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Titulo

Proteoma diferencial en espermatozoides y plasma seminal de conejo con diferente fertilidad.

Resumen

En la actualidad pardmetros como la motilidad o la morfologia son los que se emplean para
estimar la fertilidad de las muestras seminales. Sin embargo, estos pardmetros seminales
convencionales proporcionan una pobre correlacidn con la fertilidad masculina. El objetivo de
este estudio fue evaluar como el proteoma del plasma seminal y de los espermatozoides puede
influir sobre su capacidad fecundante. En primer lugar, se tomaron muestras de eyaculados de
conejos con parametros similares de motilidad y morfologia para el andlisis del proteoma
seminal y de los espermatozoides. Ademas, se elaboraron dosis seminales para la inseminacién
de las conejas y se registrd el porcentaje de gestantes y la prolificidad. A partir de estos
resultados se clasificaron las dosis seminales utilizadas en dos categorias (alta y baja fertilidad,
80,0% vs 63,9%). Tras analizar los proteomas del plasma seminal y de los espermatozoides (a
partir de los que se elaboraron las dosis seminales) de las 643 y 1361 proteinas anotadas en el
plasma y en los espermatozoides, 6 y 50 de ellas respectivamente se encontraban
diferencialmente expresadas en ambos grupos. La mayoria de estas proteinas presentaban
actividades cataliticas o de unidn relacionadas con la funcién de los espermatozoides, pero solo
12 de estas mostraron tras la transformacién a log, un FC 2 1,2. De las proteinas destacan como
posibles biomarcadores, en primer lugar la Phospholipid-transporting ATPase (sobreexpresada
en el grupo de alta fertilidad tanto en el proteoma del plasma seminal y de los espermatozoides)
que se encuentra ligada a la estabilizacién de la membrana y la prevencién de la capacitacidn
temprana. La proteina Programmed cell death 6 interacting protein (sobreexpresada en el
proteome de los espermatozoudes de las muestras de baja fertilidad) y que se asociada procesos
como la reparacién de membranas y la apoptosis celular. Y, por ultimo, la proteina G1T3K6
altamente expresada en el grupo de alta fertilidad del proteoma de los espermatozoides, pese
a ser la que presenta un mayor FC no se pudo investigar porque sigue sin estar identificadas sus

funciones.

Palabras clave

Plasma, espermatozoides, proteoma, fertilidad y conejo.

Alumno/a: Dfia. Maria Isabel Aybar Molina
Tutor: D. José Salvador Vicente Antén

Valéncia, 5 de julio de 2021



Tittle

Differential proteome in spermatozoa and seminal plasma of rabbits with different fertility.

Abstract

Parameters such as motility or morphology are currently used to estimate the fertility of semen
samples. However, these conventional seminal parameters provide a poor correlation with male
fertility. The aim of this study was to evaluate how the proteome of seminal plasma and
spermatozoa may influence their fertility. First, ejaculates from rabbits with similar motility and
morphology parameters were sampled for seminal and sperm proteome analysis. In addition,
seminal doses were prepared for insemination of the rabbits and the percentage of pregnancies
and prolificacy were recorded. Based on these results, the seminal doses used were classified
into two categories (high and low fertility, 80.0% vs. 63.9%). After analysing the proteomes of
seminal plasma and spermatozoa (from which the seminal doses were elaborated) of the 643
and 1361 proteins annotated in plasma and spermatozoa, 6 and 50 of them respectively were
differentially expressed in both groups. Most of these proteins had catalytic or binding activities
related to sperm function, but only 12 of these showed after log2 transformation a FC 2 1.2.
Among the proteins, Phospholipid-transporting ATPase (overexpressed in the high fertility group
in both the seminal plasma and sperm proteome), which is linked to membrane stabilisation and
prevention of early capacitation, stands out as a possible biomarker. Programmed cell death 6
interacting protein (overexpressed in the proteome of spermatozoa from low-fertility samples),
which is associated with processes such as membrane repair and cell apoptosis. Finally, the
G1T3K6 protein, highly expressed in the high fertility group of the sperm proteome, despite
being the protein with the highest FC, could not be investigated because its functions have not

yet been identified.
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1.Introduccion

1.1. Parametros de calidad seminal y capacidad de prediccion de la fertilidad.

Es dificil predecir los resultados que se pueden obtener con una determinada muestra de semen.
En general, la evaluacidn de parametros clasicos, como la morfologia, la motilidad y la
concentracién de espermatozoides y el volumen seminal, permiten identificar los eyaculados
con una fertilidad deficiente, pero no realizar una prediccién de alta eficiencia de la fertilidad
(Jung et al., 2015). La fecundacidn es un proceso complejo que depende de gran cantidad de
factores, como la espermatogénesis; la aportaciéon de las glandulas anejas; el transito, la
seleccidn y capacitacién espermatica; la sincronizacion y la calidad ovocitaria. Sin embargo,
controlar la dosis seminal y proporcionar el nimero de espermatozoides adecuado es un factor
clave para el éxito en inseminacién artificial y por tanto para la fertilidad (Rodriguez-Martinez,
2003).

Algunas deficiencias pueden no ser detectadas mediante la evaluaciéon de los parametros
clasicos ya que afectan sutilmente a la composicion lipidica o proteica del propio
espermatozoide, o a la composicién del plasma seminal tras la eyaculacién. Durante la
eyaculacion, los espermatozoides procedentes del epididimo entran en contacto con
secreciones procedentes de las glandulas accesorias ( bulbouretrales, seminales y la prdstata
que ) contribuirdan con diferentes iones (Zn, Cl, Mg, Se, Na o K), proteinas (interleuquinas,
interferones, glutation peroxidasa...), lipidos o acidos grasos (prostaglandinas, esteroides,
colesterol,....) , hidratos de carbono (fructosa, piruvato..) o microvesiculas (con contenido
diverso entre los que se puede encontrar ARN) que aportaran fuentes de energia,
estabilizadores de membrana, antioxidantes o inmunomoduladores (Aviles, 2011).

Las valoraciones seminales, en la mayoria de las especies de mamiferos, se centran en descartar
aquellos eyaculados que presentan una motilidad inferior al 70%, un porcentaje de formas
anormales superior al 30%, o un porcentaje de espermatozoides que muestran el acrosoma
reaccionado superior al 20%, obteniéndose con estos valores buenos resultados de fertilidad y
prolificidad, atendiendo en cada caso a los valores de referencia de cada especie. En humana
por el contrario se establece que el porcentaje de los espermatozoides méviles debe ser superior
al 32%, que mas de un 58% tiene que estar vivo y que tan solo mds de un 4% han de ser
morfolégicamente normales (OMS, 2010).

1.1.1. Caracteristicas del eyaculado.

El aspecto de los eyaculados forma parte importante de la evaluacion de las muestras seminales,
de modo que aquellos eyaculados o muestras seminales que presentan algun tipo de alteracién
en relacion con el aspecto habitual de la especie son descartados. En casi todas las especies se
tiene en cuenta el color y la apariencia, el volumen, concentracidn y pH, y ademas en la especie
humana se tienen en cuenta la licuefaccién y la viscosidad.

Viscosidad y licuefaccion: En la eyaculacion, el semen de varias especies de primates, incluida
la humana, se transforma en una masa semisélida coagulada con hilos de moco y cuerpos



gelatinosos que dificultan el analisis. Para analizar la viscosidad se suele tomar una fraccién de
la muestra con una pipeta Pasteur y dejarla caer gota a gota, considerdndose anormal cuando
se forma un filamento de mas de 2 cm. La licuefaccién ocurre normalmente a temperatura
ambiente en los primeros 15 minutos tras recoger la muestra. La no licuefaccién del semen
puede estar provocada por una falta de enzimas de la préstata y puede afectar a la evaluacion
de la movilidad de los espermatozoides (Garcia et al., 2012).

Color y apariencia: Un semen normal deberia ser homogéneo, blanco opalescente, 0 mas o
menos translicido (en algunos casos de una baja concentracidon de espermatozoides). Una
coloracién marrén-parda, es indicativo de un sangrado en el tracto genital horas o dias antes de
la recogida; una coloracién rojiza refleja un sangrado en el momento de la toma de la muestra
y el color amarillento se puede asociar a ictericia, leucospermia, niveles altos de flavoproteinas
oxidadas procedentes de vesiculas seminales (por elevada abstinencia en humana) o
contaminacién con orina. Por otro lado, un olor fecal puede deberse a la presencia de E. coli
(Garcia et al., 2012).

Volumen: La medida del volumen se puede realizar segin el manual de la OMS mediante pesada
(asumiendo que la densidad del semen es 1, y por tanto un gramo corresponde a un ml) o
empleando recipientes graduados (como se ve en el punto 2.4). Un volumen bajo es indicativo
de alteraciones como obstrucciones de vias seminales, ausencia de conductos deferentes o
eyaculacion retrégrada. Un volumen alto puede ser producido por un aumento de secrecién en
algunas glandulas (Garcia et al., 2012). El volumen normal de los eyaculados difiere por especie,
desde los 5-10 ml de la especie humana, a los 0,2 A 1ml en conejo, de 1 a 5 ml vacuno o de 200
a 300ml en porcino.

pH: Refleja el balance entre las diferentes secreciones, principalmente entre el pH alcalino de
vesiculas seminales y el 4cido de la prdstata. El valor adecuado del semen se encuentra entre un
7.3y 7.8 en la mayoria de los mamiferos. Un pH por debajo de 7, unido a oligo o azoospermia y
a un volumen bajo, nos va a sugerir agenesia (obstruccion de la vesicula seminal o conductos
deferentes) y también infeccidon (Rodriguez et al., 2018).

