Caracteritzacio proteomica de [’espermatozoide
huma. Proteines diferencials trobades en pacients

astenozoospermics.
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3.- Material i métodes.

3.1.- Procedeéncia i seleccié de mostres.

Aquest projecte va ser aprovat pel Comite de Bioética de 1’Hospital Clinic de Barcelona
1, previament al seu estudi, un consentiment informat va ser obtingut de cada pacient.
Les mostres provenen del Laboratori d’Andrologia de 1’Hospital Clinic i Provincial de

Barcelona.

Les mostres es van recollir en contenidors estérils, després d’un minim de tres dies
d’abstinencia sexual. Despres de la ligiiefaccio, es van avaluar els parametres seminals
dictats per la OMS (volum, concentracio, percentatge de motilitat i caracteristiques
mobils). Per fer-ho, es va usar un sistema informatitzat CASA (Computer Assisted
Semen Analyser) (CASA, Photolux), i una cambra de contatge Makler (Sefi Medical
Instruments, Hainfa, Israel). La morfologia espermatica es va avaluar segons el criteri

estricte de Kruger, 1 un minim de 100 c¢l-lules es van examinar en cada portaobjectes.

Es van analitzar un total de 47 pacients i 10 donants de semen (com a controls).
D’aquets 47 pacients, 27 eren normozoospermics (tots el parametres seminals correctes)
1 20 astenozoospeérmics (pacients amb la motilitat afectada). També es van utilitzar

altres mostres per tal de posar a punt els protocols.

3.2.- Preparacio de les mostres.

3.2.1.- Gradient de Percoll.

El primer pas és comu per als diferents protocols, 1 és el gradient de Percoll que es
realitza per garantir que només s’analitzen espermatozoides, i no altres cel-lules presents
en el semen. El protocol es basa en el descrit en una de les tesis doctorals préviament
realitzades al nostre laboratori (Mengual, 2003; Mengual et al., 2003), amb les segiients

modificacions.

1. Es centrifuguen les mostres (3000g durant 5° a 4°C) per tal d’eliminar el plasma

seminal.

2. S’elimina rapidament el sobrenedant (per decantacié o amb pipeta segons 1’estat

del sediment).

3. Es ressuspen el sediment amb 2 mL de HAM F-10 1x (Gibco BRL, Life
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Technologies Ltd, Paisley, UK).

Per preparar el gradient, es parteix de Percoll 100% isotonic. Per preparar aquest
Percoll, es barregen 8.7 parts de Percoll (Amersham Pharmacia Biotech AB, Uppsala,
Suecia), 1 part de Ham F10 10x (Biological Industries, Israel) i 0.3 parts de NaHCO;
7.5%. A partir del Percoll 100% es prepara el Percoll 50% per fer el coixi de densitat.
Preparem el Percoll diluint el Percoll 100% en 47% Ham F10 1x i 3% de NaHCO;
7.5%.

4. Es prepara el gradient de Percoll, afegint 1 mL de Percoll 50% en un tub de 15
mL. A sobre s’afegeix la mostra (préviament ressuspesa en 2 mL de Ham F10 1x).
S’ha de fer amb molta cura (amb el falcon en diagonal) per tal de que no es barregin

les dues fases.

5. Es deixar reposar el gradient, 10’ en gel, per permetre una minima barreja i

evitar un canvi de fase brusc que podria conduir a la colmataci6 del gradient.

6. Es centrifugar a 800 g durant 20’ (4° C). Un cop centrifugat s’ha d’observar una

interfase 1 un sediment.
7. Es treu el sobrenedant 1 es guardar la interfase en un tub tipus eppendorf.

8. Es ressuspen el sediment amb ImL de Ham F10 1x. Es guarda una aliquota (5

ul) per fer el contatge a la cambra de Makler (Sefi, Israel).
9. Es fa el contatge dels espermatozoides de ’interfase i del sediment.

Es centrifuga durant 5 minuts a 3000 g (4° C) la mostra. S’elimina el sobrenedant i el
sediment es guarda al congelador (-20° C). Aquest espermatozoides, néts d’impureses 1

altres tipus cel-lulars, poden ser utilitzats en diversos tipus d’experiments.
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Fig 3.1. Diagrames explicatius del gradient de Percoll. A 1), es veu la manera correcta d’afegir
la mostra a sobre del gradient de Percoll; poc a poc i amb el tub inclinat 45°, per tal d’evitar la
barreja de les dos fases. El resultat es veu a la seglient imatge, on es veuen clarament les dues
fases plenament diferenciades. A 2) s’observa el segiient pas del protocol, una incubacié de 10’
en gel; aquesta incubacid permetra una minima barreja de les dos fases, per tal d’evitar una
colmatacié excessiva de la interfase. A 3) es veu una imatge esquematica del tub falcon tal 1
com surt de la centrifuga. Marcades com a, b, ¢ i d es troben les diferents fases que s’observen:
a, restes de fluid seminal; b, interfase, amb cel-lules rodones; ¢, restes de percoll; d, sediment

amb tots els espermatozoides.
3.2.2.- Decapitacioé d'espermatozoides i separacié dels caps.

Desprées del gradient, i amb la idea inicial d’estudiar només les proteines nuclears, es

van posar a punt dos protocols alternatius.
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Métode fisic mitjangant sonicacio.

Es va utilitzar un métode fisic, amb la utilitzacié sobre tot de la sonicacid (aplicacid
d’ultrasons a la mostra), descrit préviament (Van Blerkom et al., 1995) amb unes petites

modificacions.

1) Es ressuspen la mostra en un mil-lilitre de Ham F10 1x (Gibco BRL, Life
Technologies Ltd, Paisley, UK). Es centrifuga durant 5°, 1000g a 4°C. Es

descarta el sobrenedant.

2) Es ressuspen en un millilitre d’una solucié de 60 mM PIPES, 25 mM
HEPES, 10 mM EGTA, 2 mM MgCl,, 1% Trit6 X-100 i 0,2 mM PMSF, amb un
pH final de 7,4 (soluci6 1).

3) S’apliquen 15 s de vortex a la solucio. Es deixa reposar 15 s en gel.

4) Es repeteix el pas 3 tres cops més (un total de 4 vegades i un minut sencer de

vortex).

5) Es centrifuga durant 5 minuts, 1000g a 4°C. Es descartar el sobrenedant amb
pipeta.

6) Es ressuspen en 100 uLL d’una solucié de 60 mM PIPES, 25 mM HEPES, 10
mM EGTA, 2 mM MgCl, 1 0,2 mM PMSF, amb un pH final de 7,4 (soluci6 2).

7) Es sonica durant 90 s, dividit en dos parts de 45 s. Es mou el tub a dalti a
baix, per garantir una correcta sonicacio (veure Fig 3.2). Es controla visualment

gracies al microscopi.

8) Es porta la mostra a un gradient de sucrosa (20, 40 1 60%). La mostra es
ressuspen en el 20% de sucrosa (solucio6 2, 20% sucrosa). Es centrifuga a 3000 g

durant 90 minuts, amb un rotor basculant i a 4° C.

9) S’elimina el sobrenedant, i es ressuspen en 1 mL de solucid 2.
10) Es centrifuga durant 5 minuts, 3000g, 4°C.

11) Es repeteixen els passos 9 1 10 dos vegades més.

