzat la normalitzacié corresponent. De les proteines

identificades, 29 son diferencials entre el grup de CF i AR, 26 estan sobreexpres-
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sades (fold-change >1,5 1 p<0,05) i 6 infraexpressades (fold change < 0,67 i p<
0,05) (Taula 2 de I'article 3). De les 30 proteines diferencials entre els CF i els AR-
AO, 25 estan sobreexpressades i 5 infraexpressades. En la comparaci6 entre els
dos grups de pacients abans i després del tractament amb antioxidants no s’han
trobat diferéncies significatives indicant que ’acci6 de les ROS no son les que pro-
voquen els canvis més significatius entre aquests grups. Hi ha estudis publicats
que han valorat 'efecte dels antioxidants en pacients infeértils i els resultats no
son clarificadors (Micic et al., 2019; Nazari et al., 2020). Recentment, Netherton
et al., 2020 han millorat la tecnologia per a la mesura de les ROS i han comprovat
que moltes de les proteines afectades per ROS provenen de la prostataino de I'es-
permatozoide, per tant, indiquen que I'estat oxidatiu prové de I’ambient exterior
de 'espermatozoide no de l'interior d’aquest pel que apunta que caldria revisar
aquesta qiiestié. Cal mencionar pero, que I’expressio de certes proteines millora
en els AR-AO en comparaci6 als CF, aixi ho fan: LMO7 (LIM domain only pro-
tein 7), MMP28 (Matrix metalloproteinase-28), NEHF (Neurofilament heavy
polypeptide), BNC2 (Zinc finger protein basonuclin-2), la implicacié d’aquestes

proteines es descriu en els segiients paragrafs.

Pel que fa als processos metabolics hi ha sis proteines que estan directament in-
volucrades i que participen en processos d’oxidacié-reduccid en la glicolisi. To-
tes es troben sobreexpressades en les mostres d’avortaments de repetici6: PKM
(Pyruvate kinase PKM), G3PT (Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase,
testis-specific), GSTM3 (Glutathione S-transferase mu 3), GPX4 (Phospholi-
pid hydroperoxide glutathione peroxidase). La ATPA (ATP synthase subunit al-
pha, mitochondrial) també esta sobreexpressada pero només en el grup AR-AO.
La majoria d’aquestes proteines son sensibles a ROS (Nowicka-Bauer i Nixon,
2020). El GSTM3 és un enzim detoxificant molt important i té un paper en la
desintoxicacio cel-lular de ROS, la senyalitzaci6 cel-lular per a la capacitacio i fer-
tilitzaci6 (Llavanera et al., 2020). En animals s’ha establert com un biomarcador
de criotolerancia i fertilitat (Kwon et al., 2015; Llavanera et al., 2019). GPX4 és
un enzim antioxidant essencial que protegeix a les cel-lules de les ROS (Conrad
et al., 2007) i el trobem en tres components cel-lulars diferents: el citosol, la mi-
tocondria i el nucli. En el nucli cel-lular s’associa a les regions anomenades MAR
i participa en la condensaci6 de 'ADN durant ’espermiogenesi (Puglisi et al.,
2014), també en la descondensaci6 de la cromatina del pronucli masculi que afec-
ta al correcte desenvolupament embrionari (Meseguer et al., 2006; Puglisi et al.,

2012). Els trencaments de doble cadena de ’ADN també es localitzen a les regions
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de MAR fet que permet que es puguin reparar en el futur embrié (Ward, 2010;
Ribas-Maynou i Benet, 2019).