Concentracion espermatica: Segun el manual de laboratorio de la OMS (2001) para el examen
del semen, la concentracion de los espermatozoides puede determinarse aplicando el método
del hemocitémetro. Se recomiendan camaras que tengan al menos 100 micras de profundidad
y que permitan el contaje con muestras fijadas (Neubauer o Thoma). Pero también se pueden
emplear otras camaras distintas como la de Makler en la que, trabajando con muestras no
fijadas, ademas del recuento espermatico es posible realizar valoraciones de la movilidad (OMS
2001). Las muestras de los eyaculados pueden ser clasificadas en funcion de la concentracion de
espermatozoides. Se conoce como criptozoospermia a la ausencia de espermatozoides en el
eyaculado tras un analisis inicial, pero presencia de estos tras la centrifugacién y como
azoospermia a la ausencia de espermatozoides incluso tras usar un método de analisis validado.
Se consideran normozoospérmicas aquellas muestras que cumplen los valores de referencia
que, en el caso de la especie humana, tal y como indica el 52 manual de la OMS (2010) es de >
39 millones de espermatozoides por eyaculado y oligozoospérmicas aquellas con una
concentracidn inferior a los valores normales. Este, junto a otros pardmetros espermaticos nos
permiten determinar qué técnica reproductiva puede ser utilizada (OMS, 2010). En otras
especies de mamiferos los datos habituales de produccidn espermatica por eyaculado van desde



los 90 a 100x10° de la especie porcina, de los 1500 a 3000x10° en pequefios rumiantes, de los
50 a 100 millones en ratdn o de los 200 a 600 millones de espermatozoides en conejo.

1.1.2. Caracteristicas de los espermatozoides.
1.1.2.1. Morfoanomalias.

La morfologia espermatica es uno de los pardmetros mds importantes de seleccidn y se
correlaciona con el potencial de fertilidad, el desarrollo embrionario y la implantacién. Para
realizar la evaluacién de la morfologia espermatica se han publicado diversos criterios. Uno de
ellos es clasificarlas en primarias cuando reflejan anomalias producidas en el testiculo, y
secundarias cuando se producen durante el transito a través del sistema ductal o cuando se
producen como consecuencia de errores de manejo del semen tras la obtencidn de este. Parala
mayoria de los mamiferos se considera un semen de buena calidad, como aquel que debe
contener mas de 70% de espermatozoides con morfologia normal, representando las
anormalidades primarias menos del 10% y las anormalidades secundarias menos del 20%. Las
anormalidades totales no deben superar el 30%.

Anormalidades primarias: Forma de cabeza piriforme, lanceolada, angosta o estrecha; cabeza
desprendida, doble, microcefalia o macrocefalia; acrosoma desprendido, rugoso o pequefio y
cuello paraxial.

Anormalidades secundarias: espermatozoides con gota citoplasmatica proximal o distal; cola
enrollada o quebrada y acrosoma desprendido. (Rodriguez et al., 2018)

A) Defectos de la cabeza
B} Defectos del cuello ¥ la pieza medin

a) Acintado b} Periforme ¢} Redonda
p— al Cuclle doblada k) Insercdn iV Groeso I} Delgado
l. Sin acroscma 2, Pequefa asimiirica
- P e - PR R
d) Amorfa e Vacualada 11 Pequedia C) Defectos de la cola M Gota citoplismica

3. Area acrosomal ki Corta 1 Doblada m) Enrollada nj = 13 de la cabeza

HAARAZE:

Figura 1. Dibujos esquematicos de algunas formas anormales de espermatozoides humanos.

A) Defectos de la cabeza: a) acintado, b) piriforme, c) redonda, pequefia con acrosoma presente o
ausente, d) amorfa, e) vacuolada, f) area acrosomal pequeiia. B) Defectos del cuello y la pieza media:
g) cuello doblado, h) insercién asimétrica de la pieza media, i) pieza media gruesa, j) pieza media
delgada. C) Defectos de la cola: k) cola corta, I) cola doblada, m) cola enrollada. D) Defecto de la gota
citoplasmica: n) gota mayor que un tercio del area de una cabeza de espermatozoide normal.



1.1.2.2. Movilidad y pardmetros de movilidad.

La motilidad de los espermatozoides depende en gran medida de varias vias metabdlicas y
mecanismos reguladores, cualquier anomalia de estos factores podria ser responsable de casos
de mala motilidad de los espermatozoides y, en consecuencia, infertilidad (Pereira et al., 2017).
Un espermatozoide inmovil es incapaz de atravesar el moco cervical femenino y mucho menos
las envolturas del ovocito.

La clasificacion de los tipos de movilidad que introduce el quinto manual de la OMS ha supuesto
un gran cambio con relacidon a manuales anteriores que diferenciaban la movilidad progresiva
lenta y rapida, estableciéndose el punto de corte en 25 micras por segundo. En este se unifican
en un solo tipo de movilidad, la movilidad progresiva, quedando por tanto sélo tres tipos de
movilidad (OMS, 2010):

e Espermatozoides inmaviles (IM): Sin movimiento

® Espermatozoides con movilidad no progresiva (NP): Incluye todos los patrones de movilidad
con ausencia de progresidon como el avance en pequeiios circulos.

e Espermatozoides con movilidad progresiva (PR): lineal o en circulos amplios,
independientemente de la velocidad.

Esta clasificacion definida inicialmente para semen humano son aplicados actualmente en todas
las especies en los que se realizan obtencién de eyaculados o extraccidon de semen bien por
electroeyaculacién, lavado epididimario o biopsia. En cada una de ellas se definen valores de
umbrales de velocidad y pardmetros de la trayectoria a partir de los cuales se establece Ila
clasificacion si ésta se realiza con un sistema CASA (Computer Assited Sperm Analysis). Si no se
estima atendiendo a esquemas como el siguiente:

Figura 2. Tipos de movilidad de los espermatozoides (spz): A) Progresivo rapido; B) Progresivo lento
(spz-PR); maovil no progresivo (spz-NP) e inmovil (spz-IM).

Movilidad subjetiva (masal): La movilidad masal, es definida como el movimiento en remolinos
del total de espermatozoides de la muestra. Normalmente la movilidad masal se valora de forma
subjetiva en una escala de 0 a 5, con una puntuacién de 5 cuando se observan oleadas o
remolinos con movimiento rdpido y vigoroso, y de 0 cuando no se observa movimiento en ondas
(Garcia et al., 2012).

Movilidad objetiva: La determinacion de la movilidad es una de las pruebas mas utilizadas para
tener una aproximacién a la calidad del semen. Para evaluarla es necesario el uso de un
microscopio compuesto u éptico comin con objetivos de 10X y 40X (aumentos), siendo



importante el mantener el semen a evaluar y el material a utilizar a una temperatura de entre
30 a 35 °C (Mejia-Villanueva et al., 2008).

La movilidad puede clasificarse como:

e Muy buena: cuando el 80 — 100 % de espermatozoides presentan movilidad progresiva.

e Buena: cuando el 60 - 79 % de espermatozoides presentan movilidad progresiva.

e Regular: cuando el 40 - 59 % de espermatozoides presentan movilidad progresiva.

e Pobre: cuando menos del 40 % de espermatozoides presentan movilidad progresiva.

Es importante sefialar que en algunas especies como ovinos y caprinos donde las
concentraciones espermaticas son muy altas, se debe de realizar una dilucién con el medio
adecuado (tris glucosa, Andersen, etc.) y la temperatura pertinente para realizar esta evaluacion
36 °C (Garcia et al., 2012).

Parametros de movilidad: Un espermatozoide presenta habitualmente un movimiento

sinusoidal y su trayecto se caracterizada por bastantes parametros (OMS, 2001):

e Amplitud del giro lateral de la cabeza respeto a la pieza intermedia (ALH)

e Velocidad de progresion lineal en um/s (VSL): velocidad media del desplazamiento segun
una linea recta trazada entre la primera y la Ultima posicién detectada de la cabeza.

e Velocidad curvilinea en um/s (VCL): velocidad media del desplazamiento de la cabeza a lo
largo de su trayectoria real, tal como se ve en dos dimensiones en el microscopio.

e Velocidad segln el trayecto medio en um/s (VAP): velocidad media de desplazamiento de
la cabeza siguiendo el trayecto medio.

e Linealidad del trayecto igual a la relacion VSL/VCL.

e Media del desplazamiento angular (grados), MAD. La media de los valores del angulo de giro
instantaneo de la cabeza de los espermatozoides a lo largo de su trayectoria curvilinea.

1.1.2.3. Funcionalidad de las membranas espermaticas.

El estado de la membrana plasmatica es de suma importancia debido a su papel, no sélo como
limite celular, sino también por su necesidad de interacciones célula a célula, por ejemplo, entre
los espermatozoides y el epitelio del tracto genital femenino y entre el espermatozoide y el
ovocito (Rodriguez-Martinez, 2003).

Una caracteristica importante en el espermatozoide es la subdivision de la membrana
plasmatica en regiones que difieren en composicién y funcion denominadas “dominios”.

el dominio de membrana de la pieza media es modificado cuando el espermatozoide pasa por
el epididimo por medio de la migracidn de la gota citoplasmatica desde la parte anterior al final
de la parte posterior del flagelo. En la cabeza hay dos subdominios de la membrana plasmatica,
el acrosomal y el subacrosomal. El primero cubre, el acrosoma y se caracteriza por presentar
islas de colesterol y esfingolipidos anclados a proteinas integrales (caveolinas). El segundo
subdominio se encuentra en la regidén subacrosomal, y es rico en fosfolipidos (Flesch y Gadella,
2000).



1.1.2.4. Integridad del ADN.

Actualmente, la integridad del ADN espermatico es un buen parametro para evaluar la calidad
seminal y predecir el potencial de fertilidad. Segun la OMS, entre un 10 y un 15% de los varones
infértiles tienen paradmetros normales en espermiogramas, lo que hace necesario evaluar
ademas el dafio en el ADN, las alteraciones meidticas o las aneuploidias espermaticas
(Machorro-Ramirez et al., 2018).

La capacidad del ovocito para reparar este dafio disminuye conforme aumenta la edad de la
mujer y depende tanto de las condiciones citoplasmaticas como de su calidad genémica. EIl ADN
espermatico dafiado y no reparado se relaciona con la expresién tardia del genoma paterno vy el
bloqueo en el desarrollo postimplantatorio de embriones con cariotipo normal, lo que supone
el fracaso de las TRA (Machorro-Ramirez et al., 2018).