12) Es ressuspen en 100 pL de la solucio 2.
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Fig 3.2 Sonicador i collocacio de la mostra. Com s’observa a C, la mostra ha de ser processada
en gel, per les elevades temperatures que s’assoleixen amb el tractament i que podrien introduir

canvis en la composicio proteica de la mostra.

Meétode quimic amb detergents.

A més d’un metode basat en metodes fisics, es va posar a punt un metode de base
quimica: la utilitzacio de detergents per a afeblir les estructures de membrana de

I’espermatozoide (Jassim et al., 1992).

1) Es ressuspen la mostra en un mil-lilitre de Ham F10 1x (Gibco BRL, Life
Technologies Ltd, Paisley, UK). Es centrifuga durant 5 minuts, 1000g a 4°C. Es

descarta el sobrenedant.

2) Es ressuspen la mostra en un mil-lilitre d’una solucié de Tris HCI 8.8 (50

mM), complementada amb 20 mM DTT, 0.2 mM PMSF i 1% Triton X-100.

3) S’incuba durant 30 minuts a 4°C (en gel o cambra freda).
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4) Es centrifuga durant 5 minuts, a 1000g 1 4°C. Es descarta el sobrenedant.
5) Es repeteixen els passos 3 i 4.

6) Es centrifuga durant 5 minuts a 400 g 1 4°C. S’incuba a 4°C en una solucio

que conté 4 M urea, 50 mM Tris HCI pH 8.8, 20 mM DTT i1 0.2 mM PMSF.

7) Es comprova la morfologia cada 10 minuts al microscopi optic (contrast de

fase).
8) Els caps es sedimenten a través d’una centrifugacié de 20 s, 3000 g.

9) Es ressuspen la mostra en un tamp6 que conté 50 mM Tris HCI pH 8.8, 20
mM DTT i1 0.2 mM PMSF.

10) Es centrifuga durant 5 minuts, a 1000g i 4°C. Es descarta el sobrenedant. Es
porta la mostra a un gradient de sucrosa (20, 40 1 60%). La mostra es ressuspen
en el 20% de sucrosa (PBS-PMSF 20% sucrosa). Es centrifuga a 3000 g durant

90’, amb un rotor basculant i a 4° C.

11) S’elimina el sobrenedant, i es ressuspen el sediment en 1 mL de solucio 2

(Annex 1).
12) Es centrifuga durant 5 minuts, 3000g, 4°C.
13) Es repeteixen els passos 11 i 12 dos vegades més.

14) Es ressuspen en 100 ul de soluci6 2 (Annex 1).
3.2.3.- Extraccio de proteines.

Extraccid dcida.

Per tal de poder identificar les proteines minoritaries del nucli de 1’espermatozoide
huma, es van extreure utilitzant un protocol préviament descrit per un antic membre del

laboratori (de Yebra et al., 1993).

1) Per tal d’eliminar el fluid seminal, es centrifuga a 10.000g durant 5 minuts, a

una temperatura de 4° C.

2) Esressuspen en Ham F10 1x (Gibco BRL, Life Technologies Ltd, Paisley, UK).
Es torna a centrifugar (10.000g, 5 minuts, 4° C) i es ressuspen de nou amb Ham
F10 1x (300 pL), per tal de rentar bé la mostra de possibles impureses. El

sobrenedant s’elimina amb pipeta.
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3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

Es repeteix el pas 2.

Es renta el sediment amb 200 uL d’una soluci6 de Tritdo X-100, amb Tris IM pH
8 1 IM MgCl,. Centrifugar novament a 10.000g, durant 5 minuts i 4° C.
S’elimina el sobrenedant amb pipeta. Amb el detergent aconseguim debilitar el

sistema de membranes.

Es ressuspen el sediment amb 200 uL PMSF 1mM. Es centrifuga (10.000g, 5
minuts, 4° C) dues vegades. Amb aquest xoc hiposmotic aconseguim trencar les

cel-lules. El sobrenedant s’elimina amb pipeta.

Es ressuspen el sediment en 50 uL d’una soluci6 d’EDTA 20 mM,
complementada amb PMSF 1 mM i Tris-HCI pH 8 100 mM.

S’afegeix 1 volum (50 pL) de hidroclorur de guanidina (GuHCl) 6M,
complementat amb DTT 575 mM. En aquest punt eliminem els ponts disulfur
presents a les proteines (molt abundants a protamines). Homogeneitzar bé la
mostra. Sacsejar repetides vegades la mostra (manualment), utilitzant la pipeta
(aspirant i1 barrejant) i un punt de vortex al final. S’ha d’observar un moc viscos

a la mostra.

Afegir 1 volum (100 pL) d’H,O destil-lada estéril mQ. Barrejar i incubar durant

10-30 minuts a temperatura ambient.

S’atura la reacci6 afegint 5 volums d’etanol absolut fred (guardat al congelador)

1 s’incuba durant 10 minuts a —20°C.

10) Posteriorment, es centrifuga durant 15 minuts a 12.000 rpm (4°C) per tal

d’eliminar el sobrenedant. Per tal d’eliminar el maxim possible de sobrenedant,

primer es decanta, 1 despres s’aspiren les restes utilitzant la pipeta.

11) S’afegeixen 500 uL de HCI 0.5 M i s’homogeneitza la mostra amb el vortex.

S’incuba durant 5 minuts a 37 © C. Es fa un punt de vortex i es torna a incubar

durant 2 minuts més.

12) Es centrifuga durant 10 minuts a 14.000g. El sobrenedant (on sén les proteines)

es guarda en un tub pre-refredat amb un 20% de TCA (125 ul de TCA 100%).

Es barreja la mostra amb el TCA per inversid. S’han d’observar unes aigiies.

13) S’incuba durant 10 min a 4° C, per tal de que precipitin les proteines.
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14) Es centrifuga durant 10 minuts a 14.000g (4° C). S’elimina el sobrenedant per

decantacio, 1 obtenim les proteines al sediment.

15) Es renta amb 500 pL. d’1% B-mercaptoetanol en acetona (s’ha de preparar al

moment). Es centrifuga durant 5 minuts a 14.000g (4° C).
16) Es realitza un segon rentat, idéntic a I’anterior.
17) S’assequen les proteines a I’speed-vac durant 10 minuts.

Aquestes proteines son estables i ens permeten tenir-les guardades al congelador durant

mesos 0 anys.
Extraccid total de proteines.

Un métode alternatiu desenvolupat consisteix en la lisi total de I’espermatozoide, sense

cap tipus de pretractament o separacié previa (Pixton et al., 2004).

1) El sediment obtingut en el gradient de Percoll es ressuspen en el volum necessari
de medi de lisis per tal d’obtenir una concentracié de 230x10°

espermatozoides/mL.

Aquesta concentracié ha estat determinat empiricament en el nostre laboratori com

I’0ptima per a fer estudis de protedmica.

El medi de lisi es pot tenir preparat i es guarda al congelador. Pero cal afegir el DTT 1 el

PMSF just al moment d’utilitzar ja que es degraden en soluci6 aquosa.

2) Un cop ressuspesa la mostra, es deixa incubar una hora en agitacio a temperatura

ambient.

En aquest punt, la mostra pot centrifugar-se o guardar-se al congelador, on sera estable

durant mesos o anys.

