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Resum

Estudis previs demostren que en els espermatozoides de determinats pacients infèrtils hi ha una disminució en els
nivells de protamina P2. També, s’ha observat, utilitzant anticossos contra la protamina P2, que aquesta disminució
podria ser deguda a una manca de processament provada a través de l’augment en els nivells de precursors de
P2 (preP2). L’objectiu de l’actual projecte és detectar i confirmar la presència de precursors de protamina P2 en
espermatozoides humans utilitzant un anticòs específic per a la part precursora de la protamina P2 del ratolí. Els
resultats assolits en l’anàlisi per Western blot indiquen la presència de precursor de la P2 en dues mostres de
testicles humans. A més, en les anàlisis per Western blot de les mostres de proteïnes aïllades d’espermatozoides
de diferents ejaculacions es detecten bandes amb diferents mobilitats relatives en moltes de les mostres i aquest
senyal varia en les diferents mostres d’ejaculació humana. Aquests resultats suggereixen que l’anticòs reconeix els
precursors de la protamina P2 humana i que hi ha diferents nivells d’aquest en les diverses mostres. S’obre, per tant,
la possibilitat d’analitzar mostres addicionals i de detectar la presència de precursors de la protamina P2 a través
d’immunocitoquímica.

Paraules clau Infertilitat, protamina P2, precursor de la protamina P2 (preP2), Western blot, anticòs.

Abstract

Detection of protamine P2 precursors in the spermatozoa of infertile patients. Previous studies have reported
decreased protamine 2 levels in the sperm cells of infertile patients. Subsequently, using anti protamine P2 antibodies,
evidence has been presented that patients with a decreased amount of P2 may have increased levels of P2 precursors
(preP2). We have initiated a project to detect and confirm the presence of protamine P2 precursors using an antibody
specific for the precursor part of the mouse protamine P2. Western analysis indicates the presence of potentially
specific signals in samples from two human testis. Furthermore, Western analysis of protein samples isolated from
human sperm from infertile patients also indicate the presence of bands with different mobility in many of the
samples. There are also marked differences in the signal detected in the different human sperm samples. These
results suggests that the antibody is recognising human P2 precursors and that different levels of P2 precursors are
presents in different human sperm samples. The possibility is now open to analyse additional samples and to detect
the presence of P2 precursors through immunocytochemistry.
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INTRODUCCIÓ

El reemplaçament, pràcticament complet, de les histo-
nes del nucli de l’espermatozoide per les protamines
té lloc en la majoria de vertebrats mitjançant un pro-

cés d’elevada complexitat (Subirana, 1985; Poccia,
1986 ; Mezquita et al., 1985; Oliva i Dixon, 1991).
Les protamines estan presents en totes les espècies de
mamífers (Oliva i Dixon, 1991). En alguns mamífers
(com ara la rata, el ratolí o l’home) s’ha descrit que
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l’organització inicialment nucleosòmica és reempla-
çada per un conjunt de proteïnes de transició (TP1 i
TP2) i posteriorment per la formació de complexos de
nucleoprotamina que originen una cromatina altament
condensada (Dadoune, 1995).

Les protamines són proteïnes molt carregades posi-
tivament a causa de l’elevada quantitat d’arginines que
contenen ; en humans se’n coneixen dues formes : la
protamina 1 (P1) i la protamina 2 (P2), en una raó nor-
malment regulada i aproximada d’1/1 (Corzett et al.,
2002). Diversos estudis han demostrat la correlació
entre una raó anormal de P1/P2 i la infertilitat mascu-
lina (Chevaillier et al., 1987; Balhorn et al., 1988; de
Yebra et al., 1993, 1998 ; Carrell i Liu, 2001; Aoki et
al., 2005). Específicament s’ha vist una reducció en
el contingut de la protamina P2 en alguns pacients in-
fèrtils i un augment del seu precursor (de Yebra et al.,
1998). També s’ha observat un augment en la quan-
titat de precursor de la P2 en ratolí knock out per a
les proteïnes de transició (Tnp1 i Tnp2) (Zhao, et al.,
2004).

