I. RESUM

Els miRNAs s6n molécules de 22-24nt implicades en la regulacié de l'expressié genica de
nombrosos processos biologics: cicle cel'lular, desenvolupament embrionari, gametogenesi entre
d’altres. Recentment s’han identificat perfils alterats d’expressié de miRNAs en diversos casos
d’infertilitat idiopatica posant de manifest el paper fonamental d’aquestes molecules en la regulacié

de la fertilitat.

Aquest treball de recerca s’emmarca en el projecte titulat: miRNAs en fertilitat humana. El
projecte te com a objectiu final valorar si existeix una expressio diferencial dels miRNAs entre
individus fertils i infertils. L’objectiu principal d’aquest treball de recerca és el desenvolupament de
la primera fase del projecte: optimitzar un meétode que ens permeti aillar i purificar el

transcriptoma complet de I’espermatozoide huma.

El treball que es presenta a continuacié engloba la optimitzacié del procés d’extracci6 d’RNA
total en espermatozoides. Aquesta optimitzacié ha permes obtenir un RNA de bona qualitat i
puresa i s’ha confirmat la presencia de miRNAs. Els resultats ens permetran estudiar la relacié dels

miRNAs amb Pespermatogenesi i la infertilitat masculina.



II. ACRONIMS

AGO: Proteines de la familia Argonauta
DE: Desviaci6 estandard

DEPC: Pirocarbonat de dietil

DGCRS: DiGeorge syndrome Critical Region gene 8
DICER: Ribonucleasa de tipus 111
DROSHA: Enzim RNasalll de classe 2
fg: femtograms

FU: Unitats de fluorescencia

miRISC: 7:RINA-Induced Silencing Complex
miRNA: micro RNA

ml: mil-lilitres

mRNA: RNA missatger

ncRNA: RNA no codificant

ng: nanograms

nt: nucleotids

pre-miRNA: micro RNA precursor
pri-miRNA: micro RNA primari
rDNasal: DNasa recombinant

RIN: RNA integrity numiber

RNA pol-II: RNA polimerasa II

rRNA: RNA ribosomic

SCL: Somatic Cell Lysis

SCLB: Somatic Cell Lysis Buffer

siRNA: RNA petit d’interferencia
snoRNA: RNA petit nucleolar

snRNA: RNA petit nuclear

SWU: Swin-up

TRBP: Transactivating Response RINA-Binding Protein
tRNA: RNA de transferencia

pl: microlitres



1. INTRODUCCIO

1.1. El transcriptoma

El transcriptoma es defineix com el conjunt de molécules d’RNA presents en una cel'lula, en un
grup de cel'lules o en un organisme (Lewin 2008). Inclou des de molécules 'RNA funcionals o
ncRNAs, fins a mRNAs codificants. Els ncRNA no son traduits a proteines i representen el 96%
de les molécules 'RNA de la cel'lula. Engloben RNA ribosomic (tRNA), de transferéncia
(tRNA), RNAs nuclears (snRNA) 1 nucleolars (snoRNA), RNAs petits d’interferéncia (siRNA) i
microRNAs (miRNA) (Eddy 2001; Buckingham 2003; He et al. 2009) (Figura 1).
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Figura 1: Conjunt de molécules d’RNA que formen el transcriptoma (Adaptat de Buckingham 2003).

1.2. miRNAs

Els miRNAs s6n molecules formades per una cadena de 22-24nt, que formen estructures semi-
complementaries a les regions 3’ no traduides dels mRNA als que regulen (Ambros 2001; Boyd
2008). Es sintetitzen en el nucli per la RNA pol-II en forma de molecules precursores (pri-
miRNA). Aquestes molecules sén processades per grups catalitzadors anomenats DGCRS 1
DROSHA. El complex DROSHA processa les molécules pri-miRNA fins als precursors de
miRNA (pre-miRNA), de 60-70nt. Aquests sén exportats al citoplasma via exportina-5’; i
processats per els complexes TRBP 1 DICER. Despres del processat, els miRNA s’uneixen a
complexes proteics formant els miRISC, que contenen proteines de la familia AGO (Inui et al.