3) Just abans de processar-la per a IEF, es centrifuga per tal d’eliminar les restes
insolubles. Es centrifuga 5 minuts, a 3000 g 1 4° C. El sobrenedant conté les

proteines aillades, que es carregaran en el sistema d’isoelectroenfoc.

56



Material 1 Métodes

3.3.- Gels mono i bidimensionals.

3.3.1.- Gels monodimensionals dcids.

Els gels monodimensionals s’han fet servir al nostre laboratori per trobar diferéncies en
les protamines, principalment. Per aixo son gels acids, per tal de que les protamines
penetrin al gel (les protamines estan molt carregades positivament) (Mengual et al.,

2003).

El primer pas es netejar els vidres amb etanol. Un cop els vidres estiguin nets, es
procedeix al seu muntatge (Fig 3.6). Després del muntatge, es comprova 1’estanquitat
del mateix omplint fins la meitat amb aigua. Es deixa reposar durant uns 10 minuts. Si
no perd aigua, es buiden, sense desmuntar els vidres, 1 s’eixuguen amb paper absorbent,
de manera que no quedi cap gota d’aigua que pugui alterar localment la concentracid

d’acrilamida.

Els gels estan formats per una barreja de 0.9M d’acid acetic, 2.5M d’urea, un 15%
d’acrilamida (al 33.3%) i un 0.09% de bisacrilamida (al 0.2%) i, per Gltim, un 0.53%
d’APS (al 10%) 1 un 0.53% de TEMED. Finalment, s’afegeix aigua fins al volum final

necessari.

Després d’aixo, cal degasificar els gels durant 20 minuts minim, ja que eliminant

I’oxigen la reaccid sera més rapida

Es prepara la barreja que formara el gel, tenint en compte que I’APS i el TEMED fan
polimeritzar I’acrilamida, 1 per tant s’afegiran a 1’altim pas. Aquesta barreja es posa
entre els vidres, intentant evitar que es formin bombolles que puguin afectar a la
posterior electroforesis. Si es formen bombolles, s’han de treure, utilitzant I’eina adient
(un filferro amb ganxo, fet especialment per aix0). S’omplen els vidres fins a dalt de tot,
1 després es fica tota la pinta, deixant que I’excés caigui. Aixi ens assegurem que tots els

gels tenen la mateixa algada.

Es deixa gelificar a temperatura ambient, durant un minim de 30 minuts. Amb aquest
minim, es assegurem que la malla esta ben feta. Amb 15 minuts els gels ja son solids,
pero la malla no esta acabada i podem tenir problemes de mala resolucio a la part
superior del gel. Passat aquest temps, es comprova que estigui gelificat. Una primera
indicacio ¢€s la formacié d’un canvi de fase en la zona superior del gel (entre les pintes,

si s’han ficat). Aquest canvi de fase es veu com una segona linea de front (Fig 3.7). Si
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s’observa aquest fenomen, es pot moure lleugerament el muntatge, per comprovar que
estigui gelificat. Un cop estigui gelificat, s’extreu la pinta amb cura, estirant primer des
de una banda, i permetent que entri I’aire. Despres, es col-loca el gel sota I’aixeta
d’aigua desionitzada, per eliminar les possibles restes d’acrilamida sense polimeritzar
que puguin quedar. Despres de sacsejar-lo bé, I’excés d’aigua s’eixuga amb paper de

filtre.

Un cop es té el gel preparat, es prepara el tampd d’electroforesis. Per a aquest tipus de

gel, el tampo conté acid acetic 0.9N (equivalent a 0.9M en aquest cas).

Amb el tampd ja preparat, es procedeix a realitzar una pre-electroforesis, per tal
d’eliminar tots els possibles ions que podrien quedar al gel. Aixo es fa perque en aquest
tipus de gel la separaci6 es fa per carrega, no per pes molecular. La duracié de la pre-
electroforesis depen del tamany del gel, 1 s’ha de realitzar fins que I’amperatge sigui

estable (una hora per a gels petits, i o/n per a gels grans).

Un cop fet la pre-electroforesis, es carreguen les mostres en els pous i comenga
I’electroforesi. Es deixa correr fins que la primera banda del verd de metil (un colorant)

ha comencat a sortir; a gels grans i amb 300V, unes 3 hores.

Despres de 1’electroforesi, els gels es tenyeixen amb el sistema més indicat.
3.3.2.- Gels bidimensionals. Preparacié de la primera dimensié.

El protocol realitzat es basa en el descrit préviament per Pixton (Pixton et al., 2004),
amb modificacions. Tres-cents microlites, corresponents a 230 milions
d’espermatozoides, provinents del sobrenedant obtingut en la extraccié total de
proteines s’utilitzen per a correr una tira. Aquests 300 ul es disposen sobre la safata de
rehidratacié del PROTEAN IEF Cell (Bio-Rad), intentant que cobreixi tota la superficie
1 que no quedin bombolles. A sobra es col-loca una tira d’isoelectroenfoc, vigilant que
I’acrilamida quedi cap baix. Es va utilitzar una rehidrataci6 passiva de 12 hores. Un cop
finalitzada, es programa ’aparell. Si es té un problema de sals, es pot col-locar un paper
Whatman mullat en H,O destil-lada a sobre de cada eléctrode, i la tira a sobre d’aquest

paper. Aixi, les sals es queden retingudes al paper 1 no la tira.

També es pot programa I’aparell amb un pas addicional per tal d’incorporar la
rehidratacié passiva al programa. En aquest cas, es substitueix la safata de rehidratacio

per la safata on es correran les mostres.
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Condicions disoelectroenfoc.

En el nostre cas, les condicions d’electroforesis van ser les dictaminades per la casa
comercial per a aquella llargada de tira. Per a tires de 17 cm (les emprades), les

condicions son les segiients:

- Pas 1: quinze minuts de pujada rapida (0-250 V)
-Pas 2: 2 hores de pujada lenta (250-10000 V)
-Pas 3: 45-60000 V-hours, rapid ramp, 10000 V

-Pas 4: durant 10 hores, a 50 V, pujada lenta. Aquest pas s’ha afegit per tal de no haver
de dependre dels temps anteriors, i poder parar 1’isoelectroenfoc en el moment més

convenient.

A la Fig 3.4 s’observa de manera esquematica el procés que es duu a terme durant

I’electroforesis.

Després d’uns 10 minuts de haver comengat la rehidratacio, s’ha d’afegir oli a sobre les

tires, per evitar I’evaporacio de la mostra, degut als elevats voltatges assolits.

Un cop acabat I’isoelectroenfoc, 1’excés d’oli s’ha d’eliminar, ajudats d’alguna mena de

paper absorbent (veure Fig 3.5).

Després d’aquest pas, les tires es poden utilitzar al moment, o ser guardades a -80° C

durant mesos o anys (Fig 3.5, fotografia inferior dreta).

+ -

- Before focusing

After focusing

Fig 3.4 Esquema del procés d’isoelectroenfoc. A la primera imatge, 1’isoelectroenfoc no ha
comengat encara. A la segona imatge, 1’isoelectroenfoc ha finalitzat, i cada proteina ha quedat
enfocada en el punt dictaminat pel seu pl (indicat amb un numero dintre del cercle que

representa la proteina). Extret de www.bio-rad.com.
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Fig 3.5 Neteja i conservacio de les tires. En A es pot veure com es treuen les tires de la safata
d’isoelectroenfoc. A B es mostra el procediment per a eliminar ’excés d’oli de les tires.
Finalment, a C es mostra el métode de conservacio ideat al laboratori, consistent en dos falcons
units per parafilm. Aquests tubs es poden guardar al congelador sense problemes, protegint la

tira i conservant-la fins que sigui necessari.