En aquest estudi ens hem proposat analitzar la quan-
titat de precursor de protamina P2 en espermatozoides
humans i determinar la possible correlació de varia-
cions en els seus nivells amb problemes d’infertilitat
masculina.

MATERIAL I MÈTODES

Preparació de les mostres i extracció de protamines

L’extracció de proteïnes nuclears de testicle es va fer
tal i com està descrit a partir de testicle congelat ho-
mogeneïtzat (de Yebra, 1995). El mètode d’extracció
de proteïnes nuclears dels espermatozoides d’ejacula-
ció dels pacients infèrtils es va fer a partir de mostres
fresques. Es va partir d’un volum d’ejaculació de cada
mostra corresponent aproximadament a 14 × 106 es-
permatozoides i es va rentar amb Ham F10 1X dues
vegades. Seguidament el sediment es va rentar amb
Tritó X-100, Tris 1M pH 8, 1 M de MgCl2, i finalment
un rentat amb H2O amb PMSF 1 mM. Es continuà
amb el protocol descrit (de Yebra, 1995).

Separació i anàlisi de proteïnes

La separació de les proteïnes es va dur a terme mit-
jançant electroforesi en gel de poliacrilamida àcid (de
Yebra et al., 1998). Els gels van ser tenyits amb blau
de Comassie o transferits (75 V, una hora) a membra-
nes Immobilon-P (Millipore) tal i com està descrit (de
Yebra et al., 1998). Una vegada hibridades les mem-
branes amb l’anticòs anti-preP2 i després de detectar

el senyal per Western blot (vegeu més avall), van ser
tenyides amb vermell de Ponceau (BioRad) per tal de
detectar la quantitat total de proteïna transferida a la
membrana.

Immunotinció Western blot

Les membranes van ser bloquejades amb solució 1
(1XTBS-0,1 % Tween 20) + llet desnatada al 5 % du-
rant una hora a temperatura ambient i agitació constant
i després rentades amb solució 1 tres vegades. A conti-
nuació les membranes van ser incubades amb anticòs
primari contra el precursor de la P2 (Zhao et al., 2004)
O/N a 4º C a dilució 1:5000 o 1:2000. Es prosseguí
amb tres rentats en solució 1 + 5 % de llet desnatada.
S’hibridà amb anticòs secundari (ECLTM, Anti-rabbit
IgG, Horseradish Peroxidase linked whole antibody
from Donkey; Amersham Biosciences) durant una
hora a temperatura ambient i es revelà mitjançant el
substrat de la peroxidasa (ECLTM, Western Blotting
Analysis System Amersham Biosciences).

RESULTATS

L’anàlisi Western de proteïnes de testicle de ratolí,
control positiu, i una mostra de protamines humanes
aïllades d’espermatozoides hibridat amb l’anticòs anti-
preP2 demostren la presència de senyal en els dos
casos (vegeu la figura 1).

L’anàlisi Western de set mostres de testicle humà
amb anticòs contra el precursor de la protamina P2

 1        2

PreP2

P1 + P2

Figura 1

Figura 1 Anàlisi Western hibridat amb l’anticòs contra el
precursor de la protamina P2 (preP2). Carril 1: protamines
humanes aïllades de nuclis d’espermatozoides. Carril 2 :
extracció de proteïnes de testicle de ratolí, control positiu.
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va detectar senyal a dos dels testicles corresponents
a individus de disset i quaranta-tres anys, respectiva-
ment (no mostrat). La resta de mostres sense senyal
corresponen a pacients d’edats més avançades, entre
cinquanta-cinc i vuitanta-quatre anys, que van requerir
una orquiectomia per càncer de pròstata.

Respecte a les mostres d’ejaculació, també es van
observar possibles precursors de la protamina P2 en
diferents quantitats i mobilitat electroforètica en les
diferents mostres analitzades (vegeu la figura 2, car-
rils 1-6 i la figura 3). A més, també es va observar
que la mobilitat relativa electroforètica dels precursors
variava a les mostres de testicle respecte del senyal
obtingut a partir de proteïnes d’espermatozoides de
l’ejaculació.