2010) (Figura 2).

Els complexes miRISC regulen Pexpressié genica mitjangant tres mecanismes (Figura 2): (1)
impedint 'allargament de la cadena polipeptidica despres de I'inici de la traduccié, (2) bloquejant
Pextrem 3” del mRNA dificultant I'inici de la traduccio, o (3) desestabilitzant la molecula de mRNA
a través de la desadenilaci6 de la cua poli-A (Doench i Sharp 2004). A més d’aquest rol inhibidor

de la traduccid, també s’ha descrit un rol activador (Vasudevan et al. 2007).



Figura 2: Transcripci, processament, maduracié i mecanismes

d’acci6 dels miRNAs (Adaptat de Inui et al. 2010).
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1.3. miRNAs i fertilitat EIF4E Ribosome Target repression
Estudis realitzats amb models murins, revelen que durant el desenvolupament de les cel-lules
germinals, alguns miRNAs es troben altament expressats en les c¢l-lules germinals primordials i en
espermatogonis, a la vegada que existeix una expressio diferencial de diversos miRINAs entre teixit
testicular de ratolins pre-pibers i adults (Hayashi et al. 2008). Tot plegat suggereix un paper crucial
dels miRNAs en la regulacié6 de Iespermatogenesi. També s’ha demostrat que diversos gens

involucrats en I'espermatogenesi murina, sén dianes dels miRNAs que es troben diferencialment

expressats (Yan et al. 2007).

D’altra banda, s’han identificat perfils alterats d’expressi6 de miRNAs en diversos casos
d’infertilitat idiopatica (Lian et al. 2009; McCallie et al. 2010) posant de manifest el paper
fonamental d’aquestes molecules en la regulacié de la fertilitat. Lian i col-laboradors (2009)
descriuen que pacients amb azoospermia no obstructiva, tenen alterada expressié dels miRNAs
en linia germinal. Per altra banda, McCallie i col-laboradors (2010) descriuen que blastocists

morfologicament transferibles obtinguts de parelles amb ovaris poliquistics i infertilitat per factor

CCR4-MOT
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masculi, mostren una disminucié significativa en expressi6 de miRNAs en comparacié amb els

blastocists de donants feértils.

1.4. El transcriptoma de espermatozoide huma
I’espermatozoide és una c¢l-lula haploide molt especialitzada en el transport del DNA patern, en
el reconeixement especific per I'oocit, en la penetracié de les cobertes oocitaries i en I'activaci6 de

I'oocit (Grootegoed et al. 2000).

Esta descrit que el transcriptoma de 'espermatozoide huma conté més de 5.000 mRNAs (Boerke
et al. 2007) 1 més de 68 miRNAs (Ostermeier et al. 2005), amb una quantitat mitjana de 20 a 70fg
per espermatozoide (Pessot et al. 1989; Dadoune 2009).

S’ha demostrat que alguns d’aquests transcrits sén necessaris pel desenvolupament del zigot i de
Iembrié (Wykes et al. 1997; Kramer 1 Krawetz 1997; Miller 1997; Krawetz 2005; Lalancette et al.
2008), tot indicant que la preservaci6 dels diferents tipus ’RNA en I'espermatozoide madur no

seria el resultat d’un procés estocastic (Krawetz 2005).

2. OBJECTIUS

Aquest treball de recerca s’emmarca en el projecte titulat: miRNAs en fertilitat humana. El
projecte que va comengar I'octubre de 2009, esta enfocat a determinar si els patrons de miRNAs
presents en espermatozoides d’individus amb fertilitat provada sén diferents als patrons de

miRNAs en espermatozoides d’individus amb infertilitat idiopatica.

L’objectiu principal d’aquest treball de recerca és el desenvolupament de la primera fase del
projecte: optimitzar un metode que ens permeti aillar i purificar el transcriptoma complet de

I'espermatozoide huma.

