Biologia de la reproduccio
Vol. 11, p. 41-43

ESTUDI MUTACIONAL DEL GEN HSPA2 EN PACIENTS INFERTILS

I EN CONTROLS

Rubén Azpiazu,' Meritxell Jodar,' Jordi Cdmara,' Josep Oriola,' José Luis Ballesca?

i Rafael Oliva'

' Grup de Genética Humana, IDIBAPS, Facultat de Medicina, Universitat de Barcelona; Hospital Clinic.

Casanova, 143. 08036 Barcelona. roliva@ub.edu.

% Institut Clinic de Ginecologia, Obstetricia i Neonatologia, Hospital Clinic i Provincial.

Resum

Les proteines de xoc térmic HSP so6n xaperones moleculars que assisteixen altres proteines en el seu plegament i
transport. Les proteines HSPA2 sén un tipus especific que s’expressa especialment en les céllules espermatoge-
niques. Tenen diverses funcions conegudes: son essencials per al procés meiotic, s’associen al complex sinap-
tinemal, es relacionen amb la inhibicié apoptotica i amb la transicié nucli-histona nucli-protamina. D’acord amb
les troballes descrites en ratolins genoanullats per a HSPA2 (Zhu et al., 1997), en qué s’observava que ratolins
masculins eren infértils amb parada madurativa en ’estadi d’espermatocits primaris, i dels resultats protedomics
previs del nostre grup, que van trobar un augment significatiu de la HSPA2 en pacients amb major lesio germinal
determinada per TUNEL i en pacients astenozoospérmics (Mateo et al., 2007), hem iniciat un estudi mutacional
del gen corresponent en pacients infértils. S’han inclos 10 pacients azoospeérmics amb aturada madurativa, 10 pa-
cients oligoastenoteratozoospermics severs, 10 pacients teratozoospérmics i 10 controls d’individus amb fertilitat
provada. Mitjangant el disseny de primers especifics hem aconseguit amplificar i seqiienciar de manera especifi-
ca el gen de la HSPA2, discriminant pseudogens i gens homolegs de la familia de la HSP. Fins avui hem trobat
dues SNP i cap mutacid patogenica.

Paraules clau: HSPA2, aturada madurativa, azoospérmia, oligoastenoteratozoospérmia severa, teratozoosper-
mia, polimorfisme, mutacio.

Abstract

The heat shock proteins HSP are molecular chaperones that assist other proteins in their folding and transport.
HSPA2 proteins are a specific type that are specifically expressed in spermatogenic cells. They have several
known functions: they are essential for the meiotic process, are associated with the synaptonemal complex, and
are related to the apoptotic inhibition and with the nucleus-histone to nucleus-protamine transition. Based on the
findings described in knock-out mice for HSPA2, where it was observed that male mice were infertile with mat-
uration arrest in the primary spermatocyte stage, the previous proteomic results of our group where it was detec-
ted a significant increase of the HSPA?2 in patients with lower DNA integrity as determinated by TUNEL and in
asthenozoospermic patients (Mateo et al., 2007, Proteomics, T: 4264-4277), we have initiated a mutational study
of the corresponding gene in infertile patients. We have included 10 azoospermic patients with maturation arrest,
10 severe oligoasthenoteratozoospermic patients, 10 teratozoospermic patients, and 10 controls with proven fer-
tility. Through the design of specific primers we have amplified and sequenced the HSPA2 gene specifically, dis-
tinguishing from pseudogenes and homologous genes of the HSP family. So far we have found two SNPs but no
pathogenic mutation.

Key words: HSPA2, maturation stop, azoospermia, teratozoospermia, severe oligoasthenoteratozoospermia,
polymorphism, mutation.