Existen varias pruebas para medir la fragmentacidon del ADN espermatico: técnica de TUNEL,
COMET, técnica de dispersién de cromatina y SCSA. En todas estas se reporta una correlacion
negativa con las tasas de fecundacién o desarrollo embrionario. La técnica de dispersién de la
cromatina, basada en una descondensacién inducida del ADN, resulta muy util para determinar
este parametro. Ofrece una mejor evaluacién del factor masculino en el contexto de cada grupo
de diagndstico de infertilidad, para ayudar a brindar una orientacién mas precisa en la
terapéutica seleccionada (Machorro-Ramirez et al., 2018).
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1.2. Biomarcadores proteicos en la composicion del plasma seminal y en los
espermatozoides relacionados con la capacidad fecundante.

1.2.1. Composicion y funcién del plasma seminal.

Durante la eyaculacién y su depdsito en el tracto genital femenino, los espermatozoides son
transportados por un fluido complejo (denominado plasma seminal) resultante de las
secreciones de las glandulas accesorias, el epididimo y los testiculos (Druart et al., 2019).

La composiciéon del plasma seminal es compleja, ademas de agua nos encontramos: iones como
el Zinc (agente antibacteriano y estabilizados de macromoléculas) y el calcio (importante en la
capacitacion y la reaccion acrosémica); sustancias energéticas como la fructosa, el inositol o el
ac. citrico y ascérbico; acidos orgdnicos como el ac. glutdmico, la carnitina, la taurina o la
hipotaurina que ademas de ser una fuente de energia dan proteccidn frente a sustancias oxigeno
reactivas; y numerosas enzimas (fosfatasas, nucleasas, acrosinas, proteasas y superdxido
dismutasa) que intervienen en el proceso de licuefaccion seminal, penetracion del ovocito y
digestion de espermatozoides muertos o dafiados. (Aviles, 2011)

Respecto al papel que desempeiia el plasma, se ha observado que su interaccién con los
espermatozoides induce la unién de las proteinas seminales a la superficie del esperma vy la
remodelacion de la membrana, lo que afecta al transporte, la supervivencia y la capacidad de
fertilizacidon de los espermatozoides en el tracto genital femenino. Ademas, el plasma seminal
también juega un papel indirecto en la reproduccién a través de la activacion de mecanismos
inflamatorios e inmunes en la hembra (Druart y Graaf, 2018).

Las proteinas del plasma seminal han sido objeto de mucho interés y los estudios protedmicos
globales de los ultimos 15 afios han revelado una diversidad y complejidad hasta ahora
desconocidas. En mamiferos, muchas de ellas se pueden clasificar como proteinas Fn-tipo Il
(moduladoras), CRISP (relacionadas con la funcion de defensa y el bloqueo de los canales
idnicos) o espermadhesinas (para reconocimiento de gametos (Druart et al., 2019).

El proteoma del plasma seminal del perro muestra una composicion marcadamente
desequilibrada. De las 268 proteinas reveladas la arginina esterasa y la lactoferrina son
cuantitativamente principales. En camélidos ocurre algo similar, siendo el factor de crecimiento
del nervio beta la proteina mayoritaria de las 20 detectadas (Druart y Graaf, 2018).

Los primeros estudios del proteoma del plasma seminal en verraco ya indicaron una alta
prevalencia de espermadhesinas (Druart y Graaf, 2018). En un estudio mds actual, se
identificaron 872 proteinas. Entre estas, nos encontramos proteinas que participan en la
regulacion de la respuesta inmune del tracto reproductor femenino hacia espermatozoides y
embriones (PSP-1, PSP-II, factor del complemento H, inhibidor de la proteasa C1 plasmatica,
catepsina H, dipeptidil peptidasa 4 y factor de crecimiento transformante 2) y también un 3%
de enzimas que participan en la activacidon espermdtica entre otras cosas. Sin embargo, son muy
pocas las proteinas identificadas (menos del 6%), que se anotan como directamente
involucradas en los procesos reproductivos. Las proteinas se dedican principalmente a
actividades cataliticas y de unidn y participan en procesos moleculares y celulares (Roca et al,,
2020)



En conejo, se ha demostrado que los niveles elevados de actividad aminopeptidasa del plasma
seminal se relacionan con tasas de espermatozoides anormales y porcentajes mds bajos de
cresta apical normal, aunque no se observan efectos sobre la fertilidad (Juarez et al., 2020)

Recientemente, se ha analizado el efecto del origen genético en el proteoma seminal y
espermatico de dos lineas de conejo. Identificaron 402 y 487 proteinas en el plasma seminal y
los espermatozoides, respectivamente, lo que demuestra que el genotipo tiene un gran impacto
en la abundancia de proteinas en los eyaculados de conejo (Casares-Crespo et al., 2019)

Por ultimo, se identificaron 137 proteinas plasmdticas seminales diferentes e identificaron
asociaciones potenciales entre el proteoma principal del plasma seminal y algunos rasgos del
semen en conejos. Entre otros hallazgos, observaron que la motilidad espermatica tenia una
asociacién positiva con el factor de crecimiento beta-nervioso y la proteina secretora
cisteinérgica 1-like y una negativa con la galectina-1, que la membrana espermatica intacta
estaba relacionada con el complejo de proteinas del plasma seminal FAM115 y la tropomiosina
o que los espermatozoides morfolégicamente normales estaban positivamente relacionados
con la molécula de adhesién celular relacionada con el antigeno carcinoembrionario 6-like y
regulados a la baja por la isocitrato deshidrogenasa del plasma seminal (Bezerra et al., 2019)

1.2.2. Origen y funcion de biomarcadores proteicos encontrados en el plasma seminal.

Proteinas con zinc: El zinc es un catidon especifico del plasma seminal dotado de poder
bactericida que se ha visto que juega un papel de guardian en los gametos. (Garcia et al.,
2012). Concentraciones altas de Zn %* en el liquido seminal prostatico ayudan en la defensa de la
capacitacion espermatica prematura y proporciona actividad antioxidante, mientras que
concentraciones mas bajas de Zn ?* son requisito para una exocitosis acrosomal exitosa (Kerns
et al., 2018).

El Zinc es transportado por el citrato y numerosas proteinas. Son muchas las que interactiany
contienen Zn desde la espermatogénesis hasta los pasos preparatorios finales de la fertilizacién
(Kerns et al., 2018). Un ejemplo de este tipo de proteinas es la glicoproteina alfa de zinc (ZAG)
que se considera un marcador negativo de conservacion. En la especie humana, la ZAG es
secretada por la préstata se une a la superficie de los espermatozoides en el momento de la
eyaculacion y estimula la movilidad de los espermatozoides a través de la via del AMP ciclico
(Druart y Graaf, 2018).

Para comprender completamente el papel bioldgico del Zn **en la fertilidad masculina, es
necesario realizar mas investigaciones, especialmente para revelar completamente el proteoma
del esperma que interactia con el Zn. Ademas, se ha descubierto que la suplementacion es
beneficiosa para la fertilidad masculina y podrian aprovecharse estos iones para mejorar el
rendimiento reproductivo del ganado entre otras cosas (Kerns et al., 2018).

Fosfatasa acida: es una enzima activa en la desfosforilacién de los ésteres ortofosféricos. La
isoenzima hallada en el esperma es especifica de la préstata (Garcia et al., 2012).

Marcadores del epididimo
L-carnitina: Esta en dos formas en el esperma: L-carnitina y acetilcarnitina. Desempefia un papel
en la adquisicion de la movilidad progresiva, es un transportador de acidos grasos. Es el
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marcador del cuerpo y la cola del epididimo, pero no es secretada por las células de la cabeza.
Existe una pequefia secrecidn extraepididimaria del orden del 15 al 20%.

a 1,4 glucosidasa neutra: Es una hidrolasa que esta en dos formas en el esperma: una forma
acida de origen prostatico y una neutro epididimaria. En el epididimo desempefiaria un papel en
la maduracidn de los espermatozoides. Sélo es segregada en el cuerpo del epididimo. Existe una
débil secrecion extraepididimaria, inferior al 10% (Garcia et al., 2012).

1.2.3. Biomarcadores proteicos en los espermatozoides y su relacién con las
caracteristicas espermaticas y su funcionalidad.

La evaluaciéon de la calidad del esperma basada en biomarcadores agrega valor al analisis del
semen para el tratamiento de la infertilidad masculina y la mejora del rendimiento
reproductivo.

El enfoque basado en biomarcadores "negativos" se centra en proteinas y ligandos de lectina
que son detectables predominante o exclusivamente en espermatozoides defectuosos. Se
tratan de indicadores de la morfologia y funcién de los espermatozoides que se asocian con una
fertilidad reducida o una esterilidad completa.

A diferencia del anadlisis de semen con microscopio éptico convencional, el enfoque de
biomarcadores negativos detecta defectos en los espermatozoides a nivel molecular,
independientemente de si se manifiestan o no en un fenotipo morfolégico visible o en una
motilidad espermatica disminuida. A continuacidn, tenemos algunos ejemplos:

Tiorredoxina SPTRX3 / TXNDC8: Estas moléculas, se consideran biomarcadores negativos al
quedarse retenidas en las vacuolas nucleares y el citoplasma superfluo de los espermatozoides
humanos defectuosos. Las parejas infértiles con SPTRX3 en semen alto tienen menos
probabilidades de concebir mediante TRA y son mas propensas a sufrir un aborto espontdneo
recurrente, mientras que el SPTRX3 bajo se ha asociado con partos multiples de ART.

Peroxiredoxinas: Estas proteinas redox que impactan en la funcién de los espermatozoides de
mamiferos actuando como perdxido de hidréogeno reductasas. Se han observado niveles
reducidos y un estado altamente oxidado de PRDX4 en los espermatozoides de hombres
infértiles. También se encontraron en niveles reducidos de la proteina PRDX1, en el plasma
seminal de hombres con astenozoospermia idiopatica, posiblemente contribuyendo al aumento
de los niveles de ROS y a la reduccidn de la motilidad de los espermatozoides.