El citoesquelet és molt important en ’espermatozoide, ja que és el responsable
del moviment i la forma de les cél-lules, aixi com de la fusi6 entre els gametes,
la reacci6 acrosoma, el transport vesicular, entre d’altres. En el present treball
s’han trobat proteines sobreexpressades que pertanyen al citoesquelet i les seves
funcions: Acrosina, AKAP3 (A-kinase anchor protein 3), AKAP4 (A-kinase an-
chor protein 4), MAP2 (Microtubule-associated protein 2), CABYR (Calcium-bin-
ding tyrosine phosphorylation-regulated protein), PMMP28 (Matrix metallopro-
teinase-28), DPY19L2 (Probable C-mannosyltransferase DPY19L2), RalGPS1
(Ras-specific guanine nucleotide-releasing factor RalGPS1) i SP17 (Sperm sur-
face protein Sp17). Per contra, la proteina NEFH del grup AR-AO millora el seu
perfil després del tractament amb antioxidants orals. La NEFH encara no s’ha
caracteritzat en 'espermatozoide huma, tot i que s’ha caracteritzat en una espe-
cie de gamba juntament amb les proteines MAP2 i Tau, concretament a la zona
subacrosomica de I'espermatozoide (Baldwin et al., 1998). Tot i aix0, la proteina
MAPz2 si que s’ha trobat a I'espermatozoide huma (Maunoury i Hill, 1980) i s’ha
descrit que interacciona amb neurofilaments i microtibuls per estabilitzar el seu

creixement (Magley i Rouhana, 2019).

La regulaci6é de les proteines que es realitza mitjancant modificacions tant en
el plegament de les proteines com post-traduccionals, com poden ser la ubiqiii-
tinacio, la fosforilacio, la glicosilacid, etc., és molt important per mantenir els
processos cel-lulars en correcte funcionament. La AKAP4 i HSPB1 (Heat shock
protein beta-1) participen en aquests processos i en el present treball s’han trobat
desregulades. La proteina LMO7 també esta sobreexpressada pero només en el
grup AR, el grup AR-AO millora el seu perfil d’expressio. Aquesta proteina esta
implicada en moltes funcions biologiques gracies a modificacions post-traduc-
cionals, en concret la ubiquuinacié. El mapa d’interaccions entre les proteines
diferencials revela la seva associaci6 amb ASB14, que és una proteina que regula
altres proteines mitjancant la poliubiquitinacié (Wang et al., 2019). Algunes fun-
cions de la LMO7 estan relacionades amb l'organitzacid del citoesquelet d’acti-
na com ara les unions cél-lula-cel-lula o unions de matriu-céel-lula (Ooshio et al.,
2004), en desenvolupament embrionari i oncogéenesi, etc (Aartjan et al., 2007).
També s’ha demostrat que la LMO7 a través del seu domini LIM actua en el con-

trol de la progressi6 de la mitosi i exerceix un efecte sobre SAC (Spindle Assembly
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Checkpoint). La HSPB1 és una proteina regulada per estressors cel-lulars com ara
ROS, actua en el manteniment del citoesquelet (Clarke et al., 2013) i s’ha demos-
trat que quan esta en concentracions elevades en els espermatozoides, en resulten
blastocists de baixa qualitat, fet que també s’ha descrit per a la proteina Clusterina
(CLU) (McReynolds et al., 2014). La clusterina també protegeix contra ROS, a la
vegada que participa en multiples processos biologics com son la resposta a l'estres,
el control del cicle cel-lular, la reparacié de 'TADN en I'apoptosi, etc (Hosseninifar
et al., 2013; Mohanty et al., 2020). Recentment, la CLU s’ha proposat com a nou
biomarcador a causa del seu paper com a regulador de factors paterns en pacients

amb historial clinic d’avortaments de repeticié (Mohanty et al., 2020Db).