3.3.3.- Gels bidimensionals. Preparacié de la segona dimensio.

El métode emprat es basa essencialment en el descrit per Pixton (Pixton et al., 2004),

amb modificacions.
Equilibrat de tires.

Abans de passar al gel de SDS, les tires s’han d’equilibrar. Temps superiors a 20 minuts
poden conduir a la pérdua per difusio de les proteines. Deu minuts es el temps usual,
pero si es t€ problemes d’streaking €s millor augmentar aquest temps fins a 15 o 20

minuts.

Els dos medis tenen la majoria de reactius en comt: Urea 6M, Tris HCI 0,375 M pH
8.8, 20% glicerol 1 2% SDS. El medi I es troba complementat amb un 2% de DTT, 1 el

medi Il amb un 2.5% de iodoacetamida.
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Preparacio del gel.

El primer pas es netejar els vidres amb etanol (si es tenyiran amb plata) o només amb
aigua (si es tenyiran amb el sistema DIGE). Un cop els vidres estiguin nets, es
procedeix al seu muntatge (Fig 3.6). Després del muntatge, es comprova I’estanquitat
del mateix omplint fins la meitat amb aigua. Es deixa reposar durant uns 10 minuts. Si
no perd aigua, es buiden, sense desmuntar els vidres, 1 s’eixuguen amb paper absorbent,
de manera que no quedi cap gota d’aigua que pugui alterar localment la concentracid

d’acrilamida.

Es prepara la barreja que formara el gel, tenint en compte que I’APS i el TEMED fan
polimeritzar 1’acrilamida, 1 per tant s’afegiran a I’ultim pas. S’utilitza el Duracryl
(Proteomic Solutions, France) per donar rigidesa als gels. El duracryl es un tipus
d’acrilamida que dona rigidesa i resisténcia a I’entramat d’acrilamida (Patton et al.,

1992).

Aquesta barreja es posa entre els vidres, intentant evitar que es formin bombolles que
puguin afectar a la posterior electroforesis. Si es formen bombolles, s’han de treure,
utilitzant I’eina adient (un filferro amb ganxo, fet especialment per aixd). S’omplen els
vidres fins a dalt de tot, i després es fica tota la pinta, deixant que I’excés caigui. Aixi

ens assegurem que tots els gels tenen la mateixa algada.

Fig 3.6 Elements necessaris per a I’elaboracid del gel per a la segona dimensio.
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Es deixa gelificar a temperatura ambient, durant un minim de 90 minuts. Una
polimeritzacid o/n es recomanable en algunes situacions. Amb aquest minim, es
assegurem que la malla esta ben feta. Amb 15 minuts els gels ja sén solids, pero la
malla no esta acabada i podem tenir problemes de mala resolucio a la part superior del
gel (la part d’elevat pes molecular). Passat aquest temps, es comprova que estigui
gelificat. Una primera indicacid és la formacio d’un canvi de fase en la zona superior
del gel (entre les pintes, si s’han ficat, o a la part superior del gel). Aquest canvi de fase
es veu com una segona linea de front (Fig 3.7). Si s’observa aquest fenomen, es pot
moure lleugerament el muntatge, per comprovar que estigui gelificat. Un cop estigui
gelificat, s’extreu la pinta amb cura, estirant primer des de una banda, i permetent que
entri 1’aire. Despres, es col-loca el gel sota 1’aixeta d’aigua desionitzada, per eliminar les
possibles restes d’acrilamida sense polimeritzar que puguin quedar. Despres de sacsejar-

lo bé, ’excés d’aigua s’eixuga amb paper de filtre.

Aquests gels son estables 1 es poden guardar a la nevera uns pocs dies, fins la seva

utilitzacio.

Fig 3.7 Gel d’acrilamida polimeritzat, i ampliacio. A 1’ampliacid es pot veure la linea (indicada
per una fletxa) que ens indica que hi ha un canvi de fase entre la fase aquosa i I’acrilamida;

aquesta linea es indicadora de la polimeritzacio del gel.
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Preparacio del tampo.

El tamp6 d’electroforesis es prepara concentrat 10x, per tal de tenir una solucié estoc.
Per preparar aquesta solucio, es barreja Tris 25mM, Glicina 192 mM 1 1% SDS. La
solucio de treball es una dilucié 1x. Per a un gel corresponent a una tira de 17 cm, es
necessiten 4 L de tampd, per tal que cobreixi tota la superficie del gel. Aixo es fa aixi
per a evitar 1’escalfament excessiu del gel. El tampé ajuda a distribuir uniformement la
temperatura, evitant aixi escalfaments locals que podrien alterar les condicions

d’electroforesis.
Condicions delectroforesis.

Un cop els gels estan preparats, les tires equilibrades i el tamp¢ fet, es pot realitzar la
segona dimensio. Les tires equilibrades es submergeixen en tampo6 d’electroforesis, i
després es poden col-locar a la part superior del gel. Per conveni, es col-loca el pol

positiu (el de pH més baix) al costat esquerra del gel.

Per protegir la mostra 1 fer de gel “stacking” es col-loca a sobra la tira agarosa a I’1%.
S’utilitza agarosa de baix punt de gelificacid, i es barreja amb tampo6 d’electroforesis.
S’afegeix una traga de blau de bromofenol (0.005%) per controlar el temps
d’electroforesis. Aquesta agarosa es guarda a la nevera, 1 s’ha de liquar abans
d’utilitzar-la. Per fer-ho, s’escalfa al microones (uns 30 segons, fins que bull) i es deixa
refredar a temperatura ambient, per no fer malb¢ la tira. El punt en que es pot utilitzar
aquesta agarosa ¢s quan ja no crema a la ma (aproximadament, uns 10 minuts després).
En aquest punt, es deixa gelificar 5 minuts, 1 es pot comengar I’electroforesi. Els gels es

corren a 300 V durant 3 hores aproximadament, fins que el front comenca a sortir.

Si s’utilitza una DodecaCell (Bio-Rad), el temps sera superior, perd mantenim les

mateixes condicions 1 ho parem en el mateix moment: quan el front comenci a sortir.

Passat aquest punt, s’atura 1’electroforesi i es buida la cubeta. Els vidres es desmunten, i
els gels es col-loquen dins la safata de tincio.
Tincid argentica.

Donada la sensibilitat de la tincid argentica, es va decidir utilitzar-la en front d’altres
tipus de tinci6 (com la tincidé de comassie) tot i tenir en compte les seves limitacions. El
metode utilitzat es basa en el desenvolupat per Blum (Blum et al., 1987) amb

modificacions.
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Durant tot el procés s’ha d’anar amb molt de compte per no trencar els gels; s’han
d’evitar les revolucions excessives de I’aparell, i rentar-se els guants amb etanol per tal
d’evitar la contaminacié amb queratines. També es recomana utilitzar guants sense pols,

que poden donar falsos positius a I’hora de fer la tincid.
1) S’incuben els gels 1h minim en tampd 10% acetic — 30% etanol (fixacio).
2) Es fan tres rentats de 20 minuts amb etanol 30%.
3) Es fa un pretractament durant 1 minut amb 0,02% Na,S,0;.
4) Es fan tres rentats de 20 s amb H,O mQ.
5) Es tenyeix durant 20 minuts en 0,2% AgNO:s.
6) Es fan 3 rentats de 20 s amb H,O mQ.