Ubiquitina: El contenido elevado de ubiquitina en el semen se correlaciona con los resultados
de fertilidad y los pardmetros convencionales del semen en humanos y animales, y puede
medirse mediante citometria de flujo utilizando anticuerpos anti-ubiquitina y fluorocromos con
afinidad por los agresomas (agregados celulares de proteinas ubiquitinadas origen
espermiogénico).

En toros domésticos, la ubiquitinacién de la superficie de los espermatozoides se correlaciona
positivamente con el dafio acrosdmico y del ADNy negativamente con los parametros
convencionales del semen (recuento de espermatozoides, motilidad de los espermatozoides, %
de morfologia normal) y las tasas de concepcion en IA. En los seres humanos el aumento de la
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ubiquitinacidn de los espermatozoides coincide con un aumento del dafio del ADN y una menor
motilidad en los seres humanos y se asocia con teratospermia y astenozoospermia.

PAWP: Los niveles de PAWP de espermatozoides, medidos por FC, estdn altamente
correlacionados con el éxito de la fertilizacidn después de ICSI, independientemente de otros
factores como la edad masculina / femenina y el recuento de espermatozoides, la morfologia,
la motilidad y la fragmentacion del ADN. Al mismo tiempo, se encontré que los niveles de PAWP
de los espermatozoides se correlacionaron significativamente con el desarrollo embrionario
temprano exitoso después del TAR y un menor nimero de embriones detenidos dentro de los
3-5 dias posteriores a la ICSI. Esto sugiere un papel importante para PAWP no solo en el inicio
de las oscilaciones de calcio en la fertilizacién, sino también en el mantenimiento del desarrollo
embrionario normal, ya que el patréon de oscilaciones de calcio puede afectar el desarrollo
embrionario previo a la implantacién en ratones. Las mediciones basadas en FC también
sugirieron que se puede detectar una subpoblacién de espermatozoides con niveles
heterogéneos de PAWP en una muestra de semen individual, lo que resalta la necesidad de
examinar la muestra de esperma e idealmente elegir el espermatozoide con un nivel de PAWP
normal para ICSI.

Lectinas LCA: Por ultimo, la unidn espermatica de las lectinas LCA (Aglutinina de Lens
culinaris; revela alteracion de la superficie de los espermatozoides) y PNA (Arachis hypogaea/
aglutinina de mani; revela malformacion o dafio acrosdmico). La proteina de unién al dominio
de la envoltura postacrosomal de la Primera Guerra Mundial (PAWP), implicada en la activacion
de los ovocitos durante la fertilizacidn, es ectdpica o estd ausente en los espermatozoides
humanos y animales defectuosos (Sutovsky et al., 2015).
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2. Objetivos

Los objetivos de este estudio fueron evaluar cémo el proteoma del plasma seminal y de los
espermatozoides puede influir sobre la fertilidad. Para ello se utilizaran los eyaculados de tres
grupos de 10 machos de conejo de los que antes de elaborar las dosis seminales para
inseminacidén, se obtuvieron muestras del plasma seminal y de los espermatozoides para evaluar
el proteoma.
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3.Materiales y métodos

Todos los productos quimicos, a menos que se indique lo contrario, eran de grado reactivo y
comprados a Sigma-Aldrich Quimica S.A. (Alcobendas, Madrid, Espafia). Todos los
procedimientos experimentales utilizados en este estudio se realizaron de acuerdo con los
principios de cuidado de los animales publicados por el Real Decreto 53/2013 (BOE 2013) y la
Directiva 2010/63/UEEC para la experimentacion con animales y fueron revisados y aprobados
por el Comité de Etica y Bienestar Animal de la Universitat Politécnica de Valéncia.

3.1. Animales

Se utilizaron 30 machos distribuidos en tres grupos de 10 de la linea genética R de la Universitat
Politécnica de Valéncia. La linea R es una linea paterna seleccionada a lo largo de 36
generaciones por ganancia diaria desde los 28 hasta los 63 dias de edad. La seleccién se basa en
valores fenotipicos de ganancia diaria y se realiza en generaciones no solapadas. Las condiciones
ambientales se mantuvieron con un sistema de control de la luz (fotoperiodo 16:8
luz/oscuridad), con libre acceso al agua y a dietas comerciales peletizadas (minimo de 15 g de
proteina bruta por kg de materia seca, 15 g de fibra bruta por kg de MS y 10,2 MJ de energia
digestible por kg de materia seca).

Para realizar el estudio de fertilidad y prolificidad se utilizaron un total de 399 hembras
comerciales cruzadas a partir de lineas seleccionadas maternales. Las hembras se mantuvieron
en condiciones ambientales similares a las descritas

3.2. Diseno experimental

De cada grupo de 10 machos se obtuvo el semen mediante vagina artificial, los eyaculados
individuales fueron valorados atendiendo a su aspecto, movilidad y morfologia. Solo los
eyaculados de color blanco con mas de un 70% de movilidad y menos de un 30% de
espermatozoides anormales fueron mezclados dentro de un mismo grupo. De los eyaculados
seleccionados y mezclados, se obtuvo en primer lugar una muestra para su posterior evaluacion
y analisis del proteoma vy, en segundo lugar, siguiendo las recomendaciones para esta especie
se elaboraron las dosis seminales para su uso en inseminaciéon (inseminaciones
heteroespérmicas y 20 millones de espermatozoides por dosis seminal y coneja). En cada una
de las 3 sesiones de inseminacidn se utilizaron entre 40 y 50 dosis de seminales de cada uno de
los grupos de machos.

Una vez obtenidos los resultados de fertilidad las muestras fueron catalogadas de alta (4) o baja
fertilidad (4) mediante una analisis cluster y comparados los proteomas del plasma seminal y de
los espermatozoides.
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3.3. Recoleccion de semen

A los 5 meses de edad, los machos iniciaron un periodo de entrenamiento de cuatro semanas
con vaginas artificiales en el que se recogié un eyaculado por macho semanalmente. La recogida
de semen se realizé con una coneja receptiva y se registré la respuesta de los machos al
procedimiento de recogida durante el periodo de entrenamiento hasta el inicio del periodo
experimental.

En el momento de su utilizacién todos los machos tenian una edad comprendida entre los 12 y
18 meses. Las colectas se realizaron el mismo dia; se recogié un eyaculado por macho y por
semana para evaluar los pardmetros seminales. Sélo se utilizaron en el experimento los
eyaculados que presentaban un color blanco; si el primer eyaculado de un macho presentaba
signos de contaminacién por orina, sangre o heces era desestimado y se procedia a una segunda
recoleccion 20 minutos después. En el caso de obtener una fraccidon de gel esta fue retirada
antes del inicio de la valoracién individual de los eyaculados.

3.4. Evaluacién de los eyaculados

3.4.1. Evaluacion inicial de los eyaculados de cada grupo de machos.

Una muestra de 10 ul de cada eyaculado fue diluida 5 veces con un diluyente habitual de conejo
(40ul de Tris-citrato-glucosa, TCG: 250 mM de trishidroximetilaminometano, 83 mM de acido
citrico, 50 mM de glucosa, pH 6,8 + 7,0, 300 mOsm/kg™?) y observada la movilidad de los
espermatozoides a 100X bajo 6ptica de contraste de fases, estimando su movilidad por dos
observadores. Solo si el 70% de los espermatozoides estan en movimiento, la muestra fue
catalogada como aceptable.

Una vez valorada la movilidad, se adiciond 10 ul de una solucién de glutaraldehido al 0,25% para
fijar los espermatozoides y estimar el porcentaje de espermatozoides que presentaban alguna
anomalia morfoldgica. Solo aquellos eyaculados con menos del 30% de espermatozoides
anormales fueron catalogados como aceptables.

Una vez seleccionados los eyaculados en cada grupo, estos fueron mezclados para su evaluacion
definitiva y la elaboracién de las dosis seminales.

3.4.2. Evaluacidn y elaboracion dosis seminales a partir de las mezclas espermaticas de cada
grupo de machos.

El volumen de la mezcla de los eyaculados seleccionados de cada grupo se midié en un tubo
graduado. Para determinar la concentracidn de espermatozoides, se diluyeron alicuotas de cada
grupo a razén de 1:50 con una solucién de glutaraldehido al 0,25% en solucién salina tamponada
con fosfato de Dulbecco, utilizando una cdmara de recuento de células Thoma-Zeiss
(Marienfield, Alemania). El total de espermatozoides por eyaculado (TSE) se calculé utilizando
el volumen y la concentracidn de cada eyaculado.
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Teniendo en cuenta el volumen y la concentracién de cada mezcla, esta fue diluido con el
diluyente de semen de conejo hasta alcanzar la concentracién de 40 millones por ml. Esto
permite inseminar a las conejas segun las recomendaciones para esta especie con 0,5ml por
coneja y un total de 20 millones de espermatozoides.

3.4.2.1 Morfologia espermatica e integridad acrosémica de las mezclas espermaticas.

Para evaluar el porcentaje de integridad del acrosoma (cresta apical normal) y el porcentaje de
formas anormales (cabeza y colas anormales) de las mezclas, se utilizé la alicuota preparada
para el cdlculo de la concentracidn (se fijé una muestra de 10 pul de cada una de ellas con 490ul
de una solucion de glutaraldehido (0,25% en solucién salina tamponada con fosfato de
Dulbecco) y se examinaron las muestras bajo un microscopio éptico de contraste de fase con un
aumento de x400.

3.4.2.2. Parametros de motilidad espermatica de mezclas espermaticas.

Una alicuota de cada una de las mezclas se diluyé en un diluyente de tris-citrato-glucosa para
obtener una concentracién de 30 x 10° espermatozoides/ml. A continuacidn, una alicuota de
cada muestra se ajustd a 7,5x10° espermatozoides/ml con diluyente TCG suplementado con 2
g/L de BSA, luego 10 ul se colocaron en una cdmara de recuento Makler precalentada a 37°C en
una placa térmica y se evaluaron en un Sistema Integrado de Analisis de Semen v. 1.0.17 (ISAS;
Projectes i Serveis R+ +D S.L.).