Per aconseguir-ho, es van plantejar els segiients objectius concrets:
1. Seleccionar una metodologia per eliminar la presencia de cel-lules somatiques de ’ejaculat i
aillar la fraccié espermatica tot minimitzant la perdua d’espermatozoides durant el procés.
2. Optimitzar la metodologia d’extraccié del total d’RNAs en espermatozoides humans
mitjangant la utilitzacié del metode TRIzol®.
3. Determinar la quantitat, puresa i integritat de 'RNA obtingut.

4. Establir la presencia de miRNAs entre el conjunt de transcrits obtinguts.



3. MATERIAL I METODES

3.1. Recollida de mostres

Es van obtenir mostres d’ejaculat a partir de donants voluntaris. Les mostres van ser

emmagatzemades durant un temps maxim de 24 hores a 4°C fins al seu tractament.

3.2. Aillament de la fracci6é espermatica

Es van testar dues metodologies:

A. Swim-up (SWU): Aquest metode aprofita la capacitat natatoria dels espermatozoides per

separar-los de la resta de cel'lules presents en el semen, com limfocits o cel-lules de

descamacié de Pepiteli seminal. Es va adaptar el protocol comercial descrit per PureSperm

Wash (Nidacon, USA):

1.
2.
3.

Incubar la mostra i el PureSperm Wash a 37°C durant 30 minuts.

Afegir 0.5ml de PureSperm Wash en un tub conic de 10ml.

Transferir 0.25ml de mostra al fons del tub.

Incubar a 37°C 1 5%CO, durant 60 minuts amb una inclinaci6é de 45°. Els espermatozoides
mobils pujaran cap a la capa superior.

Recuperar 2/3 de la part supetior.

Centrifugar a 500g durant 5 minuts per tal de recuperar la fraccié espermatica.

B. Somatic cell lysis (SCL): Aquest metode consisteix en lisar les cel-lules somatiques presents en

I'ejaculat mitjangant una barreja de detergents (SCLB) composada de 0.1% SDS (dodecilsulfat

sodic) 1 0.5% Triton X-100 en H,O miliQQ. El1 SCL es va dur a terme segons el protocol adaptat
de Goodrich i col'laboradors (Goodrich et.al. 2007):

1.

2
3
4.
5

Traspassar 'ejaculat en un tub conic de 15ml.

Afegir 1ml de solucié SCLB, i ressuspendre Iejaculat.

Ajustar el volum a 13ml amb SCLB.

Homogeneitzar la solucié amb un vortex i incubar-la en gel picat durant 30 minuts.
Transcorreguts 20 minuts realitzar un recompte cel'lular mitjancant una cambra de
Neubauer. Si el nombre de cellules somatiques és inferior a 1 per cada 10000
espermatozoides, continuar amb el pas 6. Si és superior, centrifugar la mostra a 200g
durant 15 minuts, i repetir el pas 5 fins assolir la ratio 1:10000. Donat que una cel-lula
somatica conté 100 vegades més RNA que un espermatozoide, aixo implica acceptar la
presencia d’'un maxim de I'1% de ’'RNA total recuperat d’origen somatic.

Centrifugar la mostra a 200g durant 15 minuts per tal de recuperar la fraccié espermatica.



Per tal de poder triar el meétode d’aillament més efectiu, es va comparar el numero

d’espermatozoides abans i despres dels dos tractaments (SWU 1 SCL).

3.3. Extracci6 i purificacié de PRINA total

L’extracci6 d’RNA total es va efectuar mitjangant el metode TRIzol® (Invitrogen™, USA).

L’optimitzacié6 de lextraccié es va fer mitjangant diverses modificacions del protocol de

Chomeczynski 1 Sacchi (1987):

1.

9.

Homogeneitzar i lisar els espermatozoides mitjancant 1’addicié d’1ml de reactiu TRIzol®
per cada 5-10%10° d’espermatozoides.