Les proteines KIF4B (Chromosome-associated kinesin KIF4B), H2B1A (Histone
H2B type 1-A), PRDM2 (PR domain zinc finger protein 2), SAP (Serum amyloid
P-component), SPANXB1 (Sperm protein associated with the nucleus on the X
chromosome B1) i la BNC2 (Zinc finger protein basonuclin-2) estan localitzades
en el nucli dels espermatozoides. L’ADN d’espermatozoides s’empaqueta per his-
tones i durant 'espermiogéenesi es substitueixen per protamines. Es coneix que al-
teracions en aquest procés causen defectes en 'empaquetament de cromatina fet
que fa que TADN de I'espermatozoide sigui més susceptible a danys (Erenpreiss
et al., 2006; Manochantr et al., 2012; Darmishonnejad et al., 2020). Treballs pre-
vis han demostrat que un augment de ’expressio en el nucli espermatic ’H2B1A
condueix a disminuir la mobilitat, la compactacié de 'ADN i la fragmentaci6 de
'ADN espermatic (Zini et al., 2008). Una altra proteina expressada diferencial-
ment implicada en la fragmentacié de ’ADN dels espermatozoides és PRDMz2,
un estudi va suggerir que forma part del complex de reparaci6 de trencament de
doble cadena (DSB), critic per mantenir la integritat de ’TADN (Khurana et al.,
2014). D’altra banda, la SAP ja s’havia descrit en mostres de pacients infertils
(Sorensson et al., 2012; Naaby-Hansen et al., 2010). A més, es coneix que inte-
racciona de manera especifica amb la cromatina afavorint la seva solubilitzacio
(Butler et al., 1990) i per tant, pot contribuir al desenvolupament fisiologic de la
manipulacié de la cromatina alliberada de les cél-lules in vivo. També s’ha demos-
trat que les cél-lules apoptotiques, que porten fragments de cromatina a la seva
superficie sempre estan recobertes de SAP (Breathnach et al., 1989). En un estudi
anterior, SAP es va correlacionar amb pacients infertils que mostraven una frag-
mentacié de TADN d’espermatozoides elevada i una qualitat embrionaria més
pobra (Heidari et al., 2018). La proteina BCN2 ha millorat el seu perfil d’expressio

en els pacients després del tractament antioxidant i s’ha trobat infraexpressada.
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S’ha descrit com una proteina que uneix ’ADN i que regula la meiosi i la mitosi en
les cel-lules germinals masculines (Vanhoutteghem et al., 2014) fet que fa pensar

que també podria estar implicada en I’activaci6 del genoma patern.

L’analisi “in silico” de les proteines amb expressi6 diferencial del present estu-
di s’ha realitzat amb exit mitjancant eines bioinformatiques com Uniprot, PAN-
THER, STRING, etc, per tal de poder valorar la seva localitzacio, les vies que es
veuen afectades, etc. Els resultats revelen que les analisis de les DEPs entre CF
vs AR i CF vs AR-AO sbén molt similars. Essent les funcions d’'unié i catalitiques
les més enriquides, i de manera interessant, els processos cel-lulars i metabolics
també. Aquestes dades concorden amb estudis anteriors (Mohanty et al., 2020;
Xue et al., 2019) i a més, demostren que son vies importants per a la etiologia de
la infertilitat per avortament recurrent idiopatic. També s’ha observat que el 15%
estaven implicades en funcions reproductives. Finalment, i tal i com s’espera la ma-
joria de les proteines provenen de I'interior cel-lular, i dels organuls i la membrana.
Proteines com la AKAP3, AKAP4, MAP2, CABYR, Di1gL2, ZPBP1 (Zona pelluci-
da-binding protein 1) i TPC1 (Two pore calcium channel protein 1) son proteines de
membrana i poden ser susceptibles de constituir nous biomarcadors proteics per
a técniques de seleccié d’espermatozoides abans de la fecundaci6é de I'odcit en els
programes de reproduccié assistida.

Al observar les interaccions entre les proteines amb expressio diferencial dels grups
analitzats (Figura 2 de I'article 3) es mostren diferents nodes que estan relacionats
amb diverses estructures i activitats cel-lulars com sén: el metabolisme cel-lular, el
citoesquelet (mobilitat i fusié de gametes) i per Gltim, el dany en 'ADN.

A més, en un segon nivell d’interacci6 s’observa que apareix un quart node d’inte-
racci6 associat al complex ATP sintasa i que els diferents nodes d’interacci6 estan

a la vegada associats amb la PKD.
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5.5 PERSPECTIVA DE FUTUR

La revoluci6 de les técniques -0Omiques, combinades amb els programes bioinfor-
matics que ha esclatat en els darrers anys, ha permés augmentar el coneixement i
la comprensi6 de les causes de la infertilitat masculina; aixi com identificar possi-
bles biomarcadors d’interés en el pronostic com en el diagnostic de la infertilitat
masculina i també en la predicci6 de resultats reproductius en els programes de
reproducci6 assistida. Tot i aixi, encara cal realitzar estudis que demostrin la va-
lidacié clinica d’aquests panells de biomarcadors per a que puguin usar-se en la
clinica de forma eficient i segura.