INTRODUCCIO

S’estima que al voltant d’un 15 % de parelles pre-
senten una fertilitat reduida i la infertilitat masculina
és responsable de la meitat dels casos (OMS, 1999).
Tanmateix, la majoria de causes d’infertilitat mascu-

lina encara es desconeixen. D’aqui la importancia de
coneixer el proteoma de 1’espermatozoide i, en con-
seqiiencia, els gens candidats a analitzar. Un d’a-
quests gens és el de la proteina HSPA2, que s’ex-
pressa i té un paper important en 1’espermatogenesi
(Govin et al., 2006). Aquesta proteina també ha estat
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ospérmics (amb bloqueig maduratiu determinat en
biopsia testicular), 10 mostres d’individus tera-
tozoospérmics 1 10 mostres d’oligoastenoterato-
zoospermics. Partint de mostres d’ejaculacié dels
pacients teratozoospeérmics i oligoastenoteratozoos-
permics severs es van aillar els espermatozoides mit-
jancant gradient de Percoll, i a continuacio es va ai-
llar el seu DNA. El DNA de la resta de pacients es
va aillar a partir de mostres de sang periferica. Tots
els pacients i controls van donar el consentiment in-
format.

El gen HSPA2 s’amplifica per PCR mitjangant
primers especifics de la regio d’interés per seqlienci-
Figura 1. Detecci6 de la proteina HSPA2 (noteu la sage-  ar-la posteriorment (vegeu la figura 2). Per a un pro-
ta) en bidimensionals formant part dels estudis protedmics  cés correcte és necessari el tractament previ amb
reahtza?s en el nostre grup i detectada mitjangant espec-  px(OS AP-IT, i la reaccié de seqiienciacié es realitza
trometria de masses. . N . .