Afegir 0.2ml de cloroform per cada 1ml de TRIzol®, homogeneitzar i centrifugar les
mostres durant 15 minuts a 12,000g i 4°C. Aquest pas permet separar la mostra en tres
fases: la fase inferior o organica que conté majoritariament lipids i proteines, la interfase
que conté el DNA i la fase superior o aquosa on es troba 'RNA.

Recuperar la fase superior i repetir una segona vegada el pas 2.

Transferir la fase recuperada en un eppendorf i afegir 0.5ml d’isopropanol fred, per cada
Iml de TRIzol® utilitzat inicialment. Incubar a -20°C durant 4/5 hores per tal de
precipitar 'RNA.

Centrifugar la mostra a 12,000g durant 10 minuts.

Eliminar el sobrenedant i afegir 1ml d’etanol 75% (fred), per cada 1ml de TRIzol®
utilitzat. Centrifugar les mostres a 12,000g durant 4 minuts a 4°C.

Repetir dues vegades més el pas 0.

Assecar el pellet durant 30 minuts a temperatura ambient, i dissoldre’l en 10ul d’'H,O
DEPC (Sigma-Aldrich).

Afegir 0.5ul de tDNasal (Ambion) 1 1ul de 10X Buffer en la solucié ’RNA.

10. Incubar durant 20 minuts a 37°C.

11. Inactivar la rDNasal, mitjancant la repetici6 dels passos 2-8 del protocol.

12. Emmagatzemar les mostres a -80°C.

3.4. Analisi de la puresa i concentraci6

Per tal de determinar la concentraci6 d’RNA obtingut i la seva puresa, les mostres van ser

analitzades amb un espectrofotometre UV /visible d’alta sensibilitat (Nanodrop 1000; Thermo

Scientific Inc., USA). Aquest permet avaluar concentracions i pureses tant d’acids nucleics com de

proteines amb uns limits de deteccié per PRNA compresos entre 2ng/ul i 3,000ng/ul.



La puresa es calcula a partir dels espectres d’absorcié dels productes de la mostra a les longituds
d’ona de 260nm i 280nm. Si la ratio 260/280 és propera a 2.0, es considera que 'RNA presenta
una puresa optima (Chomczynski i Sacchi. 2006; Fleige 1 Pfaffl. 20006).

3.5. Valoracié de la preséncia de miRNAs

A partit dels resultats del Nanodrop, les concentracions obtingudes es van ajustar a 1-100ng/ul,
per tal de poder ser analitzades per nanoelectroforesi amb la plataforma Bioanalyzer 2100 (Agilent
Technologies, Germany). Aquesta tecnologia es basa en la utilitzacié d’uns xips que contenen una
xarxa de canals gravats en un polimer microfluidic i que permeten I’analisi de fins a 11 mostres
simultaniament. Breument, les mostres es marquen amb fluorescencia i s’introdueixen en els pous
corresponents. Mitjangant 'aplicacié de camps electrics, les mostres passen pels diversos canals on
un detector integra la informaci6 de la fluorescéncia emesa pels diversos fragments d’RINA 1 déna

un perfil de la composicié de la mostra.

Per tal de valorar la presencia de miRNAs, es va fer servir un tipus de xip anomenat Swal/ RNA.
Aquest permet elaborar un perfil electroforetic amb tots els fragments ’RNA de mides compreses
entre els 4 1 els 150nt (rang que inclou els miRNAs). Per tant, permet determinar la presencia i la

proporci6 relativa dels miRNAs presents en les fraccions d’RNA aillades.

3.6. Confirmaci6 de I’abséncia d’RINA d’origen somatic i de qualitat de les extraccions
Es va utilitzar el xip Nano RINA, amb la plataforma Bioanalyzer 2100. Aquest presenta un rang de
deteccié de molecules més ampli (de 25 a 6,000nt) que ens permet confirmar I’abséncia d’RNA

d’origen somatic i determinar la integritat de PRNA obtingut.