A més, i de rellevant interés, la comprensio de les bases biologiques i moleculars
associats a la infertilitat masculina serviran per complementar la planificaci6 de
tractaments en reproducci6 assistida i per a la recerca basica fet que possibilitara

la seva aplicaci6 translacional en revertir la fisiopatologia o la millorin.
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Conclusions

Les conclusions derivades de la investigacio realitzada en aquest treball son les segiients:

Per a 'TOBJECTIU GENERAL 1 “Caracteritzacié de I’activitat nucleasa en el

liquid seminal”:

164

. Sha desenvolupat la técnica SRED per ser aplicada en el liquid se-

minal, permetent quantificar la concentraci6é de nucleases del liquid seminal.

. L’activitat nucleasa en el liquid seminal esta present en totes
les mostres analitzades i és més baixa en els individus azoospérmics, a

més mostra expressi6 diferencial entre els diferents grups analitzats.

. Els individus controls fertils (CF) mostren molta activitat
nucleasa total en el liquid seminal, en canvi, tenen molt poca activitat
nucleasa en relaci6 al nombre d’espermatozoides per mil-lilitre, indicant

que aquesta depen del nombre d’espermatozoides que hi ha a la mostra.

. La concentraci6é de nucleases del liquid seminal en relaci6 al
nombre d’espermatozoides per mil-lilitre és més elevada en els indivi-
dus astenoteratozoospermics (ATZ) i correlaciona amb la fragmentacio
de cadena senzilla de ’ADN (Cometa alcali), la mobilitat, la vitalitat i la

morfologia dels espermatozoides.

. La correlacié amb la vitalitat i els trencaments de cadena
senzilla de ’ADN dels espermatozoides (Comet alcali), indica que esta

implicada en el control de qualitat dels espermatozoides danyats.

. L’activitat nucleasa en el liquid seminal és una bona variable per
predir la infertilitat masculina, indicant que és un parametre comple-

mentari en el diagnostic de la infertilitat masculina.



Conclusions

Per a’OBJECTIU GENERAL 2 “Analisi protedomic diferencial de liquid semi-
nal mitjan¢ant 2D-DIGE de mostres segons el seminograma, patologia i grau de

fragmentacié de 'ADN dels espermatozoides”:

. La metodologia 2D-DIGE combinada amb técniques d’espec-
trometria de masses revelen l'existéncia de 17 proteines expressades de
manera diferencial en el plasma seminal d’individus feértils en compara-
ci6 amb la resta de grups, aixi com 6 proteines en el grup d’astenoterato-
zoospérmics (ATZ) i una en el grup d’astenoteratozoospérmics amb vari-
cocele (ATZ-VAR). També s’han trobat 5 proteines diferencials entre les
mostres amb seminogrames normals (controls fértils i avortaments de
repeticio) i les mostres amb seminogrames anomals (ATZ i ATZ-VAR),

indicant que tenen un gran potencial com a biomarcadors.

. Les proteines que s’expressen de forma diferencial en aquest estudi
estan relacionades principalment amb processos metabolics, tenen basica-

ment una funcio6 catalitica i més de la meitat es troben a I'espai extracel-lular.

. A més, l'analisi bioinformatica mostra que gran part d’aques-
tes proteines estan associades entre elles i amb la ubiquitina C, indicant
que aquesta té un paper important en la regulacié de gran part de les
proteines trobades i pot ser un biomarcador d’infertilitat masculina que

reflecteixi la deficiéncia d’altres proteines biomarcadores.
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Conclusions

Per alOBJECTIU GENERAL 3 “Analisi proteomic diferencial dels espermato-
zoides mitjancant marcatge amb TMT de mostres de controls fértils vers avorta-

ments de repetici6 abans i després del tractament oral amb antioxidants”:

. La metodologia que combina el marcatge amb TMT i les tecni-
ques d’espectrometria de masses revelen l'existéncia de 34 proteines amb
expressio diferencial relatives als espermatozoides d’individus feértils en
comparaci6é amb els grups d’avortaments de repetici6 abans i després del
tractament oral amb antioxidants, permetent coneéixer millor I’etiologia
del dany en aquests pacients i indicant que tenen un gran potencial com

a biomarcadors.