DISCUSSIÓ

La detecció de senyal amb l’anticòs anti protamina P2
de ratolí en mostres de testicle de ratolí, de proteïnes
humanes aïllades de nuclis d’espermatozoides (vegeu
la figura 1) i de proteïnes extretes de testicle humà (ve-
geu la figura 2, carril 8) indiquen que l’anticòs de ratolí
reconeix també les protamines humanes, malgrat que
té tres aminoàcids diferents. Tot i així, en cinc de les
mostres de teixit testicular no s’han detectat precursors.
L’edat avançada d’aquests cinc pacients podria ser la
raó per la qual no ha estat possible detectar evidència
d’aquests precursors possiblement ja processats.

La disminució en la mobilitat de precursors de la

PreP2

1       2       3       4        5       6         7   

P1 + P2

Figura 2 Carrils 1-6 : anàlisi Western hibridat amb l’an-
ticòs contra el precursor de la protamina P2 (preP2) de sis
mostres independents de proteïnes aïllades de nuclis d’es-
permatozoides de diferents mostres d’ejaculació de pacients
infèrtils. Carril 7: membrana tenyida amb vermell de Pon-
ceau amb el total de proteïnes de la mostra corresponent al
carril 2.

protamina P2 en el teixit testicular respecte als pre-
cursors de la P2 presents en espermatozoides seria
deguda a un inferior processament del precursor de
manera que tindria una major grandària i, per tant,
menys mobilitat electroforètica.

A la figura 3 es poden observar grans diferències en
el senyal de Western en dues de les mostres analitza-
des. En el carril 1 es detecta precursor, mentre que a
la mostra del carril 2 no hi ha cap senyal. Al tenyir la
membrana amb vermell de Ponceau (carrils 3 i 4), es
detecta el total de proteïna de cada carril i s’observa
que el carril 3 té bandes amb menys mobilitat electro-
forètica que les formes madures de les protamines P1 i
P2, mentre a la mostra del carril 4 la majoria de bandes
corresponen a protamines madures. Així, sembla que
a la mostra de l’esquerra (figura 3, carril 1), menys
processada, el precursor de la protamina P2 pot ser
detectat mitjançant l’anàlisi Western a diferència de
la mostra de la dreta (carril 2) que no tindria precur-
sors, ja que s’han processat i, per tant, s’han obtingut
formes madures de la protamina P2 que s’observen al
carril 4.

Respecte a les bandes detectades per l’anàlisi Wes-
tern, amb menys mobilitat electroforètica, podrien de-
tectar diferents grups de precursors de les protamines

1       2            3       4

P1 + P2

PreP2

Figura 3 Carrils 1 i 2 : anàlisi Western hibridat amb l’an-
ticòs contra el precursor de la protamina P2 (preP2) de
dues mostres independents de proteïnes aïllades de nuclis
d’espermatozoides de dos pacients infèrtils. Carrils 3 i 4:
membrana tenyida amb vermell de Ponceau amb el total
de proteïnes de les mostres corresponents als carrils 1 i 2,
respectivament.
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P2 o ser unions inespecífiques, de manera que és ne-
cessari estudiar-ho més detalladament.

Tot i que aquest treball és preliminar, els resultats
assolits reafirmen que determinats pacients infèrtils
presenten menys processament del precursor de la pro-
tamina P2, que esdevé en una producció inferior de
protamina P2 (de Yebra et al., 1998). En propers ex-
periments s’analitzaran els precursors de la protamina
de diferents mostres addicionals d’ejaculacions de pa-
cients infèrtils i s’intentaràn correlacionar problemes
d’infertilitat amb l’existència de precursors de la pro-
tamina P2 no processats. Així doncs, en aquest treball
s’ha obert la possibilitat d’analitzar mostres addicio-
nals i, a més, de detectar la presència de precursors de
la protamina P2 a través d’immunocitoquímica.
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