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Resum

Existeix evidéncia que en una proporcio important dels pacients infértils es troben presents alteracions en els ni-
vells de protamines. El nostre grup ha identificat recentment en la nostra poblacié un polimorfisme a la regio
promotora del gen de la protamina 1 (c.—190C>A), amb el genotip AA com el més freqiient en pacients teratozo-
ospermics. Amb 1’objectiu de contribuir a identificar el mecanisme responsable d’aquesta associacio, hem iniciat
un projecte per determinar la relacié de protamines P1/P2 i protamines/DNA en relacié amb el polimorfisme de-
tectat, aixi com la morfologia i mobilitat dels espermatozoides, en un grup d’11 pacients c.—190AA, 34 pacients
¢.—190AC, 44 pacients ¢.—190CC i 10 controls de fertilitat provada. Les protamines s’extreuen a partir de 10 mi-
lions d’espermatozoides i s’analitzen en gels acids de poliacrilamida. El DNA es quantifica després de la hidroli-
si en acid percloric. Els resultats indiquen un increment en la relacié P1/P2 en el grup de pacients amb el genotip
AA en comparacio de la resta de pacients i controls, i també una relacio significativa entre el quocient protamina/
DNA i la morfologia dels espermatozoides. Una possible interpretacio és que el polimorfisme ¢.—190C>A incre-
menta I’expressio del gen de la protamina 1, que resulta en un augment de la relacié P1/P2 i en una morfologia
alterada en pacients infertils.

Paraules clau: protamines, infertilitat, espermatozoides, factor de risc.

Abstract

An abnormal expression of protamines has been described in some infertile patients. Recently, our group has
identified a protamine 1 promoter gene polymorphism (c.—190C>A) in our population, and the AA genotype is
more frequent in teratozoospermics patients. With the aim to help to identify the mechanism responsible for this
association, we have begun the present study to determine the protamine P1/P2 ratio and the protamines/DNA ra-
tios, and to relate this information with the studied polymorphism and the sperm morphology and mobility, in a
group constituted by 11 ¢.—190AA patients, 34 c.—190AC patients, 44 ¢.—190CC patients and 10 controls. The
protamines have been extracted from 10 millions sperm cells and have been analysed in acidic polyacrylamide
gels. The DNA has been quantified after its 0.5 N perchloric acid hydrolysis at 90 °C. The results show an in-
creased P1/P2 ratio in the AA patient group compared with the CA or CC groups and controls, and a significantly
relation between protamine/DNA ratio and the sperm cell morphology has been detected. A possible interpreta-
tion for the results is that the c.—190C>A polymorphism increases the protamine 1 gene expression resulting in a
high P1/P2 ratio and an abnormal sperm cell morphology in infertile patients.
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INTRODUCCIO

Les protamines son les proteines nuclears més abun-
dants presents en les cellules espermatiques de mol-
tes especies diferents (Oliva i Dixon, 1991). En I’ho-
me es coneixen dos tipus de protamines, la
protamina 1 (P1) i la protamina 2 (P2). Molts estudis

han demostrat que es troben alteracions en els seus
nivells en una proporcié important de pacients infer-
tils (Balhorn et al., 1988; Yebra et al., 1993; Aoki et
al., 2005; Oliva, 2006; Torregrosa et al., 2006). Tan
aviat com es van observar diferéncies en el contingut
de protamines, es va postular que hi podia haver mu-
tacions en els gens corresponents (Yebra et al,
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Figura 1. Exemple de gel acid de poliacrilamida per a 1’a-
nalisi de protamines per electroforesi. Carril 2, estandard
d’histones; carrils 3-10, mostres de pacients infeértils; car-
rils 11-14, estandard de protamines, necessari per determi-
nar la quantitat de protamines en pg. La banda superior
correspon a la protamina 1 (P1) i la inferior a la protamina
2 (P2).