. El perfil de fragmentacié de 'ADN dels pacients amb avorta-
ments de repetici6 abans i després del tractament amb antioxidants me-
surat mitjancant I'assaig Cometa no presenta diferéncies significatives,

tot i que en algunes mostres s’observa una millora.

. D’igual manera que la fragmentaci6é de ’ADN dels espermato-
zoides, el perfil proteic entre els avortaments de repeticié abans i després
del tractament amb antioxidants no difereix de manera significativa, tot
i que algunes proteines milloren el seu perfil de manera significativa des-
prés del tractament amb antioxidants (LMO7, MMP28, NEFH i BNC2);
indicant que tot i que algunes proteines son vulnerables a I'estres oxida-
tiu, la patologia espermatica d’aquests pacients no és deguda principa-

ment a aquest.

. Les proteines que s’expressen de forma diferencial en aquest
estudi estan relacionades principalment amb processos cel-lulars i me-
tabolics, funci6 catalitica i d’unid, i la gran majoria es localitzen dins la
cél-lula; d’entre aquestes n’hi ha que es localitzen a la membrana i sén
candidates a biomarcadores en la selecci6 d’espermatozoides per a cicles

de reproducci6 assistida..
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Conclusions

. La identificaci6 de proteines diferencials com H2B1A, GPX4
i PRDM2 que estan involucrades en el dany en ’ADN, la remodelacio
i reparaci6 de ’ADN dels espermatozoides, aixi com en la desconden-
saci6 de ’ADN patern en ’embrié; mostra que la seva desregulaci6 té
conseqiiencies en els trencaments de ’ADN dels espermatozoides i afecta

al correcte desenvolupament de I'embrio.
. A més, el mapa d’interaccions entre les proteines diferencials

mostra que es distribueixen en tres grups: metabolisme, citoesquelet

(mobilitat i fusi6 de gametes) i dany en ’ADN dels espermatozoides.
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Abreviacions i acronims

ABREVIACIONS | ACRONIMS

2D-DIGE: Electroforesi diferencial en dues dimensions

ADN: Acid desoxirribonucleic

ADNasa: ADN nucleasa I

ARN: Acid ribonucleic

ASZ: Astenozoospérmia

ATZ: Astenoteratozoospermia

ATZ-VAR: Astenoteratozoospermia amb varicocele

AR: Avortament de repeticid

AR-AO: Avortament de repetici6 després del tractament amb
antioxidants

AZ: Azoospermia

BSA: Sérum albtimina bovina

CF: Control fertil

DTT: Dithiothreitol

FIV: Fecundaci6 in vitro

ICSI: Intracytoplasmic Sperm Injection

IA: Inseminaci6 artificial

Kb: Kilobases

LC-MS/MS: Cromatografia liquida capilar acoblada a espectrometria de
masses en tandem.

MAR: Matrix Attachment Region

OMS: Organitzaci6 Mundial de la salut (anglés, WHO)
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Abreviacions i acronims

PBS:
ROS:
SCD:
SDF:
SSB:

SDB

SMN:

SP:
SRED:

STRING:

TMT:
TUNEL:
TZ:

Phosphate-buffered saline

Espécies reactives d’oxigen

Sperm Chromatin Structure Assay

Sperm Chromatin Fragmentation
Fragmentaci6 de cadena senzilla de 'TADN
(angles, single strand breaks)

Fragmentaci6 de cadena doble de TADN
(angles, double strand breaks)

Seminograma normal en pacients infértils
Plasma seminal

Single Radial Enzyme Diffusion

Search Tool for the Retrieval of Interacting Genes/Proteins

Tandem Mass Tag

Terminal transferasa dUTP Nick-End-Labeling

Teratozoospérmia
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