7) Es velen els gels durant 90 s amb 6% Na,COs, 0,0004% Na,S,03, 0.05% de
Formaldehid al 37%.

8) Es fan dos rentats de 2 minuts amb H,O mQ.
9) S’atura la reaccié amb etanol 30% amb acid acétic 10% durant 10 minuts.

Els temps s’ha de procurar que siguin el més exactes possibles, ja que si no el resultat es
veu compromes. Rentats excessius en aigua, temps de pretractament menors, etc, poden
donar com a resultat un gel tenyit menys de I’esperat i que, per tant, no servira per
comparar amb la resta. Tamb¢, a I’inversa, temps de revelat superiors condueixen a gels
tenyits més del compte, perque la tincid argeéntica €s dependent del tems. Aquest gels

tampoc no seran comparables (Fig 3.9).

Fig 3.9 Exemples de gels tenyits sense mantenir les mateixes condicions. El gel de la esquerra

s’ha revelat durant 90 segons. El revelat del gel de la dreta ha estat superior.
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Amb les cubetes en qué s’ha treballat (amb un volum de 1732.5 cm®), el volum per gel
s’ha de procurar que sigui de 500 mL, ja que si no podem tenir problemes

d’accessibilitat de la tincio a la mostra.

Tincions fluorescents
a) Tinciéo DIGE

A part de la tincié argéntica, es va posar a punt la tincié fluorescent tipus 2D-DIGE
(two dimensional difference gel electrophoresis) (Gorg, 2004). Aquest tipus de tincid
ens permet visualitzar fins a 3 mostres diferents en el mateix gel de 2D. A més, ens

permet marcar un estandard intern, 1 eliminar aixi la variacié gel a gel.

Resumint, la tinci6 DIGE ens permet comparar dos mostres diferents en el mateix gel, i
comparar-les també amb d’altres gels gracies a I’s d’un marcatge intern com a tots els

gels de I’experiment.

Tot el protocol es fa basicament com he descrit préviament, amb les segilients

modificacions:

- Els tiols (com el DTT) interfereixen amb el marcatge. Per tant despres del lisat
s’ha de precipitar la mostra amb acetona (acetona al 80%) 1 ressuspendre en un
medi lliure de DTT. L’acetona ha d’estar prerefredada préviament a -20°C.
S’afegeix a la mostra fins a una concentracio final del 80% i s’incuba durant 10
minuts a -20°C. Després d’aquesta incubacio, es centrifuga durant 5 minuts, a
3000 g1 4°C. Es descarta el sobrenedant i es ressuspen en medi de lisis lliure de

DTT.

- Un cop tenim la proteina lisada, s’ha d’ajustar el pH entre 8 1 9. Si no es troba
dins d’aquest rang, el marcatge no s’efectuara correctament, arribant a I’extrem
de no tenir marcatge fins i tot. S’agafa una petita aliquota de mostra (entre 2 1 5
pL) 1 es porta fins a 50 uL. Aquest volum s’afegeix sobre una tira reactiva, que
ens donara el pH aproximat. Si cal ajustar el pH, s’afegira a la mostra petits

volums de HCl o NaOH, depenent de la direccid en que vulguem ajustar el pH.

- Després d’ajustar el pH, s’ha de quantificar la proteina. Per a aixo existeixen
diversos métodes, des del métode Bradford (el més senzill) fins al Quant-kit de
Amersham, passant pel RC DC de Bio-Rad. A tots els meétodes es necessita fer,

primer, una corba patr6, amb quantitats conegudes de proteina. S’utilitzen
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concentracions conegudes de BSA (Bovine Serum Albumine, albumina de sérum
bovi) com a recta patrd. S’ha de recordar que les dilucions s’han de fer en el

mateix medi en que es trobin les mostres.

- Un cop tenim quantificada la proteina, es procedeix al marcatge.

Métode Bradford de quantificacio

El métode Bradford es basa en la uni6 del marcador blau brillant de Coomassie G-250 a
les proteines (Bradford, 1976). El marcador existeix en tres formes: cationica
(vermella), neutral (verda) i1 anionica (blava) (Compton and Jones, 1985). Sota
condicions acidiques, el marcador es troba predominantment en la forma doblement
protonada cationica (vermella) (Ap.x = 470 nm). No obstant, en unir-se a una proteina es
converteix a la forma estable sense protonar blava (Ap.x = 595 nm) (Reisner et al. 1975,
Fazekes de St. Groth et al. 1963, Sedmack and Grossberg 1977). Es aquesta forma blava

la que és detectada a 595 nm a I’assaig.
El protocol a seguir ¢€s el segiient:

1.- S’afegeix a una aliquota (20 puL) de la mostra a quantificar 1 mL de la soluci6 de

Bradford.

2.- Es barreja bé (amb un vortex o per inversid) i es deixa incubar la mostra durant 5

minuts (no més d’una hora).

3.- Passat aquest temps, es mesura I’absorbancia a 595 nm.

Métode RC DC de Bio-Rad

El kit RC DC es basa en el meétode desenvolupat per Lowry (Lowry et al., 1951), amb

modificacions.

El métode es basa en la reaccid de la proteina amb una soluci6é alcalina de tartrat de
coure 1 els reactius de Folin. Com en I’assaig de Lowry en que es basa, hi ha dos passos
que condueixen al canvi de color: la reaccid entre la proteina i el coure a pH alcali, i la
subseqiient reduccid6 del reactiu de Folin pel complex proteina-coure. El
desenvolupament del color es deu principalment als aminoacids tirosina i triptofan, i en
menor grau a cistina, cisteina i histidina. Aquests aminoacids redueixen el reactiu de
Folin, donant lloc a un caracteristic color blau (amb un maxim d’absorbancia a 750 nm i

un minim a 405 nm) (Peterson 1979). L’absorbancia pot ser llegida llavors entre 650 i
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750 nm.
El protocol per a tubs eppendorf és el segiient:

1.- S’afegeixen 5 pL del reactiu S de DC a cada 250 pL del reactiu A de DC. Aquesta

solucid s’anomena reactiu A’. Cada estandard o mostra necessita 127 pL de reactiu A’.
2.- Es pipetegen 25 pL dels estandards 1 les mostres dintre de tubs eppendorfs buits.

3.- S’afegeixen 125 uL del reactiu I de RC dintre de cada tub. Es barregen per inversio

o amb vortex. Incubar els tubs 1 minut a temperatura ambient.

4.- S’afegeixen 125 uL del reactiu II de RC dintre de cada tub. Es barregen per inversio

o amb vortex. Es centrifuguen a 15000xg durant 3-5 minuts.
5.- Es descarta el sobrenedant per decantacid. Es deixa assecar el sediment a I’aire.