Els espermatozoides son transcripcionalment inactius 1 per tant no tenen tRNA (Ostermeier et al.
2002; Ostermeier et al. 2004; Grunewald et al. 2005). La manca de bandes electroforetiques
corresponents a 'tRNA en les mostres d’RNA obtingudes indiquen I'abséncia d’RNA d’origen
somatic i per tant permeten confirmar laillament de la fraccié espermatica. Aquest xip també
ofereix la possibilitat de determinar la integritat de 'RNA obtingut mitjancant I'index RIN que es
calcula a partir de diversos indicadors entre els que s’inclou 'rRNA. Per calcular 'index RIN es va
utilitzar com a control, RNA extret de cel'lules somatiques (cel-lules Jurkatt). Els valors proxims a
10 indiquen una integritat optima. L’obtenci6 de valors de RIN d’entre 9-10 en les mostres d’RNA
provinent de cel'lules Jurkatt, ens permetra extrapolar una integritat Optima en les mostres d’RNA
provinents dels espermatozoides. Per contra valors RIN inferiors a 9 s’interpretaran com

extraccions d’RNA de mala qualitat (degradacié de PRNA obtingut).



4. RESULTATS I DISCUSSIO

4.1. Selecci6 del métode d’aillament de la fraccié espermatica
Per determinar quin era el millor métode d’aillament de la fraccié espermatica, es van efectuar

recomptes abans i després d’aplicar cadascun dels protocols esmentats.

Ambdds métodes (SWU 1 SCL) sén eficagos per tal d’aillar correctament els espermatozoides. S’ha
de tenir en compte que es basen en procediments totalment diferents. El SWU, recupera
majoritariament espermatozoides mobils, en canvi el SCL permet recuperar tant els mobils com els

immobils.

Tal com reflecteix la taula 1, hi ha clares diferencies en el percentatge de perdua. El metode del
SWU, de mitjana, perd un 72.43% dels espermatozoides, en canvi, el metode SCL, només perd un

33.4%

Taula 1: Quantitat d’espermatozoides abans i despres de Iaillament de la fraccié espermatica a partir dels dos metodes

aplicats.
Individus Mitjana
Teécniques 6897 700Z %*DE
SWU Recompte inicial (n) [ 22.5%¥10¢ 35.2%10¢ 28.8%¥100£8.9*10°
Recompte post SWU (n) 5%106 11.6*¥10¢ 8.3*¥100+4.6*10¢
Pérdua (%) 77.8 67.05 72.43+0.076
SCL Recompte inicial (n) [ 22.5*¥10¢ 35.2%10¢ 28.8%¥100£8.9%10¢
Recompte post SCL (n) 17.2%¥106 20*%106 18.6¥106£1.9%106
Pérdua (%) 23.56 43.18 33.410.138

Tenint en compte que s’ha demostrat cap de les dues tecniques modifiquen els patrons de RNA
total ni el patré miRNA espermatic (Miller 1997; Goodrich et al. 2007) podem concloure que, el
millor metode d’aillament de la fraccié espermatica per els nostres estudis és el Somatic Cell Lysis, ja

que és el que permet minimitzar la pérdua d’espermatozoides.

4.2. Extracci6 i purificacio de PRNNA
Es va extreure i purificar RNA total seguint el protocol descrit a I'apartat de material i metodes a

partir de mostres de semen de 6 individus. El nombre d’espermatozoides utilitzats va oscil-lar

entre 3.12%10° 1 22.36*10°, i es van obtenir concentracions ’'RNA entre 26.8 i 43.5ng/ul (Taula 2).



Taula 2: Resultats de les extraccions ’RNA en sis individus.

