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Resum

Les protamines són les proteïnes més abundants en espermatozoides i actuen empaquetant el genoma patern.
S’ha observat que animals genoanu�lats per a la protamina 1 (PRM1) i per a la protamina 2 (PRM2) presenten
una infertilitat severa. En humans s’ha demostrat que en alguns pacients infèrtils hi ha alteració en l’expressió
d’aquestes protamines. L’objectiu del present treball és l’estudi mutacional de PRM1 i PRM2 en pacients amb un
fenotip ben definit, teratozoospèrmics (formes normals (FN) � 9 %), així com corroborar la possible associació
de l’SNP c.–190C>A en PRM1 en pacients amb morfologia espermàtica alterada descrita prèviament per Gáz-
quez et al. (2008). Com a controls per a aquest estudi hem escollit individus amb paternitat provada i pacients
amb FN > 9 %. Descrivim diferents variants trobades en els dos gens i confirmem l’associació entre el genotip
AA (c.–190C>A) i la morfologia espermàtica alterada. A més, hem establert els haplotips més comuns en la nos-
tra població.
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Abstract

Protamines are the major nuclear sperm proteins and they are important for the correct packaging of the DNA in
the sperm nucleus. Protamine haploinsufficiency in mice results in infertility. Studies in humans have demon-
strated the presence of an altered expression of protamines in some infertile patients. Our goals in the present
study have been the screening of protamine 1 (PRM1) and protamine 2 genes (PRM2) in order to look for muta-
tions in patients with abnormal sperm morphology (Normal Forms (NF) � 9%) and corroborate the association
previously described by Gázquez  et al. (2008) between the c.-190C>A SNP present in the  PRM1 gene and
altered sperm morphology. We have selected fertile men and patients with NF > 9% as controls. We describe dif-
ferent variants in both genes. Our results show association between the AA genotype in the c.-190C>A poly-
morphism and the altered sperm morphology. In addition, we have established the most common haplotypes in
our population.
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INTRODUCCIÓ

Les protamines són les proteïnes nuclears més abun-
dants  en  espermatozoides  i  actuen  empaquetant  el
genoma patern (Oliva i Dixon, 1991). En humans hi
ha una còpia del gen de PRM1 i una còpia del gen de
PRM2 per genoma haploide. Mentre que la PRM1 és
sintetitzada  com una  proteïna  madura,  els  compo-
nents de la família de PRM2 es generen per la prote-
òlisi d’un precursor comú, que es transcriu d’un únic
gen (Oliva, 2006). La importància de les protamines
durant  l’espermatogènesi  va  ser  emfatitzada per  la

creació d’un model animal genoanu�lat en què una
haploinsuficiència de PRM1 i  PRM2 causava en ra-
tolins una infertilitat severa (Cho et al., 2001). En el
nucli espermàtic humà el contingut de protamina 1
és molt similar al de la protamina 2 (la relació P1/P2
és aproximadament 1), però diferents estudis han de-
mostrat que en alguns pacients infèrtils hi ha una al-
teració  en l’expressió  de protamines  (Yebra  et  al.,
1998; Oliva, 2006).

Tan aviat com es va veure que aquestes diferènci-
es en el contingut de protamines implicaven infertili-
tat en la majoria de pacients, es van succeir diferents
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estudis d’aquests gens a la recerca de mutacions que
poguessin explicar  aquesta  reducció de l’expressió
de protamines en pacients infèrtils. No obstant això,
l’anàlisi mutacional inicial en els gens de les prota-
mines suggereix que les mutacions patogèniques en
aquests són una causa rara d’infertilitat  masculina.
Aquesta baixa incidència de variacions en els gens
de la protamina que causin substitucions d’aminoà-
cids en homes fèrtils indica la gran importància que
té la conservació d’aquests al llarg de l’evolució per
garantir una bona espermatogènesi i, així, la continu-
ïtat de l’espècie. Però en estudis més recents s’han
trobat certes variants que podrien estar implicades en
la infertilitat. Per tant, les mutacions en els gens de
les protamines són una causa infreqüent d’infertili-
tat, però no tan rara com es pensava en un principi.