6.- S’afegeixen 127 pL del reactiu A’ a cada tub. Es barregen per inversidé o amb vortex.
S’incuben a temperatura ambient durant 5 minuts, o fins que el precipitat esta plenament

dissolt. Es realitza un punt de vortex abans de passar al seglient pas.

7.- S’afegeix ImL del reactiu B de DC a cada tub i es fa un vortex immediatament.

S’incuba a temperatura ambient durant 15 minuts.

8.- Després dels 15 minuts d’incubacio, es pot llegir I’absorbancia a 750 nm.

L’absorbancia sera estable durant una hora.

Métode 2D Quant-Kit de Amersham

El kit de quantificacié d’Amersham utilitza una combinaci6 Unica de precipitant i co-
precipitant per quantificar la proteina present en una mostra, mentre deixa en solucid
tots el contaminants que poden interferir (tiols i detergents, sobre tot). La proteina es
precipita mitjancant una centrifugacio i es ressuspen en una soluci6 alcalina d’ions de
coure. Els ions de coure s’uneixen als enllagos polipeptidics de qualsevol proteina
present. Un agent colorimétric reacciona amb els ions coure que no estan units a res. La
densitat del color és inversament proporcional a la quantitat de proteina present a la

mostra.

El kit permet mesurar volums des de 1 a 50 pL, amb un rang lineal per a la quantificacio

de 0-50 pg.

Abans de comengar el protocol , s’ha de preparar el reactiu colorant de treball. Per fer-
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lo, es barregen 100 parts de reactiu A amb 1 part de reactiu B. Cada tub individual

requerira de 1 mL de reactiu.
El protocol per a realitzar 2D DIGE és el segiient:
1.- S’afegeixen 50 uL de la mostra/estandard a tubs eppendorf buits.

2.- S’afegeixen 500 pL del precipitant a cada tub. Es barregen per inversié o vortex. Es

deixa incubar durant 2-3 minuts a temperatura ambient.

3.- S’afegeixen 500 uL del co-precipitant a cada tub. Es barregen per inversio o vortex.

Es centrifuga a un minim de 10000 g durant 5 minuts. Aixi es sedimenta la proteina.

4.- Treure els tubs de la centrifuga tan aviat com sigui possible, per evitar que es
ressuspengui la proteina. S’ha d’observar un petit sediment blanc. Es decanta el

sobrenedant.
5.- Repetir els passos 2 a 4.

6.- Centrifugar breument els tubs, per tal de fer baixar qualsevol resta de liquid.

Eliminar el sobrenedant amb pipeta. No ha de quedar cap mena de liquid al tub.

7.- S’afegeixen 100 uL de la solucio de coure i 400 uL d’aigua destil-lada o

desionitzada. Es fa vortex fins que es dissolgui la proteina.
8.- S’afegeix 1 mL del reactiu colorant de treball. Barrejar per inversio.
9.- Es deixa incubar durant 15-20 minuts.

10.- Es llegeix 1’absorbancia a 480 nm, usant aigua com a referéncia. L’absorbancia sera

estable durant 40 minuts.

En tots tres casos, 1’aparell emprat ha estat un espectrofotometre marca Ultrospec 111
(Pharmacia Biotech), amb cubetes de plastic préviament netejades amb aigua sabonosa,
ben esbandides i amb les parets netejades amb paper de filtre per no tenir interferéncies

en la lectura (Fig 3.10)
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Fig 3.10 Espectrofotometre i cubetes emprades en les quantificacions.

Marcatge de la proteina

Consideracions prévies: la mostra ha d’estar a un pH entre 8 1 9 (I’0ptim es 8.5) 1 la
soluci6 de lisis no pot contenir DTT, ja que el DTT (i altres tiols) pot competir amb les

proteines pel marcador.

Abans de fer el marcatge, el marcador s’ha de reconstituir. Per tal de fer-lo, s’afegeix
dimetilformamida (DMF) fins a una concentraci6 de 1 nmol/uL. Despres de

reconstituir-lo, el marcador tindra un color intens: groc el Cy2, vermell el Cy3 i blau el

Cys.

1) Es treu el eppendorf amb el marcador reconstituit cinc minuts abans de fer-los
servir. Es deixa escalfar a temperatura ambient abans d’obrir-lo, per tal d’evitar
que el marcador entri amb contacte amb la condensacid, que li pot causar
hidrolisis.

2) S’agafa una aliquota de DMF, amb xeringa, evitant el contacte directa amb I’aire

de I’estoc.
3) Esbarregen 25 uL de DMF amb 25 nmol del marcador (1mM)

4) Es fa un vortex durant 30 segons, seguit d’una petita centrifugacié de 30 segons

més a 12000 g, per tal de assegurar que tot el marcador es troba al fons del tub.

Aix0 es la solucid estoc del marcador. Es estable durant 3 mesos.
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Per fer la diluci6 de treball, els passos son els segiients:

1) Fer una centrifugaciéo de 10 segons per tal de tenir tot el marcador al fons del

tub.

2) S’afegeixen 2 uL de la solucio estoc a 3 uL. de DMF (també es poden agafar

volums inferiors, perd mantenint la proporcio).

Amb aquesta dilucio, ens assegurem de que 400 pmol del marcador son utilitzats per a
marcar 50 ug de proteina. Es poden marcar més o menys pug de proteina, pero s’ha de
mantenir la proporcid. S’han fet proves en d’altres laboratoris on marquen amb éxit 20

ug de proteina.
El protocol consta dels seglients passos:
1.- S’afegeix a un tub eppendorf un volum de mostra equivalent a 50 pg de proteina.

2.- A la mostra s’afegeix 1 pL de la dilucié de treball (400 pmol). Es barregen bé, per

inversio /o pipetejant diverses vegades.

3.- Es fa una breu centrifugaci, per tal de que tota la mostra es quedi a la part baixa del

tub. S’incuba durant 30 minuts en gel, a la foscor.

4.- Per finalitzar la reaccio, s’afegeix 1 uL de lisina 10 mM. Es barreja bé, 1 s’incuba en

gel durant 10 minuts (també¢ a la foscor).

El marcatge ja esta fet. Ara es pot processar la mostra immediatament o guardar-la al

congelador (-80°C) fins a 3 mesos.

Es recomanable que tant I’isoelectroenfoc com la segona dimensié es corrin a la foscor,
o protegits d’alguna manera de la llum (la llum artificial no afecta en principi a la

reaccio, pero es millor no arriscar-se).

Un cop acabada la 2D, s’ha d’escanejar la mostra, amb un escaner de fluorescencia.
S’ha utilitzat el Typhoon, d’Amersham (Fig 3.11). Els filtres aplicats han sigut els

segients:
- 580BP 30 Cy3, TAMRA, AlexaFluor 546.
- 670BP 30 Cy5

- 520BP 40 Cy2, ECL, Blue FAM
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Fig 3.11 Escaner i dyes emprats en la tincio DIGE.

b) Tincié “Flamingo”

Com alternativa a la tinci6 argentica (a part de la tincié DIGE, que té altres objectius)
també s’ha posat a punt la tincié amb el marcador fluorescent Pink Flamingo, de Bio-
Rad (Flamingo Instruction Kit). Aquest marcador s’uneix a proteines desnaturalitzades,
1 té un maxim d’excitacio fluorescent a 512 nm, i un maxim d’emissio fluorescent a 535

nm. La tinci6 del gel es realitza en dos passos:

1.- Fixacio. Es deixa la mostra incubant amb 40% etanol, 10% acid acétic, un minim de

dos hores en agitacid. No es pot deixar més de 24 hores en aquest pas.