Numero Concentracio RNA/espermatozoide

Mostra d’espermatozoides (n) RNA (ng/ul) RNA total (ng) (ng) Puresa
7057 19.24*106 26.8 268 1.4%10- 1.71
706Z 22.36%106 35 350 1.6%10- 1.62
7072 13.5%10¢ 41.4 414 3.1¥10-° 1.65
7087 7.8*100 41.5 415 5.3*¥10- 1.6
7097 17.1*%100 42.5 425 2.5%¥10° 1.63
7107 3.12%10¢ 435 435 13.9*%10 1.61

mitjanatDE 13.8%106%+7.2%10°¢ 38.45+6.44 384t64.4 4.6%10-5+4.7*10-5 1.63+0.04

Jurkatt 1 1.03*10¢ 419 4190 4.16*1073 1.93

Jurkatt 2 25%100 773 7730 1.54*103 1.73

Jurkatt 3 1*10° 433.2 4332 4.33*103 1.99

mitjanatDE 9.01*1061+13.8%10°¢ 541£200.41 5410£2004.1 3.3%10-3+£1.5%10-3 1.83+0.14

4.2.1. Quantitat ’RINA per espermatozoide
Els nostres resultats mostren que el métode TRIzol obté una mitjana de 4.6¥10° ng d’RNA
(equivalent a 46fg) per cada espermatozoide, ajustant-se al que s’ha descrit a la bibliografia (20-
70fg; Pessot et al. 1989; Dadoune 2009). El control positiu d’RNA procedent de cél-lules Jurkatt
va confirmar que la quantitat I’RNA en aquest tipus cel-lular és 100 vegades superior a la quantitat
descrita en espermatozoides (Taula 2), coincidint també amb el que s’ha descrit a la bibliografia

(Linschooten et al. 2009).

4.2.2. Analisi de la puresa
El grau de puresa mitja obtingut a partir de les extraccions d’RNA és de 1.63 (taula 2). Segons el
protocol de Chomczynski 1 Sacchi (1987), un grau optim de la puresa estaria proxim a 2. Tot i aixi,
s’ha descrit que les mostres amb poca quantitat ’RNA, mostren pureses inferiors degut a una
major proporcié de TRIzol (Krebs et al. 2009). Aquest desplaga la corba d’absorbancia cap a
270nm, fet que provoca una disminucié de la ratio 260/280. Per altra banda, lelevat grau
d’empaquetament dels acids nucleics en els espermatozoides requereix una elevada presencia de
protamines (Oliva 2006). Aquest fet podria dificultar la recuperacié6 de I'RNA i influir

negativament en les pureses obtingudes.
Aixi doncs, a partir de totes les dades obtingudes en relacié al metode d’extraccid i purificacié de

I'RNA, podem concloure que el metode d’extraccié utilitzat proporciona pureses acceptables

(1.63) i la concentraci6 final s’ajusta a la descrita en la bibliografia (46fg/espermatozoide).
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4.3. Valoraci6 de la presencia de miRNAs
Totes les mostres analitzades van presentar miRNA. La concentracié d’RNAs petits va oscil-lar

entre 10.2 a 2832.2pg/ul (Taula 3).

En les mostres provinents d’espermatozoides, entre un 23-82% de la fraccié total ’'RINAs petits es
va correspondre a miRNAs. Els xips d'Small RNAs van mostrar aquesta fraccié com a un pic

electroforetic al voltant de la regi6 dels 22nt (Grafic 1; mostra 1).

En les cel'lules Jurkatt, es van obtenir concentracions d’RINAs petits que van oscillar entre 576.1 1
1020.8pg/ul, amb unes proporcions de miRNAs que van oscillar entre el 5-8%. En aquestes
mostres, 2 més es van observar altres fraccions de transcrits amb mides situades al voltant de 65nt,
90nt 1 140nt que es correspondrien a tRNAs, pre-miRNAs i rRNAs 58 o 5.8S respectivament

(Grafic 1; mostra 2).

Taula 3: Resultats de I'analisi de les sis mostres amb els xips Swal/ RN.A i els Nano RNA.