amb el kit de seqiienciaci6 ciclica BigDye Termina-
tor v3.1. El seqiienciador automatic és el DNA 3100.
detectada com a alterada en pacients infeértils en pro- Una vegada obtinguda la seqiiéncia s’analitza mit-
jectes recents en el nostre grup (Oliva et al., 2008, jangant els programes CHROMAS i DNASTAR.
2009; Mateo et al., 2007; vegeu la figura 1). Per
tant, en aquest treball ens hem plantejat I’estudi mu-
tacional del gen corresponent a la recerca de possi- RESULTATS I DISCUSSIO
bles mutacions o polimorfismes potencialment asso-
ciats a la infertilitat. En aquest treball s’ha posat a punt el métode per a
I’amplificacié i estandarditzacio de les condicions,
aixi com els primers adequats, per amplificar per
MATERIAL I METODES complet el gen HSPA2. La seqiiéncia codificant esta
formada per un sol ex6 de 1920 pb i s’han utilitzat
En aquest estudi es van incloure 10 mostres d’indivi-  diferents combinacions de primers per poder ampli-
dus control (paternitat provada), 10 d’individus azo- ficar-lo (vegeu la figura 2).
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CTCGGCCTCCCAAGTGCTGGGATTACAGGCGTTAGCCACTGCGCCCGGCCCCAGCCAGGCAGTTTTAATCGAGCGCTCACAACCACTGAGACGCAGTGAAGCACCCACCATAAA
ATCCCAGGAGGCCGACCGCCGGTTCAGACTTTTTCTTTTCTTTAATCCCCGTCCAAGGGATCCGCCCTCACCCCCCACCCCAGCCACCCCAATTCCCTATTCCCTCCCCTTGGA
CGGCGCCGGGGAAAACAAGCTGCTCGAGCTTTATTTCTTCGGTGCAACCAACTCAGAATGAATTCCTCCGCCCCTGCGTGCTCAGTGAGTCGGCACCCTAGCAGTGAACTGCAT
TTAAAACCTCAGGAATTGAGCGAACTCTCCCAGTGGCTCTCCTCACCGGGATCCCCTTCCACGCCTCCTCCCCGTGCCGCGCCTCAGTCCGCACTGCTCATTGGCCGCGTGCCC
TGCCAATCCGATGCACGTCGGCTAGGGCAAAGACCGCGAAAAAGCGCGTACACCTGGCTCTGGGAGCGCGCGCCTAACGCCAGCCAGCAGCAGGAGGCGCGCGAGGCACCACGG
CCTGGCGGCCGAGAGTCAGGGAGGAACCTCATTTACATAACGGCCGCCCCTCTGTCTCCTGGCGGGGGCCGGAGTCCCGCCCCTCGTCCAACTTGAARATCTGTTGGGTCACGGG
CCAGTCACTCCGACCTAGGCAAGCCTGTGGTGGAGCTGGAAGAGTTTGTGAGGGCGGTCCCGGGAGCGGATTGGGTCTGGGAGTTCCCAGAGGCGGCTATAAGAACCGGGAACT
GGGCGCGGGGAGCTGAGTTGCTGGTAGTGCCCGTGGTGCTTGGTTCGAGGTGGCCGTTAGTTGACTCCGCGGAGTTCATCTCCCTGGTTTTCCCGTCCTAACGTCGCTCGCCTT
TCAGTCAGGATGTCTGCCCGTGGCCCGGCTATCGGCATCGACCTGGGCACCACCTATTCGTGCGTCGGGGTCTTCCAACATGGCAAGGTGGAGATCATCGCCAACGACCAGGGC
AATCGCACCACCCCCAGCTACGTGGCCTTCACGGACACCGAGCGCCTCATCGGCGACGCCGCCAAGAACCAGGTGGCCATGAACCCCACCAACACCATCTTCGACGCCAAGAGG
CTGATTGGACGGAAATTCGAGGATGCCACAGTGCAGTCGGATATGAAACACTGGCCGTTCCGGGTGGTGAGCGAGGGAGGCAAGCCCAAAGTGCAAGTAGAGTACAAGGGGGAG
ACCAAGACCTTCTTCCCAGAGGAGATATCCTCCATGGTCCTCACGAAGATGAAGGAGATCGCGGAAGCCTACCTGGGGGGCAAGGTGCACAGCGCGGTCATAACGGTCCCGGCC
TATTTCAACGACTCGCAGCGCCAGGCCACCAAGGACGCAGGCACCATCACGGGGCTCAATGTGCTGCGCATCATCAACGAGCCCACGGCGGCGGCCATCGCCTACGGCCTGGAC
AAGAAGGGCTGCGCGGGCGGCGAGAAGAACGTGCTCATCTTTGACCTGGGCGGTGGCACTTTCGACGTGTCCATCCTGACCATCGAGGATGGCATCTTCGAGGTGAAGTCCACG
GCCGGCGATACCCACCTGGGCGGTGAGGACTTCGACAACCGCATGGTGAGCCACCTGGCGGAGGAGTTCAAGCGCAAGCACAAGAAGGACATTGGGCCCAACAAGCGCGCCGTG
AGGCGGCTGCGCACCGCTTGCGAGCGCGCCAAGCGCACCCTGAGCTCGTCCACGCAGGCGAGCATCGAGATCGACTCGCTCTACGAGGGCGTGGACTTCTATACGTCCATCACG
CGCGCCCGCTTCGAGGAGCTCAATGCCGACCTCTTTCGCGGGACCCTGGAGCCGGTGGAGAAGGCGCTGCGCGACGCCAAGCTGGACAAGGGCCAGATCCAGGAGATCGTGCTG
GTGGGCGGCTCCACTCGTATCCCCAAGATCCAGAAGCTGCTGCAGGATTTCTTCAACGGCAAGGAGCTGAACAAGAGCATCAACCCCGACGAGGCGGTGGCCTATGGCGCCGCG
GTGCAGGCGGCCATCCTCATCGGCGACAAATCAGAGAATGTGCAGGACCTGCTGCTACTCGACGTGACCCCGTTGTCGCTGGGCATCGAGACAGCTGGCGGTGTCATGACCCCA
CTCATCAAGAGGAACACCACGATCCCCACCAAGCAGACGCAGACCTTCACCACCTACTCGGACAACCAGAGCAGCGTACTGGTGCAGGTATACGAGGGCGAACGGGCCATGACC
AAGGACAATAACCTGCTGGGCAAGTTCGACCTGACCGGGATTCCCCCTGCGCCTCGCGGGGTCCCCCAAATCGAGGTTACCTTCGACATTGACGCCAATGGCATCCTTAACGTT
ACCGCCGCCGACAAGAGCACCGGTAAGGAAAACAAAATCACCATCACCAATGACAAAGGTCGTCTGAGCAAGGACGACATTGACCGGATGGTGCAGGAGGCGGAGCGGTACAAA
TCGGAAGATGAGGCGAATCGCGACCGAGTCGCGGCCAAAAACGCCCTGGAGTCCTATACCTACAACATCAAGCAGACGGTGGAAGACGAGAAACTGAGGGGCAAGATTAGCGAG
CAGGACAAAAACAAGATCCTCGACAAGTGTCAGGAGGTGATCAACTGGCTCGACCGAAACCAGATGGCAGAGAAAGATGAGTATGAACACAAGCAGAAAGAGCTCGAAAGAGTT
TGCAACCCCATCATCAGCAAACTTTACCAAGGTGGTCCTGGCGGCGGCAGCGGCGGCGGCGGTTCAGGAGCCTCCGGGGGACCCACCATCGAAGAAGTGGACTAAGCTTGCACT
CAAGTCAGCGTAAACCTCTTTGCCTTTCTCTCTCTCTCTTTTTTTTTGTTTGTTTCTTTGAAATGTCCTTGTGCCAAGTACGAGATCTATTGTTGGAAGTCTTTGGTATATGCA
AATGAAAGGAGAGGTGCAACAACTTAGTTTAATTATAAAAGTTCCAAAGTTTGTTTTTTAAAAACATTATTCGAGGTTTCTCTTTAATGCATTTTGCGTGTTTGCTGACTTGAG
CATTTTTGATTAGTTCGTGCATGGAGATTTGTTTGAGATGAGAAACCTTAAGTTTGCACACCTGTTCTGTAGAAGCTTGGAAACAGTAAAATATATAGGAGCTTAAATTGTTTA
TTTTTATGTACTACTTTAAAACTAAACTGAACATTGCAGTAATGTTAAGGACAGGTATACTTTTTGCAAACAAATGCATAAATGCAAATGTAAAGTAAAGCTGAAATTGATC
3!