El sistema se configurd para registrar imagenes a 30 fotogramas/s. La motilidad se evalué a 37°C
a 200X utilizando un microscopio de contraste de fase negativo. Para cada muestra, se
analizaron seis campos microscopicos y se evalué un minimo de 400 espermatozoides
evaluados. La velocidad curvilinea (VCL, la velocidad media medida sobre la trayectoria real
punto a punto seguida por la célula),la velocidad en linea recta (VSL, la velocidad media medida
en linea recta linea recta desde el principio hasta el final de la pista), la velocidad media de la
trayectoria (VAP, la velocidad media de la trayectoria de la célula suavizada), indice de linealidad
(LIN; el valor medio de la relacién VSL/VCL), la rectitud (STR, la relacidén entre VSL y VAP),
bamboleo (WOB = (VAP/VCL) x 100, una medida de la oscilacidn de la trayectoria real en torno
a su trayectoria media), amplitud del desplazamiento lateral de la cabeza (ALH, la de la oscilacion
de la cabeza a medida que los espermatozoides nadan) y la frecuencia cruzada de batido (BCF,
la frecuencia con la que la cabeza del espermatozoide cruza la trayectoria media en cualquier
direccidn). Todas las capturas se guardaron y analizadas posteriormente. Antes del analisis de
campo, se procedio a identificar cada trayectoria de los espermatozoides para eliminar los restos
(falsas capturas) y reducir el riesgo de confundir las trayectorias.

3.4.2.3. Viabilidad y analisis HOST.

El porcentaje de espermatozoides viables se determiné mediante una tincion fluorescente dual
con SYBR-14/PI segun Viudes-de-Castro et al. (2014). Un minimo de 100 espermatozoides se
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contaron por eyaculado, y sélo los porcentajes de espermatozoides vivos fueron considerados
en los resultados (SYBR-14-positivo y Pl-negativo). Todas las diluciones se realizaron a 22 °C.

El test hiposmdtico (HOST) se utilizd para evaluar la integridad funcional de la membrana
espermatica (Jeyendran et al., 1984). El semen se diluyé 1:20 en una solucion HOST de 75 mOsm
a 25-30 °C durante 15 minutos. Se evalué un minimo de 100 espermatozoides y se calculéd HOST
como el porcentaje de espermatozoides con colas enrolladas hinchadas/ total de
espermatozoides.

3.4.3. Procedimiento de inseminacion

Todas las hembras utilizadas en este experimento eran multiparas cruzadas y fueron
sincronizadas con 12Ul de eCG inyectada intramuscularmente 60 h antes de ser inseminadas. La
inseminacion se llevé a cabo entre el 10 y el 12 dia posparto y se indujo a las hembras a ovular
utilizando un andlogo sintético de la GnRH analogo sintético de la GnRH (1 pg de acetato de
buserelina, Hoechst) inyectado por via intramuscular. Se inseminaron 20 millones de
espermatozoides totales por hembra (0,5 ml de semen/hembra), utilizando una pipeta curva de
plastico. Las hembras fueron asignadas al azar. La tasa de partos (numero de hembras
paridas/nimero de hembras inseminadas inseminadas) y la prolificidad (nimero de crias totales
nacidas) fueron los reproductivos.

3.5. Muestras de extraccion de plasma y proteinas espermaticas

Antes de preparar las dosis de esperma, se tomé una muestra de 500 ul de los conjuntos de
eyaculados se centrifugd a 7400 x g durante 10 min a 22 °C. Los sobrenadantes (plasma seminal)
se recogieron, se complementaron con un cdctel de inhibidores de proteasas al 1% v/v (P2714,
Sigma) y se almacenaron a -80°C hasta su utilizacion. Los pellets resultantes se lavaron dos veces
por centrifugacion a 900 x g durante 10 minutos en PBS. Las proteinas de los espermatozoides
se extrajeron segun el protocolo de Casares-Crespo et al. (2019). Brevemente, los pellets de
esperma se resuspendieron en SDS al 1% (p/v) en TCG (Tris-citrato-glucosa suplementado con
un céctel de inhibidores de proteasas al 1% v/v, P2714) y se sonicaron en hielo 6 veces durante
5 s a una amplitud del 30% utilizando un homogeneizador ultrasénico de laboratorio UP 100 H
(Hielscher Ultrasonics GmbH). Tras la sonicacién, la solucidon se mantuvo en hielo durante 15
minutos y se centrifugd durante 10 minutos a 15.000 g a 4°C. Los lisados de proteinas se
almacenaron a -80°C hasta su uso.

3.6. Andlisis de cuantificacion relativa protedmica: Analisis SWATH MSMS.

Los andlisis protedmicos se realizaron en el SCSIE de la Universitat de Valéncia (Plataforma
Proteémica ProteoRed PRB3-ISClII).

La concentracidn inicial de proteinas del plasma seminal se midié mediante Nanodrop (Thermo
Scientific) utilizando muestras diluidas (1 a 10) en agua ultrapura y la concentracion de la
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muestra de proteinas del esperma mediante kit de cuantificacion Machery Nagel (Ref.
740967.50), siguiendo el protocolo del fabricante. Se prepard un pool de plasma seminal y otro
con muestras de esperma con 50 ug de proteina y se resolvié en PAGE 1D gel.

3.6.1. Construccion de bibliotecas espectrales

Digestién de proteinas en gel: 5 portaobjetos de cada gel fueron digeridos con tripsina de grado
de secuenciacién (Promega) tal y como describen Shevchenko et al. (1996). Los portaobjetos de
gel se digirieron utilizando 200 y 400 ng de tripsina y la digestion se ajusté a 37 °C (en los
portaobjetos de semen y de esperma, respectivamente). La digestidn con tripsina se detuvo con
acido trifluoroacético (TFA) y se elimind el sobrenadante (SN), luego se deshidrataron. Los
portaobjetos de gel de la biblioteca se deshidrataron con acetonitrilo puro (ACN).

Las nuevas soluciones peptidicas se combinaron con el correspondiente SN. Las mezclas de
péptidos se secaron en un sistema de vacio rapido (ISS 110 SpeedVac System, Thermo Savant,
ThermoScientific, Langenselbold, Alemania) y se resuspendieron en ACN al 2%; TFA al 0,1%. Los
volimenes se ajustaron segun la intensidad de la tincion.

Analisis de adquisicion dependiente de datos (DDA) por LCMSMS: se cargaron 5 pl de los
fragmentos digeridos en una columna trampa (NanoLC Column, 3p C18-CL, 75u x 15 cm;
Eksigent) y se desalaron con TFA al 0,1% a 3 pl/ min durante 5 min. Los péptidos se cargaron en
una columna analitica (Columna LC, 3u C18-CL, 75u x 12 cm, Nikkyo Technos, Tokio, Japdn)
equilibrada en ACN al 5% y acido férmico al 0,1% (FA). La elucién de los péptidos se realizd con
un gradiente lineal del 5 al 35% de disolvente B durante 60 minutos (A: 0,1% de FA en agua; B:
0,1% de FA en ACN) a un caudal de 300 n/min.

Los péptidos se analizaron en un espectrémetro de masas nanoESI qTOF (5600 TripleTOF,
ABSCIEX). El tripleTOF funciond en modo de adquisiciéon dependiente de la informacién, en el
que se realizé un barrido de MS TOF de 250 ms de 350 a 1250 m/z, seguido de barridos de iones
producto de 150 ms de 350 a 1500 m/z en los 25 iones de carga 2-5 mas intensos. Las energias
de colision rodante 3 ecuaciones se establecieron para todos los iones como para los iones 2+,
de acuerdo con las siguientes ecuaciones: | CE|=(pendiente)x(m/z)+(intercepcion).

3.6.2. Motor de busqueda ProteinPilot v5.0. (Sciex)

Se utilizaron los parametros por defecto de ProteinPilot para generar una lista de picos
directamente desde 5600 archivos wiff de TripleTof. Se utilizd el algoritmo Paragon de
ProteinPilot para buscar en la base de datos UniprotMammalia (03.2018) con los siguientes
parametros especificidad de tripsina, cys-alquilacion, sin restriccion de taxonomia, y el esfuerzo
de busqueda establecido a través y la correccién de la tasa de falsos descubrimientos (FDR) para
las proteinas. La agrupacion de proteinas se realizd6 mediante el algoritmo Pro-group. En este
caso, la formacién de grupos de proteinas se guia totalmente por péptidos observados, que se
originan en los espectros adquiridos experimentalmente. Por ello, se puede considerar que la
agrupacion estd guiada por el uso de los espectros.
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3.6.3. Anadlisis de las muestras

Digestién de proteinas de las muestras de plasma seminal: 25 pug de cada muestra se redujeron
con ditiotreitol (DTT) 2 mM; Vf=25u L) durante 20 min a 60°C. Los grupos tiol se alquilaron con
5,5 mM de yodoacetamida (IAM, Vf=30 L) durante 30 min a temperatura ambiente en la
oscuridad. El exceso de IAM se apagd con DTT 10 mM (Vf=60 pL) a 37°C durante 1 h Para la
digestion de las proteinas, se afiadieron 500 ng de tripsina (Vf=65 L) y se dejé la digestidn toda
la noche. Todos los reactivos se prepararon en una solucién de bicarbonato de amonio 50 mM.
La digestidn de las proteinas se detuvo con 5 pL de acido trifluoroacético (TFA) al 10% en agua.
El volumen final de la mezcla volumen de la mezcla fue de 70 uL. Las muestras se concentraron
mediante un evaporador rotatorio hasta 25 pL. Las inyecciones individuales de SWATH se
realizaron al azar en bloques.