Quantitat utilitzada Concentracio RNAs

Mostra &’RNA ng/pl miRNAs rRNA petits pg/ul % miRNAs RIN
7057 53.6 si no 4399 51 -
7067 70 si no 2832.2 42 -
7077 82.8 si no 10.2 82 -
7087 83 si no 59.2 26 -
7097 85 si no 34.8 23 -
7107 87 si no 69.4 30 -

mitjanatDE 76.9+12.8 - - 1234.2+1910 424221 -
Jurkatt 1 41.9 si si 1020.8 8 9.2
Jurkatt 2 77.3 si si 849.3 7 9.2
Jurkatt 3 52 si si 576.1 5 9.4

mitjanatDE 64.5+17.9 - - 815.4+224 7%1.5 9.3+0.1

Grafic 1: Resultat del xip Swal/ RNA. La mostra 1 correspon a RNA extret de cél-lules Jurkatt, la mostra 2

d’espermatozoides. Els pics mostrats en FU corresponen a RNAs de diferents mides.

Mostra 1 & Mostra 2 B
Jurkatt
Dil. 1/10
5 % miRMNA; Concentration: 576.10 pg/pl
[FU] ' [FU] !
| f
s0- ||; l 200 [} -
. 8| 100 I =
0 __/I \'\. 0— f _HI | T .:\f\r\.-
| I I N I T L T 1 T T 11 T _—
4 20 60 100 150 [nt] 4 20 o0 100 150 [nt]
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Per tant, aquest estudi ens indica que el metode TRIzol permet extreure el transcriptoma de

I'espermatozoide, incloent els RNAs petits dels quals gairebé la meitat (42%) sén miRNAs.

4.4. Confirmacio de la qualitat de les extraccions i de I’abséncia ’RNA d’origen somatic

Els resultats dels xips Nano RNA també es reflecteixen en la taula 3. Del total de mostres
analitzades amb els dos xips, no hi ha cap mostra d’espermatozoides amb pics associats a rRNA
(Veure grafic 2, mostra 1). En canvi, quan ens fixem amb els grafics obtinguts amb les cel-lules
Jurkatt (Grafic 2, mostra 2), apareixen pics corresponents a les dues subunitats de P'tRNA (18S i

288).

Per altra banda, tots els valors d’integritat (RIN) obtinguts a partir de les c¢l-lules Jurkatt mostren

index propers a 10 (rang 9.2-9.4), els quals indiquen una integritat optima de 'RNA obtingut.

Per tant, els xips Nano RIN.A han permes confirmar un bon aillament de la fraccié espermatica, ja
que en totes les mostres d’espermatozoides s’ha descartat la preséncia d’RNA d’origen somatic.
També han indicat que s’ha efectuat una bona extraccié d’RNA sense fragmentar-lo, ja que les
mostres control presenten una integritat d’RNA oOptima que es pot extrapolar a les mostres

d’espermatozoides (taula 3 i grafic 2).

Grafic 2: Resultat del xip Nano RNA. La mostra 1 és una mostra d’RNA d’espermatozoides sense els pics
cotresponents a 'tRNA (RIN N/A). La mostra 2 prové del control realitzat amb cél-lules Jurkatt on es veuen les 2

bandes de tfRNA (18S i 28S) amb un RIN de 9.20.

Mostra 1 Mostra 2
c3 ] Jurkatt [ Dil. 1/10 ] ]
[FUlH [FU]~
81 -
6 6
4 — | 4 | | —
§ : \
,J I =)
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20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 [s] 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 [s]
Overall Results for sample 3 : o] Overall Results for sample 11 : Jurkatt
RNA Area: _ 2,0 RNA Area: 27,6
RNA Concentration: 1 ng/ul RMNA Concentration: 85 ng/ul
rRNA Ratio [28s / 18s]: 0,0 'RNA Ratio [285 / 18s]: 31
RNA Integrity Number (RIN): N/A (B.02.07) RNA Integrity Number (RIN): 9.2 (B.02.07)
Result Flagging Color: | — Result Flagging Color: 1
Result Flagging Label: RIN N/A Result Flagging Label: RIN: 9.20
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5. PERSPECTIVES DE FUTUR