Ja que s’ha vist aquesta baixa variabilitat en la zo-
na codificant del gens, els nous estudis s’han enfocat
envers les regions no codificants 5� i 3� (les mutaci-
ons  en aquestes  regions dels  gens  poden provocar
variacions en la seva expressió). En tots els camps
de la medicina hi ha un gran interès per l’estudi dels
marcadors genètics,  com són els  polimorfismes,  ja
que una variant genètica pot ser la responsable direc-
ta d’alterar la funció o l’expressió de la proteïna, o
be pot  estar  en  desequilibri  de  lligament  amb una
mutació rellevant  que formi part  del mateix gen o
del mateix haplotip. Per tant, actualment els estudis
genètics d’infertilitat es fan amb una selecció acura-
da  de  pacients  infèrtils  segons  les  característiques
del seminograma, per detectar possibles variants. En
el nostre grup s’ha publicat recentment un polimor-
fisme en el promotor de la PRM1 que es correlacio-
na  amb espermatozoides  amb morfologia  alterada.
(Gázquez  et al., 2008). El present estudi suposa la
continuació lògica d’aquest treball previ.

OBJECTIUS

Confirmar l’associació entre l’homozigositat AA del
polimorfisme c.–190C >A de PRM1 i la morfologia
alterada descrita  anteriorment en el nostre grup en
un grup independent de pacients i controls.

Estudi de la regions codificants i no codificants
del gens de PRM1 i PRM2 a la recerca de variants.

A causa de la proximitat dels dos gens en estudi
PRM1 i  PRM2 (estan separats únicament per 5.000
parells de bases), cal establir els haplotips més co-
muns en la nostra població.

MATERIALS I MÈTODES

Per a l’estudi del gen PRM1 hem utilitzat 125 paci-
ents infèrtils (77 pacients amb una morfologia esper-
màtica amb formes normals (FN) � 9 % i 48 paci-
ents amb FN > 9 %). També hem inclòs 102 controls
de paternitat  provada.  El polimorfisme c.–190C>A
es va estudiar amb anterioritat en 194 pacients (51
amb FN � 9 % i 143 amb FN > 9 %) i en 101 con-
trols procedents de donants de sang (Gázquez et al.,
2008, vegeu la taula 1). Per a l’estudi del gen de la
PRM2 hem utilitzat 88 pacients infèrtils (61 pacients
amb FN � 9 % i 27 pacients amb FN > 9 %), i s’han
inclòs també 39 controls de paternitat provada. Les
mostres dels pacients provenen de l’ejaculació i, per
tant, s’han de separar els espermatozoides del fluid
seminal i d’altres cè�lules presents en el semen, i un
cop  es  tenen  els  espermatozoides  purs  s’aïlla  el
DNA.  El  protocol  que  s’utilitza  en  l’aïllament  de
DNA d’espermatozoides és el que apareix a Hoissan
et al. (1997), amb certes modificacions. Els dos gens
s’amplifiquen mitjançant la tècnica de PCR i se se-
qüencien mitjançant seqüenciació directa, tant la re-
gió codificant com la no codificant.

RESULTATS I DISCUSSIÓ

En l’estudi del gen PRM1 hem confirmat en una po-
blació independent que el polimorfisme del promo-
tor (c.–190C>A) en homozigosi es comporta com a
factor de risc per a la teratozoospèrmia. (Gázquez et

al., 2008, vegeu la taula 1). Addicionalment es van
trobar diferents variants en PRM1 i PRM2 (vegeu la
figura 1), encara que cap d’aquestes no mostra dife-
rències significatives entre pacients i controls. Tot i
això, cal destacar certes variants:

— En el gen PRM1 s’ha trobat en heterozigosi la
mutació  p.Arg34Ser  (c.102G>T).  Aquesta  mutació
va ser descrita per Iguchi et al. (2006) en tres paci-
ents de 30 amb un fenotip similar al del ratolí genoa-
nu�lat  (comptatge espermàtic normal,  fragmentació
de DNA i morfologia alterada). En el nostre estudi
hem trobat aquesta variant en un pacient normozoos-
pèrmic i, encara que no tenim dades de fragmenta-
ció, aquest resultat concorda amb el que descriuen
Kichine et al. (2008).