Muestras de esperma de digestidon de proteinas: las mezclas de gel de proteinas se digirieron
como describen Shevchenko et al. (1996), utilizando 500 ng de tripsina para cada muestra y la
digestidn se ajustd a 37 °C. La digestidn con tripsina se detuvo con TFA al 10% y se elimind el SN,
después se deshidrataron los portaobjetos de gel de la biblioteca con ACN puro. Las nuevas
soluciones peptidicas se combinaron con la correspondiente SN. Las mezclas de péptidos se
secaron en un vacio rapido y se resuspendieron en ACN al 2%; TFA al 0,1%. El volumen se ajustd
a una concentracion final de 0,5 pg/uL.

Analisis LCMSMS de SWATH: 5 pl de cada muestra fueron cromatograficamente resuelto como
en 2.6.1 pero con un gradiente de 120 minutos. El triple TOF se operé en modo Swath, en el que
un barrido TOF MS de 0,050 s de 350 a 1250 m/z, seguido de un barrido de iones producto de
0,080 s de 350 a 1250 m/z en las 32 ventanas definidas (3,05 s/ciclo).

Las ventanas de barrido utilizadas fueron 15 Da de ancho de ventana de 450 a 1000 Da, 37
ventanas. Cuantificacion de proteinas: los archivos wiff obtenidos del experimento Swath fueron
analizados con Peak View 2.1. Los ajustes de procesamiento utilizados para la seleccién de
péptidos fueron: un nimero maximo de péptidos por proteina de 20, un nimero de transiciones
o iones de fragmentos por péptido de 6, un umbral de confianza del péptido superior al 95% y
menos del 1% de FDR.

Después de la deteccidn de péptidos, se alinearon los péptidos entre diferentes muestras
utilizando los péptidos detectados de alta confianza de la biblioteca. Los péptidos con el tiempo
de retencién correlacionado se extrajeron utilizando el citado conjunto de procesamiento con
10 min de extraccion del cromatograma de iones. Se analizaron un total de 6 muestras y se
analizaron 643 proteinas del plasma seminal y 1362 proteinas de esperma fueron cuantificadas.
Los datos protedmicos y los archivos de resultados del analisis han sido depositados en el
Consorcio ProteomeXchange a través del repositorio de socios PRIDE (identificador de datos
PXD015510 y PXD015516 y, PXD015511 y PXD015517 para los datos de esperma y plasma
seminal, respectivamente). El analisis bioinformatico de las proteinas plasmaticas y
espermaticas identificadas se realizd utilizando la herramienta bioinformatica integral para la
funcional UniProt KB (www.uniprot.org) en combinacion con la herramienta con David

Functional Annotation Tool, version 6.8 (Huang et al, 2009a; Huang et al., 2009b)
(https://david.ncifcrf.gov/).
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3.7 Analisis estadisticos

Los datos de expresidn proteica ya normalizados por el servicio SCSIE fueron analizados
mediante el software MeV 4.9.0 (Saeed et al., 2003) (https://mev.tm4.org/). Se utiliz6 el Sofware
ClustVis (Metsalu y Vilo, 2015) (https://biit.cs.ut.ee/clustvis/) para realizar el Heatmaps de las
proteinas diferencialmente expresada (p<0.05). En el caso de que las proteinas diferencialmente

expresadas no estuvieran anotadas inicialmente, se realizé una nueva bulsqueda en UniProt KB
(www.uniprot.org). Finalmente se realizé un analisis de los términos GO con UniProt y vias KEGG

con David Functional Annotation Tool, versién 6.8 (Huang et al., 2009a; Huang et al., 2009b)
(https://david.ncifcrf.gov/).
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4. Resultados y discusion.

4.1. Parametros espermaticos, fertilidad y prolificidad de las muestras.

En la tabla 1 se muestran los valores obtenidos para cada uno de los pardmetros seminales de
las 8 mezclas de eyaculados agrupadas en funcion de su fertilidad. Las muestras no difieren en
los parametros espermaticos, ya que fueron preparadas segun los criterios de elaboracion de
dosis para esta especie, que ademas de desestimar los eyaculados con movilidad total inferior
al 70% y con un porcentaje de espermatozoides anormales igual o superior al 30%, elabora sus
dosis seminales a partir de mezclas heteroespérmicas (eyaculados de diferentes machos). No
obstante, se observa que a pesar de que no hay diferencias estadisticamente significativas en
los valores de movilidad espermatica, el analisis CASA de las mezclas heteroespérmicas,
catalogadas a posteriori como de baja fertilidad son ligeramente inferiores a los estimados en la
evaluacion individual de los eyaculados, aunque no difieren estadisticamente. En cualquier caso,
los resultados demostraron que el analisis a priori de parametros espermaticos como la
movilidad, porcentaje de anormales, estado del acrosoma, viabilidad o el test hiposmdtico no
permitieron discriminar las mezclas heteroespérmicas de las que se obtendrian los mejores
resultados o los peores tras la inseminacion. Es por ello que es necesario encontrar otros
pardmetros o biomarcadores que ayuden a discriminar los eyaculados o dosis de inseminacion
de menor fertilidad. En especies social o econdmicamente mds importantes, la evaluacion de la
integridad del ADN o el proteoma son cada vez mas frecuentes para prevenir y solucionar
problemas reproductivos (humana) o para detectar machos de menor fertilidad y eliminarlos de
los centros de seleccidn y de los inseminacion (vacuno y porcino).

Ademas, puede observarse que las diferencias en fertilidad (porcentaje de conejas gestantes)
no se manifiestan a nivel de prolificidad (Tabla 1). Las conejas que resultan gestantes tras la
inseminacién obtienen una prolificidad similar en ambos grupos. Estos resultados, sugieren una
interaccion entre la dosis seminal, el periodo transcurrido hasta la inseminacidn (inferior a 4h) y
el historial reproductivo de la coneja que condicionan el transporte y ambiente endometrial y
oviductal y, consecuentemente la capacitacién y el proceso de fecundacién (Theau-Clément et
al., 2016). El resultado final fue que las dosis del grupo de baja fertilidad tuvieron mayor
dificultad para fecundar con éxito, siendo este un proceso de todo o nada en estas especies
politicas. Por otra parte, la utilizacién de la dosis recomendada en esta especie (20 millones de
espermatozoides, Castellini, 1996), probablemente facilita en estos casos un fenédmeno de
compensacién espermatica que permite que un 63% de las conejas pueda culminar con éxito el
proceso reproductivo. Diferentes autores han demostrado que es posible obtener buenas tasas
de fertilidad con inseminaciones con mas 4 millones de espermatozoides a nivel de granja
(Viudes-de-Castro y Vicente, 1997), y con tan solo 100.000 espermatozoides a nivel de
laboratorio tras seleccionar los espermatozoides mediante un gradiente de densidad (Farrell et
al., 1993).
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Tabla 1. Parametros seminales, fertilidad y prolificidad del grupo de alta fertilidad (HF) y del grupo de

baja fertilidad (LF).

Parametro Grupo Media * error estandar
HF 76,3+5,37
Motilidad total
LF 65,5+5,37
HF 49,3 £ 4,27
Motilidad progresiva

LF 39,5+4,27
HEF 21,9+3,12

Anormales
LF 21,5+3,12
Acrosoma normal HF 81,8 +6,88
LF 81,9+ 6,88
HF 62,6 + 6,60

Viabilidad
LF 53,6 £ 6,60
HF 48,1 +5,32

Host

LF 45,0+ 5,32
HF 80,0 + 0,982

Fertilidad
LF 63,9 + 0,98
HF 12,0+0,28

Prolificidad
LF 11,9+0,28

ab valores con diferente superindice difieren significativamente (P<0.05).
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4.2. Proteoma plasmatico y espermatico
4.2.1 Anotacién funcional.

Antes de comenzar con la verdadera anotacion funcional se realizd una ligera busqueda en
UniProt introduciendo los ID de algunas de las Uncharacterized protein (como G1TZR6_RABIT,
S9WRK9_CAMFR, S9YPJ3_CAMFR, G1TZA1_RABIT o W5NS59_SHEEP) y se observé que muchas
de estas ya estaban caracterizadas. Por ello, antes de proceder a la realizacién de los HeatMaps
se introdujo en el ID Mapping el identificador de las 12 proteinas de membrana desconocidas.
Tal y como muestra la tabla 4, se lograron identificar 6 y se dejo el ID de las otras 6 (G1SKNO,
G1TEO7, G1T3K6, U3KP50, W5QEWO0 y G1TM92) como nombre para poder distinguir facilmente
unas de otras y analizar su expresion.

Tabla 4. Las 6 proteinas de membrana previamente Uncharacterized que se pudieron identificar
mediante el Uniprot.

ID Protein name
G1SF28 Peptidase M60 domain-containing Protein
G1T5J0 Deleted in malignant brain tumors 1 protein
G1U822 SERPIN domain-containing Protein
G1T678 Acetyl-CoA acetyltransferase 2
G1TPV7 COX6C domain-containing Protein
G1U593 UPAR/Ly6 domain-containing protein

Se estudiaron también las vias KEGG con David Functional Annotation Tool, versidn 6.8 (Huang
et al., 2009a; Huang et al., 2009b) (https://david.ncifcrf.gov/). Se partié de 42 de las proteinas
diferencialmente expresadas en los espermatozoides y se observd que 6 de estas estaban

afectando a la via metabdlica (tabla 5). Dentro de este pequefio grupo de 6 proteinas, la acetyl-
CoA acetyltransferase 2, la aldolase, fructose-bisphosphate A y la pyruvate kinase, muscle
aparecen implicadas en el metabdlica del carbono. Ademas, la aldolase y pyruvate kinase estan
involucradas también en el metabolismo del piruvato. Por tanto, podemos afirmar que la
expresion diferencial de ciertas proteinas estaria afectando al metabolismo energético de los
espermatozoides.

Tabla 5. Las 6 proteinas diferencialmente expresadas del proteoma de espermatozoides asociadas a la
via metabdlica mediante el David Functional Annotation Tool, version 6.8.