Tal com s’ha comentat anteriorment, aquest treball s’emmarca dins un projecte més ampli destinat
a avaluar si existeixen patrons diferencials d’expressié de miRNAs en pacients fertils i en individus
amb infertilitat idiopatica. En aquest sentit, les perspectives de futur plantejades a partir d’aquests
resultats inclouen: L’ampliacié de la quantitat mostral per fer més robustes les conclusions d’aquest
treball, el desenvolupament duna RT-PCR amb primers de protamina 1 per comprovar
Pefectivitat del tractament amb DNasa 1 la utilitzacié de les extraccions per fer un array d’expressio

dels miRNAs

Els resultats obtinguts es contrastaran amb les caracteristiques del seminograma d’aquests
individus per poder valorar la seva significanca en relacié amb la etiologia de la infertilitat.
Finalment també es vol identificar els gens diana predits per els miRNAs diferencialment
expressats en individus fertils i infertils 1 valorar la possible implicacié en I'espermatogenesi

masculina.

6. CONCLUSIONS

1. El millor meétode d’aillament de la fraccié espermatica per els nostres estudis és el Somatic
Cell Lysis, ja que és el que permet minimitzar la perdua d’espermatozoides.

2. S’ha optimitzat un metode d’extraccié d’RNA total a partir d’espermatozoides en el que
s’obtenen pureses acceptables i una integritat Optima.

3. La metodologia utilitzada ha permeés descartar la presencia d’RNA d’origen somatic i

confirmar la preseéncia de miRNAs en el conjunt de transcrits obtinguts.
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IV. AGRAIMENTS

L*dltima pagina del treball; els agraiments. Sé que moltes persones és el primer que es llegiran, per

veure si es troben entre els afortunats. Doncs aqui vénen!

Per comencar agraeixo sincerament el tracte rebut, les correccions del treball, la bona voluntat 1 les

hores dedicades dels meus directors: Dra. Ester Anton 1 Dr. Joan Blanco.

Agraeixo el treball a la meva familia: Al meu pare, a la meva mare, als meus germans i a la meva
familia en general. Ells sempre s’interessen amb el que treballo, encara que els hi costi 1hora

d’explicacié.

També voldria dedicar-lo a tota la Unitat de Biologia Cel‘lular: Francesca Vidal, Montse Ponsa,
Josep Santal6, Elena Ibafiez, Lleonard Barrios, Carme Nogués, Anna Genesca, Laura Tusell, Marta
Martin, Marta Farré, Zaida Sarrate, Judit Pampalona, Marc Puigcerver, David Soler, Jonatan Lucas,
Silvia Gasulla, Marta Pladevall, Sheyla Gonzalez, Mariona Terrades, Laia Hernandez, Lydia Garcia,

Anna Godo, Anna Mallol, et.al. (per si hem deixo algt).

Més concretament, i amb el desig de que seguir sent companys de despatx, dedico el treball a la

quasi doctora Assumpta Duran (ja et queda molt poc), a la Nerea Gaztelumendi i al Dani.

Amb moltes ganes 1 il'lusié de que surtin en aquestes pagines, dedico el treball a les persones més
properes, i que han estat dia a dia al meu costat. Sempre m’han donat energies per seguir
continuant. A les persones més destacades d’aquest curs: Al Daniel Dominguez (quina sort, tu
surts 2 vegades!), a la Tania Patifio (no sé si s’ho mereix, jejeje), a ’'Oscar Molina (company i amic
del grup d’investigacio), a la Irene Miguel (sempre seras la molecular de la Unitat), al Nuno Costa
(tu si que ets un bon amic), al Sergi Novo (a veure quan tornem a fer una altra excursio), a la
Cristina Frias (“esto no se aguanta”), a la Purificacién Feijoo (una gran amiga), i espero no deixar-

me a ningu!

En resum, salutacions i gracies a tots els que heu fet possible aquest treball.
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