1993). Recentment, el nostre grup ha identificat en
la nostra poblacié un polimorfisme en la regi6 pro-
motora del gen de la P1 (c.—190C>A). Aquest canvi
de nucleotid s’ha detectat amb més freqiiéncia en pa-
cients teratozoospermics, €s a dir, amb una morfolo-
gia alterada en els seus espermatozoides. Els paci-
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ents amb genotip AA presentaven una relacié P1/P2
incrementada en comparacié de pacients amb geno-
tips A/C o C/C (Géazquez et al., 2008).

El present estudi pretén contribuir a identificar el
mecanisme responsable d’aquesta associacié mitjan-
cant la determinacio6 de la relacidé P1/P2 en un nom-
bre superior de pacients, aixi com la relacié prota-
mines/DNA, relacionant les dades obtingudes amb el
polimorfisme detectat i la morfologia dels esperma-
tozoides. D’altra banda, es pretén comprovar la rela-
ci6 que existeix entre la morfologia de les céllules
espermatiques i la seva mobilitat.

MATERIAL I METODES

L’estudi consta d’un total de 89 pacients infértils,
dels quals 23 son normozoospermics i 66 teratozoos-
permics, tots ells procedents del laboratori d’andro-
logia de I’Hospital Clinic i Provincial de Barcelona.
Onze pacients presenten el genotip de risc
c.—190AA, 34 pacients son heterozigots c.—190AC i
44 homozigots ¢.—190CC. Addicionalment, s’han in-
clos deu controls de fertilitat provada.

Les protamines s’han extret a partir de 10 milions
d’espermatozoides mitjancant precipitacio amb eta-
nol 1 tractament amb HCI 0,5 M. Finalment, s’han
analitzat per electroforesi en gels acids de poliacrila-
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Figura 2. Distribuci6 del quocient entre protamina 1 i protamina 2 (P1/P2) a cada
grup de pacients, d’acord amb el polimorfisme de la regié promotora del gen de la

protamina 1 (PRMI ¢.—190C>A), i controls.
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Taula 1. Representacio de la mitjana + desviacio estandard de les relacions P1/P2, P/DNA, P1/DNA i P2/DNA per al
grup de pacients que no presenta genotip de risc i per al grup de pacients amb el polimorfisme PRMI ¢.—190AA per un
costat, i per al conjunt de pacients amb un percentatge de formes normals (FN) al semen inferior o igual al 9 % i per als

que presenten una proporcié major a 9 %

P1/P2 P/DNA P1/DNA P2/DNA
c/C 0,987 £ 0,156* 0,488 + 0,090 0,241 + 0,050 0,247 + 0,047
A/A 1,103 + 0,260* 0,447 +0,119 0,231 + 0,064 0,216 + 0,062
FN<9 % 1,011 £ 0,211 0,459 £ 0,102%* 0,228 £ 0,054** 0,231 £ 0,056**
FN>9 % 1,001 £ 0,129 0,521 £ 0,108** 0,260 + 0,057** 0,261 £ 0,055**

* P = 0,058, Mann-Whitney, entre pacients C/C i A/A.

** P < 0,05, Mann-Whitney, entre pacients amb FN <91 FN > 9.

mida (vegeu la figura 1), tal i com s’explica en ’arti-
cle de Gazquez et al. (2008), perd amb els segiients
canvis: la preelectroforesi s’ha dut a terme durant
1 h 120 min i ’electroforesi durant 1 h; en cadascun
dels gels s’han inclos quatre mostres estandard amb
concentraci6 coneguda de protamines per a la quan-
tificacid posterior de les mostres; els gels han estat
tenyits amb EZBlueTM Gel Staining Reagent, solu-
cio preparada que conté Coomassie Brilliant Blue
G-250, segons el protocol comercial (SIGMA).

El DNA s’ha quantificat després de la hidrolisi en
acid percloric 0,5 N a 90 °C durant 20 min i la deter-

minaci6 posterior de I’absorbancia a 260 nm mitjan-
cant D’espectrofotometre NanoDrop® ND-1000
Spectrophotometer.

La proporcié de formes normals (FN) i la mobili-
tat progressiva rapida s’han mesurat com a percen-
tatge d’espermatozoides en el semen mitjangant el
criteri estricte de Kruger i el sistema CASA (compu-
ter assisted semen analysis), respectivament.