2.- Tincio. Es tenyeix la mostra amb 200 mL (gel de 17 cm) de Flamingo 1x, durant un
minim de 3 hores. Si es vol deixar més de 8 hores, s’ha de protegir de la llum. No hi ha

més senyal per deixar-lo més temps.

3.- Eliminacio de soroll de fons. Aquest pas és opcional. Es neteja la mostra durant 10

minuts en una solucid d’1% de Tween.

Un cop fets aquests passos, s’escaneja la mostra. S’ha de fer un rentat, pero, amb aigua

just abans d’escanejar-lo.

Un cop acabada la 2D, s’ha d’escanejar la mostra, amb un escaner de fluorescencia.
S’ha utilitzat el Typhoon Trio (GE Healthcare Biosciences, Orsay, France). El filtre
aplicat ha sigut el 535BP 40 Flamingo.
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3.4.- Identificacié de proteines.

3.4.1.- Seleccié de les proteines a identificar.

Despres de la tincio, 1 per tal de poder identificar les proteines, es procedeix a retallar
els punts dels gels. S’agafa una eina de punta rodona, preferiblement de diametre
ajustable, 1 es retalla del gel el punt seleccionat. En el nostre cas, es va utilitzar una
punta groga estéril retallada al diametre necessari amb un bisturi estéril. Es important
que tant les puntes com el bisturi siguin esterils, per tal de no contaminar la mostra amb
proteines exogenes que puguin afectar a la analisis. També s’ha de procurar utilitzar
guants sense pols, ja que el polsim dels guants és una font important de proteina
exogena. Sino és possible utilitzar guants sense pols, s’han de rentar acuradament abans

de tocar cap altra eina.

Per facilitar la feina, és important haver seleccionat préviament els punts a retallar.
Aquesta selecci6 es pot fer en base a diferents criteris: la seva abundancia relativa, la
seva identificacid inequivoca en diferents experiments o una expressio diferencial en
diversos tipus de pacients. Un cop tenim els punts seleccionats, es marquen en una
copia en paper del gel i es numeren. Aquesta numeracio ens ajudara després a poder

relacionar els resultats de MALDI-TOF amb el gel.

Amb una copia al davant, es col-loca el gel a sobra d’un vidre (préviament netejat amb
etanol) inclinat uns 30°, per facilitar el procés. Es convenient també tenir una font
d’il-luminaci6 alternativa (un flexo, per exemple) 1 una font d’hidratacié per prevenir
que el gel s’assequi. La font d’hidratacié optima es el tampo final de la tinci6 argéntica

(10% acid acetic, 30% etanol), que és el medi on esta guardat el gel.

Un cop retallat els punts, es guarden en tubs tipus eppendorf (de 0.5 mL) i es congelen a

-20° C fins al segiient pas.

També¢ existeixen alternatives totalment mecanitzades per a aquest pas, pero no ens va
ser possible accedir-hi durant el periode en que es va executar el treball experimental

corresponent a aquesta tesis.
3.4.2.- Tripsinitzacié i analisi per MALDI-TOF.

En aquest apartat i el segiient es descriu la metodologia basica emprada. Cal, pero,
esmentar que tota la part de [’analisi per MALDI-TOF ha estat realitzada per la Unitat

de Proteomica de la Universitat de Barcelona, a carrec del Dr. Josep Maria Estanyol.
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Els punts son digerits amb 100-150 ng de tripsina (Trypsin (Promega)) durant tota la nit,
a 37° C. S’utilitza un sistema Montage In-Gel DigestZP (Millipore) amb el protocol del
fabricant. Els peptids son assecats 1 ressuspesos en aigua tractada amb 0.1% TFA.
S’agafen 0.5 pl de la mostra i es barreja amb la mateixa quantitat d’acid a-Cyano-4-
hydroxycinnamic (3 mg/mL). Aquesta preparaci6 €s analitzada amb un espectrometre
de masses MALDI-TOF Voyager DE Pro (Applied Biosystems), operat en el mode
“delayed extraction reflector mode”, a 20kV com voltatge acceleratriu, 90 ns de “pulse
delay time”, 75% de “grid voltage”, 1 una “guide wire voltage” de 0.005% (Kinter and
Sherman, 2000).

Els espectres s’acumulen durant 100 trets laser, obtenint una massa de 750 — 3500 Da.
Aquests espectres son analitzats utilitzant el software Protein Prospector MSFit (versio
3.2.1; University of California San Francisco). Tots els espectres son calibrats
externament utilitzant una barreja peptidica com a estandard (Angiotensin II [1046.5],
angiotensin I [1296.7], Substance P-amide [1347.7], Bombesin [1619.8], ACTH
fragment 1-17 [2093.1], ACTH fragment 18-39 [2465.2], Somatostatin 28 [3147.5];
Bruker) (Kinter ans Sherman, 2000).

3.4.3.- Comparacié amb bases de dades.

Les bases de dades (no redundants) Swiss-Prot i National Centre for Biotechnology
Information (NCBI, NIH, Bethesada, MD, USA) s’utilitzen com a font de seqiiéncies de
proteines, 1 per obtenir informacido sobre I’expressié 1 la funcido d’aquestes. Una
tolerancia de masses de 50-75 ppm 1 un tall incomplert son permesos. Acetilacio de
I’extrem N-terminal, alquilacio de les cisteines per carbamidometilacid, 1 oxidacio de
les metionines son considerades com a possibles modificacions. El criteri utilitzat per a
acceptar identificacions incloeix el tros de seqiliencia que coincideix amb les seqiiencies
tedriques amb una precisié de 50-75 ppm (amb calibracié interna), el nombre de peptids

que coincideixen i la probabilitat teorica (MOWSE score) (Kinter ans Sherman, 2000).

S’accepten espectres amb un MOWSE score inferior a 1000 si els pics son nets i millors
que els corresponents a la tripsina. Els peéptids corresponents a tripsina, queratines

humanes o altres proteines irrellevants (determinat per la font d’estudi) son descartats.

Després d’aquest procediment, s’assoleix la identificacid positiva i inequivoca dels

punts retallats.
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3.5.- Comparacié de gels.

3.5.1.- Matchset.

Una part important de tot el procés €s la comparacioé de gels. Aquesta comparacié ens
permet trobar les diferéncies d’expressid proteica presents entre diferents grups de
pacients, entre ce¢l-lules tractades amb diferents farmacs o entre diferents estats de la

cél-lula.

En el nostre cas, es van estudiar dos grups de pacients infertils (normozoospermics i

astenozoospermics) 1 un grup control.

Per tal de poder analitzar el gels, aquest es digitalitzen amb un escaner calibrat d’alta
resolucio GS-800 (Bio-Rad) (Figura 3.12). Aquest aparell és un densitometre que
compara la intensitat de la llum abans 1 després de ser atenuat per una mostra. La
calibraci6 ens garantitza la reproductibilitat dels escanejats 1 1’elevada resolucié que
punts propers es resoldran com a punts independents. Aquest escaner ens genera una
imatge digitalitzada del gel, amb un format d’elevada resolucié que mantindra les
diferencies del gel a I’ordinador. Aquesta imatge es guarda a 1’ordinador en un format

unicament reconeixible pel software PD-Quest, de Bio-Rad.