Figura 2. Gen de la HSPA2. En negreta es mostra la seqiiéncia codificant. Es van realitzar tres amplificacions amb els
primers 1F/1R, 2F/2R i 3F/3R (subratllats). En fons gris es mostren les bases en les quals s’han observat polimorfismes.
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Gly Asp/Asp Thr
G C G A ct ANC C C

V
.

Tyr Asn/Asn lle

ACA Attt AT C A

FVATAVAT

Figura 3. Part de les seqiiéncies on s’observen els dos polimorfismes en forma
d’heterozigots, els quals no comporten canvi d’aminoacid.

S’han detectat 2 SNP, ja descrits préviament, que
no comporten canvi d’aminoacid (vegeu les figu-
res 2 1 3). La variant ¢.684 T>C I’hem trobada en
tots els tipus d’infertilitat i en controls. La variant
c.1653 C>T es presenta en un cas d’oligoastenotera-
tozoospeérmia severa. En les mostres estudiades fins
ara no s’ha detectat cap mutacid patogenica.

Encara que s’observa que es tracta d’un gen bas-
tant conservat, ja que s’expressa en diferents teixits i
presenta diverses funcions importants, queda oberta
ara la possibilitat d’incrementar el nombre de paci-
ents a analitzar, la qual cosa permetra determinar la
possible existéncia de mutacions patogeniques en el
gen HSPA?2.
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