KEGG PATHWAY Protein name
Acetyl-CoA acetyltransferase 2

Aldolase, fructose-bisphosphate A
Metabolic pathways Pyruvate kinase, muscle

Choline dehydrogenase

Cytochrome b-c1 complex subunit 2,

Cytochrome c oxidase subunit 6C
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4.2.1.1 Anotacion funcional de las proteinas del plasma seminal.

Mediante el software UniProtKB se pueden buscar los términos GO de las 6 proteinas de interés
del plasma seminal. Respecto a la funcidén molecular, la mayoria tienen una funcién catalitica o
de unidn, pero forman parte de diferentes procesos biolégicos. En referencia a la entidad
anatdomica celular a la que pertenecen dichas proteinas, la mayoria son de la regién extracelular,
pero también existen proteinas integrales de la membrana. Es muy probable que estas proteinas
del liguido seminal se deriven de los espermatozoides que han sufrido la reaccion del acrosoma
o apoptosis y puede estar interfiriendo con la caracterizacion de las proteinas liberadas por las
gldndulas sexuales accesorias (Jodar et al., 2017).
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Figura 6. Gene Ontology (funcién molecular) de las 6 proteinas de interés del plasma seminal
extraida del UniProt.
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Figura 7. Gene Ontology (procesos biolégicos) de las 6 proteinas de interés del plasma seminal
extraida del UniProt.
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Figura 8. Gene Ontology (entidad anatémica celular) de las 6 proteinas de interés del plasma
seminal extraida del UniProt.
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4.2.1.2. Anotacidn funcional de las proteinas de la membrana de los espermatozoides

Mediante el software UniProtKB se obtienen también los términos GO de las 50 proteinas
espermaticas que resultaron significativas. Respecto a la funcién molecular, la mayoria tienen
una actividad catalitica o de unidn al igual que ocurria con las proteinas del plasma seminal, y
los procesos bioldgicos en los que participan son numerosos, aunque destaca la regulacién, la
localizacién, los procesos celulares, metabdlicos y de desarrollo. En referencia al componente
celular, constituyen una entidad anatédmica celular o forman parte de un complejo proteico.
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Figura 9. Gene Ontology (funcién molecular) de las 50 proteinas de interés del proteoma
espermatico extraida del UniProt.
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4.2.2. Proteinas diferencialmente expresadas del plasma seminal

Como se ha comentado antes, en el proteoma del plasma se observaron 643 proteinas de las
que solo 6 estaban diferencialmente expresadas entre ambos grupos y 3 tuvieron un Fold
Change 2 1,2, tal y como vemos en la siguiente tabla 2.

Tabla 2. Proteinas del plasma seminal significativamente diferentes entre grupos de muestras de baja
y alta fertilidad. En azul aquellas que ademas presentan un Fold Change (FC) > 1,2.

Group ID Gene name P-value FC
Peroxiredoxin 4 G1SMI6 PRDX4 0,0475 -0,91
Gelatinase A Q95JA4 MMP-2 0,0182 -1,00
3-hydroxy-3-methylglutaryl S9XK34 CB1_001633007 0,0447 1,05

coenzyme A synthase

Phospholipid-transporting ATPase G1TQW3 ATP11A 0,0081 -1,33
Complement C3-like AOA1S3WDL1 LOC103115217 0,0328 -1,23
Carboxylic ester hydrolase G1TMC5 0,0427 1,24

Como puede observarse en la tabla 1 y en el HeatMap (Figura 4), 4 de las 6 proteinas se
encontraban en mayor cantidad en las muestras de alta fertilidad, entre ellas las tres con mayor
fold change absoluto (Phospholipid-transporting ATPase, Complement C3-like y Carboxylic ester
hidrolase).

Phospholipid-transporting ATPase, forma parte del complejo flipasa P4-ATPasas que estd
relacionado con la hidrdlisis de ATP para transporte de sustancias tan importantes como
distintos esteroles, entre ellos el colesterol, contribuyendo ademas a la estabilizacién y
mantenimiento de la asimetria de la membrana (Paulusma y Oude Elferink, 2005). Estas
proteinas probablemente son segregadas en vesiculas por las células epiteliales que revisten el
epididimo y glandulas anejas al aparato reproductor e incorporadas a los espermatozoides con
la finalidad de estabilizar su membrana y prevenir una capacitacidn temprana y la reaccién
acrosémica (Leahy et al., 2020) de ahi que también estén presentes en el proteoma de los
espermatozoides (anexo 1). Por todo esto, es coherente que la expresidon de esta proteina sea
mayor en el plasma seminal y en los espermatozoides de las muestras de alta fertilidad.

Complement C3-like, estas proteinas estan relacionadas con la capacidad inmunoldgica del
plasma seminal y con una funcién protectora de los espermatozoides cuando se encuentran las
vias reproductoras femeninas. La inhibicion de su actividad se asocia al aumento de
espermatozoides con morfologia y movilidad anormales y a la infertilidad debido a que aumenta
el dafio y destruccion de los espermatozoides y la inflamacion en el tracto reproductivo
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femenino (Harris et al., 2006). Esto explica que la expresion deficiente de estas proteinas esté
asociada a una baja fertilidad.

Carboxylic ester hydrolase, al igual que otras hidrolasas conforman un grupo de proteinas que
pueden llegar a suponer el 3% del proteoma del plasma seminal (por ejemplo, en porcino, Roca
et al., 2020). Algunas de estas enzimas son de origen protatico y tienen un papel relevante
durante la maduracién, en la proteccidn de los espermatozoides y en el proceso de capacitacion
(Mikhailov y Torrado, 2000). Ensayos realizados en ratén Knockdown sobre una enzima de esta
familia CES5A ha permitido observar sus efectos sobre la capacitacién y como consecuencia
sobre la fertilidad. Estos resultados aparentemente entran en contradiccion con los obtenidos
en este trabajo, ya que en el grupo de baja fertilidad se sobreexpresa esta familia de proteinas
(Zhou et al., 2015).
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Figura 4. HeatMap de las proteinas del plasma seminal con diferencia significativa entre grupos de alta
y baja fertilidad.
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4.2.3. Proteinas diferencialmente expresadas en los espermatozoides.

En el proteoma espermatico se analizaron 1361 proteinas de las que 50 proteinas estaban
diferencialmente expresadas (anexo 1) entre ambos grupos y 9 tuvieron un Fold Change > 1,2
tal y como vemos en la siguiente tabla 3.

Tabla 3. Las 9 proteinas de la membrana del espermatozoide con un Fold Change (FC) 2 1,2.

Protein ID Gene name P-value FC
Dynein axonemal heavy chain 2 G1TV13 DNAH2 0,0084 -1,76
G1T3K6 G1T3K6 0,0004 -3,95
Ribonuclease A H1 WOUVE4 RAH1 0,0208 1,32
Solute carrier family 30 member 9 W5PX15 SLC30A9 0,0062 -1,40
Programmed cell death 6 interacting protein G1L717 PDCD6IP 0,0312 3,74
Histone cluster 1 H1 family member t G1TQO5 0,0356 1,33
Protease, serine 54 G1TEZ7 PRSS54 0,0059 1,33

U3KP50 U3KP50 0,0266 1,46

Chloride intracellular channel protein AOA1S2ZPP3 CLICc4 0,0345 2,27

Como puede observarse en la tabla 3 y en el HeatMap (Figura 5), 22 de las 50 proteinas se
encontraban en mayor cantidad en las muestras de alta fertilidad, entre ellas tres de las
proteinas con mayor fold change absoluto (Dynein axonemal heavy chain 2, Solute carrier family
30 member 9 y G1T3K6). Las seis proteinas restantes con un fold change > 1,2 (Chloride
intracellular channel protein; Protease, serine 54; Histone cluster 1 H1 family member t;
Programmed cell death 6 interacting Protein; Ribonuclease A H1 y U3KP50) forman parte de las
28 proteinas del proteoma espermatico que resultaron significativamente mds abundantes en
las muestras de baja fertilidad.

Dynein axonemal heavy chain 2, esta involucrada en la motilidad de los espermatozoides. Las
dineinas son proteinas motoras que convierten la energia quimica contenida en el ATP en
energia mecdnica de movimiento. Las cadenas pesadas, son las que contienen la maquinaria
motora responsable de traducir dicha energia en fuerza mecdnica aplicada a la superficie de los
microtubulos (Pereira et al., 2017). Esto explica que la elevada expresién de Dynein axonemal
heavy chain 2 se relacione con una mejor motilidad y por tanto fertilidad de la muestra.

Solute carrier family 30 member 9, es una proteina transportadora de zinc. El zinc es muy
importante en procesos como la capacitacién espermatica prematura o la exocitosis acrosémica
exitosa. Ademas, se ha demostrado que el zinc es beneficioso para la fertilidad masculina (Kerns
et al., 2018). Este podria ser el motivo por el cual su elevada expresidn se relaciona con una
mayor fertilidad.
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La proteina G1T3K®6, pese a presentar el mayor Fold Change absoluto no ha podido relacionarse
con procesos biolégicos relevantes para este estudio. Ha dia de hoy sigue sin estar identificada
en UniProt KB (www.uniprot.org).

Histone cluster 1 H1 family member t, se requiere para una menor compactacion del ADN
nuclear durante la meiosis y posteriormente se reemplaza por protaminas. La presencia de estas
proteinas se relaciona con anomalias nucleares que eventualmente pueden hacer que los
espermatozoides sean incapaces de fertilizar o completar con éxito los pasos posteriores a la
fertilizacidon (Samanta et al., 2019). Es de esperar entonces que la elevada expresion de esta
proteina se correlacione con menor compactaciéon y mayores dafios sobre el ADN caracteristico
de muestras de baja fertilidad. Un ensayo de integridad del ADN (SCA o COMET, Evenson, 2016)
podria verificar si existe una mayor fragmentacién del ADN en las muestras de baja fertilidad
como consecuencia de la mayor abundancia de esta proteina.