Fig 3.12 Escaner GS-800 de Bio-Rad. Permet escanejar tot tipus de tincions visibles (comassie,

plata, etc) i fer-ne una quantificaci6 acurada, gracies a la seva calibracio.

A més, pels estudis tipus DIGE, o pels gels tenyits amb Flamingo Stain, s’utilitza un

escaner Typhoon Trio (GE Healthcare Biosciences, Orsay, France) (Fig 3.11).
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Introduccio al software PDQuest.

Els software d’analisi d’imatge son una eina indispensable per a la avaluacié dels gels

bidimensionals. Aquest tipus de software ens permet:

- Guardar 1 estructurar les dades quantitatives corresponents a grans quantitats de treball

experimental.

- Analisis rapid i sofisticat de la informacio.

- Distribuci6 entre diferents laboratoris, aportant un fitxer tnic.
- Establir un banc de dades de proteines en gels 2D.

A més, els sistemes d’analisi d’imatge ens donen dades lliures d’error sobre valors
qualitatius i quantitatius d’un gran nombre de gels bidimensionals (Miller and Merril,

1989).

El software PDQuest ens permet detectar punts, quantificar-los, comparar gels entre si i
fer simples analisis estadistiques. La deteccio dels punts pot fer-se de manera
automatica o manual. Sigui com sigui, un cop detectat un punt el software modela una
distribuci6 gaussiana en tres dimensions, que utilitza per calcular I’absorci6 maxima.
Seguint aquest metode, les intensitats dels punts son obtingudes per la integracio de la
funcié gaussiana. A més, la descripcid matematica dels punts serveix per a reduir el

volum de dades 1 per a incrementar la velocitat de processament.

En definitiva, aquest software €és una eina precisa que facilita molt la tasca de

comparacio entre els diferents gels.
Comparacio assistida.

Amb el software PDQuest, la manera de treballar que es va seguir va ser la segiient:
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Fig 3.13 Exemple de gel amb els punts detectats, abans i després de fer la comparacio
assistida.

Despres d’escanejar (i, per tant, digitalitzar) tots els gels, es crea un nou “matchset”.
Aquest matchset constara de tots els gels que es volen comparar. Amb el sistema
“wizard” es detecten els punts; es millor detectar més punts dels que es volen comparar
automaticament, ja que la localitzacidé sera més acurada que si s’introdueixen
manualment. Un cop es tenen tots els punts detectats, s’anul-len tots els punts. Aixo es
fa perque, préviament ja s’han decidit quins punts es volen analitzar; si es volgués fer

un analisi total, els punts es deixarien.
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Fig 3.13 (continuacié) Exemple de gel amb els punts detectats, abans i després de fer la
comparacio assistida.

Un cop es tenen tots els punts anul-lats, amb 1’eina “restaurar punt” s’aniran marcant
tots els punts dels quals volem fer 1’analisi. En el nostre cas en concret, aquests punts

van ser els préviament identificats gracies al sistema MALDI-TOF.

El software autodetecta un “master”, un gel mestre que agafa com a base per a fer la
comparacio. Sobre aquest gel mestre, s’han d’afegir els punts d’interés que no es trobin
presents; per fer-ho, s’utilitza I’eina “afegir punt”. Amb aquesta eina, el software

afegeix un punt al lloc on tenim el cursor, encara que sigui un espai en blanc.

Un cop tenim tots els punts afegits a tots els gels, de manera inequivoca, es procedeix a

fer la comparaci6. Amb el botd “match” es compararen tots els gels entre si i amb el

“master”. Es important repassar els gels, ja que poden haver punts associats a un “punt
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mestre” que no els hi correspongui. Al “master”, els punts en vermell son punts no

associats. Aquests punts s’han d’associar manualment, amb el botd “manual match”.

Després d’aquest procés, el “master” ha de tenir una imatge semblant a aquesta (Figura
3.14). Idealment, tots els punts haurien de ser verds o blaus, ja que sén punts associats
automaticament pel software. Els punts liles son punts associats manualment. En
principi, no haurien d’haver punts vermells, ja que al fer ’associacié s’han marcat els
punts no presents amb un punt virtual a un espai en blanc, a la seva localitzaci6 exacta.
D’aquesta manera, al fer la quantificaci6, aquests punts absents tindran un valor de zero
o proper. Si encara queden punts vermells, en principi es correspondran a punts que no
s’han pogut associar a cap punt d’aquell gel en concret, ja sigui per una dolenta
resolucio del gel, per incapacitat de trobar el punt en la localitzaci6 espacial o per altres

motius.

Fig 3.14 “Master” emprat a I’experiment. A I’esquerra, la imatge sense marcar. A la dreta, els

punts marcats segons si ha sigut un match automatic (verd) o un match manual (lila).
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Normalitzacio de les dades.

Un cop tenim tots els gels analitzats, amb tots els punts localitzats i associats al
“master”, es procedeix a normalitzar els valors per poder fer els estudis estadistics
pertinents. La normalitzacid es pot fer de diverses maneres, pero la formula general que

se segueix és sempre la mateixa:

Quantitat normalitzada= quantitat original * factor d’escala * compensacio6 de I’error de pipeteig /

factor de normalitzacio

On la quantitat original és la quantitat (intensitat) no normalitzada de cada punt, el
factor d’escala ¢és un factor seleccionat per donar sentit al valor (PPM, percentatge o
especificat per I'usuari), la compensacid per error de pipeteig €s un factor definit per
I’usuari 1 depenent de les seves pipetes 1 el factor de normalitzacio es calcula per a cada
gel basat en el metode de normalitzacid triat. En el nostre cas, es va triar el metode

“quantitat total en els punts valids”.

Aquest valors normalitzats s’exporten a un software d’analisi de dades (Excel, per

exemple), des d’on podran ser tractats de diverses maneres.
3.5.2.- Comparacié estadistica.

Les dades normalitzades s’exporten a format .xls, on els hi donarem format i farem unes
transformacions minimes. Un cop aquestes dades estiguin depurades, s’exporten al

software SPSS, on es fara 1’analisi estadistic de les dades.
Test de Mann-Whitney.

En estadistica, el test U de Mann-Whitney es un test no parameétric usat per comprovar
que dos grups d’observacions provenen de la mateixa distribucié. La hipotesi nul-la es
que els dos grups provenen de la mateixa poblacid, i per tant les seves distribucions de
probabilitat son iguals. Necessita que les dos mostres siguin independents, i que les

observacions siguin mesures ordinals o continues.

En el nostre cas, es va utilitzar per a comparar els dos grups, un amb espermatozoides
lents (astenozoospermics), i un altra amb espermatozoides rapids (normozoospermics i

controls). Tots els calculs estadistics els va fer el software SPSS v12.
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3.5.3.- "Clustering”.

Un cop el tractament estadistic ha finalitzat, s’intenta agrupar les proteines segons els
seus valors d’expressio, intentant veure patrons d’expressid entre els pacients. Per fer-
ho, s’utilitza el software Cluster & TreeView, desenvolupat per Eisen (Eisen et al.,
1998). El software Cluster ens genera agrupacions segons el patro d’expressio, que es

visualitzen amb el programa Tree View.
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