— En el gen PRM2 s’ha trobat en heterozigosi la
variant c.309*61G>C. Aquesta variant va ser descri-
ta per Hammound et al. (2007) en pacients amb una
relació P1/P2 alterada, i en el nostre estudi la trobem
en un control de paternitat provada en dos pacients
amb una relació P1/P2 normal.
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— En el gen PRM2 s’han trobat també en hetero-
zigosi  les  tres  variants  intròniques  c.271+10C>T,
c.271+19C>T i c.271+135C>T, que van ser descrites
per Aoki  et al. (2006) en pacients amb una relació

P1/P2 alterada. En el nostre estudi es van trobar en
un control de paternitat provada i en un pacient amb
una relació de P1/P2 normal.

Hi ha dues variants en el gen PRM1 i cinc en el

Taula 1

Pacients
infèrtils
(� 9 % NF)

Pacients
infèrtils
(> 9 % NF)

Tots els
pacients

Població control
(paternitat
provada)

Població control
(donants de sang
homes)

Població control
(paternitat
provada + donants
homes)

N 128 191 319 102 101 203
Genotip
AA % (n) 10,16* (13) 4,18 (8) 6,5 (21) 3,9 (4) 2,97 (3) 3,4 (7)
AC % (n) 36,71 (47) 42,4 (81) 40,12 (128) 37,2 (38) 29,7 (30) 33,5 (68)
CC % (n) 53,12 (68) 53,4 (102) 53,29 (170) 58,8 (60) 67,3 (68) 63,1 (128)
Freqüència a�lèlica
A 0,285** (73) 0,253 (97) 0,266** (170) 0,225 (46) 0,178 (36) 0,202 (82)
C 0,714 (183) 0,746 (285) 0,733 (468) 0,774 (158) 0,821 (166) 0,798 (324)

* La freqüència del genotip AA en pacients amb FN � 9 % és superior significativament a la dels pacients amb FN
> 9 % (p = 0,35) si es compara amb les altres freqüències genotípiques, i significativament superior a la present en
controls (tots els controls o donants de sang) (p = 0,007 i 0,017) si es compara amb la freqüència genotípica CC.
** La freqüència a�lèlica de A en pacients és significativament superior (p < 0,05) si es compara amb la població
control.

Taula 2. Haplotips més comuns  (95 % de la població)

Protamina 1 Protamina 2
c.–190C>A c.139C>A c.–389C>T c.–371G>C c.–226G>A c.271+27G>C c.271+102C>A

C C C G G G A
C C C G A G A
A A T G G C C
C A T G G C C
C A T C G G C

 

Figura 1. Variants trobades en el gen de la protamina 1 i de la protamina 2.
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gen PRM2 que presenten una freqüència elevada. A
causa de la proximitat dels dos gens és probable que
el nombre de combinacions d’aquestes variants esti-
gui restringit a uns determinats haplotips. En el nos-
tre estudi veiem que cinc haplotips estan presents en
més del 95 % de la població estudiada (vegeu la tau-
la 2). Si comparem la freqüència d’aquests haplotips
entre  controls  i  pacients  no  observem  diferències
significatives; no obstant això, hi ha certs haplotips
que no s’inclouen en la classificació anterior. Un de
78 a�lels, en controls, 8 de 122, en pacients teratozo-
ospèrmics, i 2 de 54, en normozoospèrmics, presen-
taven altres haplotips (5 %). Per tant, observem que,
dels onze haplotips diferents, únicament un corres-
pon als controls. Sembla que en pacients amb morfo-
logia alterada hi ha més haplotips menys freqüents,
tot i que no observem diferències significatives, pro-
bablement a causa del nombre escàs de mostres estu-
diades.
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