Les analisis estadistiques s’han dut a terme amb
el programari informatic SPSS (versié 14.0) i el test
no paramétric Mann-Whitney.
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Figura 3. Distribucié del quocient entre protamina 1 + protamina 2 i DNA
(P/DNA), protamina 1 i DNA (P1/DNA) i protamina 2 i DNA (P2/DNA) per a cada
grup de pacients, d’acord amb el polimorfisme de la regié promotora del gen de la
protamina 1 (PRMI c¢.—190C>A), i controls.
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Figura 4. Correlacio entre el percentatge de formes nor-
mals (FN) presents en el semen de cada pacient i la pro-
porcié d’espermatozoides amb una mobilitat progressiva
rapida.

RESULTATS I DISCUSSIO

En coherencia amb els resultats de 1’estudi anterior
que es va dur a terme en el nostre grup (Gazquez et
al., 2008), el genotip c.—190AA esta lligat a un aug-
ment de la relacidé P1/P2, en comparacid de la resta
de pacients i el grup control (vegeu la figura 2). Una
possible interpretacié d’aquest resultat és que aquest
polimorfisme potencia I’expressié del gen de la pro-
tamina 1 i aix0 suposa un augment del quocient
P1/P2. Tot i aix0, en el present estudi s’observa una
clara tendencia (vegeu la figura 2), pero no diferén-
cies significatives entre els pacients amb genotip AA
i el grup que no el presenta (P = 0,058) (vegeu la
taula 1).

Pel que fa a les relacions entre protamines i DNA,
ambdues en pg, tant en protamines totals (P/DNA)
com en cadascuna per separat (P1/DNA i P2/DNA),
no s’observen diferéncies significatives entre el grup
de pacients amb genotip AA i el grup que no el pre-
senta (vegeu la figura 3). Aquest fet es pot donar, ja
que en aquesta determinacié es produeixen dues
fonts d’error: durant I’analisi de les protamines, d’u-
na banda, i en I’analisi del DNA, de 1’altra. Aixo re-
sulta en una major dispersio dels resultats del quoci-
ent protamina/DNA. Es interessant destacar que dins
del grup amb el genotip ¢.—190CC el pacient que
presenta els valors més elevats de P/DNA, P1/DNA i
P2/DNA presenta un polimorfisme diferent en la re-
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gi6 promotora del gen de la P1 (c.—247C>A), descrit
préviament per Hammoud et al. (2007).

D’altra banda, el quocient protamina/DNA es veu
afectat de manera significativa amb la proporcié de
FN presents al semen dels pacients estudiats, tant en
el cas de P/DNA, amb P = 0,036, com en P1/DNA 1
P2/DNA, amb P = 0,046 i P = 0,043, respectivament
(vegeu la taula 1). Tal i com s’ha vist en el nostre
grup (Jodar et al., 2009), el genotip AA esta lligat a
una morfologia alterada (FN <9 %), si es compara
aquest grup amb el conjunt de pacients amb genotips
C/C1A/C (P<0,05). Aquest fet, juntament amb els
resultats obtinguts, permet hipotetitzar que la preseén-
cia del polimorfisme ¢.—190AA a la regi6é promotora
és un factor de risc relacionat amb una morfologia
alterada dels espermatozoides, perd segurament
existeixen altres causes que afectarien el percentatge
de FN presents sense alterar el quocient P1/P2.

Per acabar, tal i com es va veure anteriorment en
el nostre grup (Torregrosa et al., 2006), en el present
estudi s’ha observat una relacid significativa entre la
morfologia i la mobilitat progressiva rapida dels es-
permatozoides dels pacients estudiats, amb
P=1,049 x 1075, amb una correlacid positiva entre
els seus valors (vegeu la figura 4).

Futurs experiments de quantificacidé de 1’expres-
sio dels gens de P1 i P2 mitjangant PCR a temps real
i experiments d’expressio in vitro de construccions
del promotor, que contenen el canvi amb un gen re-
porter, ens ajudaran a aclarir les associacions detec-
tades.
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