Chloride intracellular channel Protein funcionan en los espermatozoides como canales de
cloruro o como componentes o reguladores de los canales de cloro. La presencia de tres
proteinas CLIC distintas dentro de la cabeza del esperma sugiere un posible papel de estas
proteinas en los eventos de fertilizacion de gametos, como la fusidn de la membrana del
espermatozoide y el dvulo o la reaccidén del acrosoma. De hecho, se ha demostrado que un flujo
de salida de iones cloruro citosélico mediado por canales de cloruro activados por ligando en la
membrana plasmatica es esencial para la reaccién del acrosoma. Por tanto, no parece
consecuente que una expresion elevada de esta proteina esté asociada a muestras de baja
fertilidad (Myers et al., 2004).

Las proteasas de serina parecen estar vinculadas con la maduracién del esperma'y su capacidad
de fertilizaciéon. La testisina se detecta a lo largo de la espermatogénesis y aquellos
espermatozoides del epididimo que carecen de testisina muestran una mayor tendencia a la
decapitacién, heterogeneidad en la forma de los espermatozoides y flagelos angulados,
disminucién del nimero de espermatozoides moéviles y regulaciéon anormal del volumen de
espermatozoides (Antalis et al., 2011). Algunos trabajos han sefialado los inhibidores de serina
proteasas se unen a la regidn acrosomal de la cabeza de espermatozoides y se consideran un
factor decapacitante ya que inhibe la incorporacion de aproximadamente entre 30% y 50% del
Ca+2 extracelular disminuyendo también los niveles de reaccién acrosomal dada la inhibicion de
la entrada de calcio (Zalazar et al., 2012). La presencia de esta familia de proteinas reducira las
posibilidades de una temprana capacitacion y reaccién acrosémica, lo que deberia ser un efecto
favorable, a priori, para la calidad de las dosis seminales, no obstante, la sobreexpresion de
Protease, serine 54 se asocia a grupos de baja fertilidad por lo que podria interpretarse que los
espermatozoides de estas muestras no ha podido realizar o completar su capacitacion en la vias
reproductoras de la hembra por el exceso de esta proteina.

Ribonuclease A H1 se asocian a la degradacién del ARN (D’Alessio et al., 2001). Se trata de una
endonucleasa que degrada especificamente el ARN de los hibridos ARN-ADN y desempefia un
papel clave en la replicacion y reparacion del ADN (GeneCards, 2017). Esta proteina no ha sido
relacionada con una funcion especifica en espermatozoides. Existe un estudio en ratén que
asocia la pérdida de RNase H1 con la letalidad embrionaria (Tannous et al., 2015) y otro estudio
con espermatozoides humanos, que concluye que a medida que avanza la maduracion
espermatica la abundancia de esta proteina es menor. Por tanto, su sobreexpresion estaria
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indicando inmadurez (Samanta et al., 2019) Esto Gltimo, concuerda con los resultados obtenidos
en este trabajo, que asocian su elevada expresion con una baja fertilidad.

Programmed cell death 6 interacting protein es una proteina multifuncional involucrada en
endocitosis, biogénesis corporal multivesicular, reparacién de membranas, citocinesis,
apoptosis y mantenimiento de la integridad de la unidn estrecha. Los estudios que utilizan
células de ratén han demostrado que la sobreexpresiéon de esta proteina puede bloquear la
apoptosis (GeneCards, 2017). No se conoce su papel especifico en los espermatozoides, en este
trabajo su abundancia estd asociada a la infertilidad, probablemente, al igual que ocurria con las
proteasas de serina, la estabilizacion o la reduccidn de estos mecanismos afectan a los procesos
de capacitacién y reaccién acrosdmica que, en parte, pueden ser considerados como el inicio de
procesos apoptdtico. Una vez completada la capacitacién, el espermatozoide puede
interaccionar con la cubierta del évulo, atravesarla y fusionar su membrana. Si no ocurre, el
espermatozoide capacitado proseguira un proceso de muerte celular.

La proteina U3KP50 al igual que ocurria con G1T3K6 sigue sin estar identificada en UniProt KB
(www.uniprot.org ) y, por tanto, no existe aln ningun articulo que hable sobre su efecto en la
fertilidad
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Figura 5. HeatMap de las proteinas espermaticas con diferencia significativa entre grupos de alta y baja
fertilidad.
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5.Conclusion

En conclusidn, tras el analisis estadistico de los proteomas del esperma y del plasma seminal de
las 643 y 1361 proteinas anotadas solo 6 y 50 resultaron diferencialmente expresadas (la
mayoria de estas proteinas estan relacionadas con actividades cataliticas y de unién). Dentro
de las proteinas diferencialmente expresadas, destacaron por tener un FC > 1,2 un total de 12
proteinas relacionadas con la funcidn de los espermatozoides y que podrian ser candidatas a
biomarcadores seminales.

De entre estas 12 proteinas, es conveniente resefiar Phospholipid-transporting ATPase, que esta
en mayor abundancia tanto en el plasma seminal como en los espermatozoides en las muestras
de alta fertilidad y que esta relacionada con la estabilizacidon de la membrana y la prevencion de
la capacitacién temprana. Y, ademds, dos proteinas con una elevada sobreexpresién en las
muestras de alta fertilidad, Programmed cell death 6 interacting protein, asociada a procesos
como la reparacion de membranas y la apoptosis celular, y la proteina G1T3K6, aunque ésta
sigue sin estar identificada.

En un siguiente ensayo deberian identificarse, al menos, el nivel expresidn de estas proteinas en
eyaculados y machos con la finalidad de establecer si su sobreexpresidon o su baja expresion
depende de condiciones ambientales, nutricionales o de estimulacidn o, si es una caracteristica
asociada al genotipo de los machos. Ademas de confirmar su relacion con la fertilidad realizando
inseminaciones a partir de eyaculados o machos de modo individualizado.
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7. Anexos

ANEXO 1. Proteinas de los espermatozoides significativamente diferentes entre grupos de
muestras de baja y alta fertilidad. En azul aquellas que ademas presentan un Fold Change (FC)
2 1,2. En rojo aquellas que se encuentran diferencialmente expresadas también en el plasma

seminal.
Protein ID Gene name p-value FC
Heat shock protein 90 alpha family class A HOUXJ8 HSP90AA1L 0,0335 -0,82
member 1
G1SF28 G1SF28 0,0312 -0,27
Tubulin beta chain Q81229 TUBB2C 0,0323 -0,60
Nucleoporin 210 like G1T214 NUP210L 0,0479 -0,53
Fructose-bisphosphate aldolase A P00883 ALDOA 0,0424 -0,45
Chaperonin-containing T-complex B6V9S8 0,0066 0,55
polypeptide eta subunit
AP complex subunit beta M3YPP7 AP1B1 0,0075 0,44
G1SKNO G1SKNO 0,0474 -0,36
G1T5J0 G1T5J0 0,0486 -0,82
Dynein axonemal heavy chain 2 G1TV13 DNAH2 0,0084 -1,76
Adaptor related protein complex 1 W5P100 AP1G1 0,0319 0,38
gamma 1 subunit
G1U822 G1U822 0,0312 1,19
G1TEO7 G1TEO7 0,0162 0,50
Neurochondrin G1T4X0 NCDN 0,0297 1,03
Calmin G1T054 CLMN 0,0487 -0,80
Transportin 1 G1T568 TNPO1 0,0412 0,62
Exportin 1 W5QG19 XPO1 0,0231 0,41
AP-2 complex subunit alpha U3F8W6 AP2A2 0,0142 0,48
Putative enoyl-coa hydratase Kollu7 0,0228 -0,36
G1T678 G1T678 ACAT2 0,0299 0,83
Phospholipid-transporting ATPase G1TVK5 0,0414 -0,54
Tektin 1 G1luU264 TEKT1 0,0310 -0,50
Isoleucyl-tRNA synthetase 2, G1S793 IARS2 0,0449 -0,93
mitochondrial
Superoxide dismutase [Cu-Zn] G1TKH3 SOD1 0,0196 0,86
G1T3K6 G1T3K6 0,0004 -3,95
Outer dense fiber of sperm tails 3 G1T7H5 ODF3 0,0194 -0,72
Ribonuclease A H1 WOUVE4 RAH1 0,0208 1,32
Casein kinase | isoform alpha W5P5Y5 LOC1141087 0,0304 0,41
73
Solute carrier family 30 member 9 W5PX15 SLC30A9 0,0062 -1,40
SCY1 like pseudokinase 2 W5PW22 SCYL2 0,0155 0,44
Pyruvate kinase G1sSQD3 PKM 0,0370 -0,73
Programmed cell death 6 interacting G1L717 PDCD6IP 0,0312 3,74
protein
Histone cluster 1 H1 family member t G1TQO05 0,0356 1,33
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Phosphoribosyl pyrophosphate W5PC18 PRPSAP1 0,0324 0,56
synthetase associated protein 1
Protease, serine 54 G1TEZ7 PRSS54 0,0059 1,33
AP-3 complex subunit delta-1 G5BBCO GW7_07318 0,0452 0,27
Poly [ADP-ribose] polymerase U3KN58 0,0314 0,85
G1TPV7 G1TPV7 0,0441 -1,13
G1U593 G1U593 0,0088 0,47
U3KP50 U3KP50 0,0266 1,47
Ubiquitin like modifier activating enzyme G1T466 UBAG6 0,0055 0,39
6
Chloride intracellular channel protein AOA1S2ZPP3 CLIC4 0,0345 2,27
Cysteinyl-tRNA synthetase G1SWD9 0,0399 1,18
W5QEWO0 W5QEWO0 LOC1011035 | 0,0471 0,88
42
Signal sequence receptor subunit 4 M3W1G5 SSR4 0,0237 -1,17
Glycosylphosphatidylinositol anchored G1T8J1 GML 0,0489 0,60
molecule like
Radixin M3XW52 RDX 0,0149 -0,29
Choline dehydrogenase G1SWH6 CHDH 0,0374 -0,71
G1TM92 G1TM92 0,0431 -0,44
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