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RESUMEN

Objetivos: En ¢l presente trabajo nos propusimos realizar un estudio
mutacional en el gen HSPAZ en diversos tipos de pacientes estériles.
La justificacién del estudio se basa en los resultados de diversos estu-
dios previos que sugieren que el gen HSPA2 es un gen candidato que
podria explicar algunos de los casos de esterilidad.

Métodos: Sc incluyé un total de 29 pacientes, de los cuales 16 presen-
taban una azoospermia con parada madurativa, 6 con oligoastenotera-
tozoospermia severa y 7 pacientes teratozoospermia. Incluimos tam-
bién 4 controles con fertilidad probada. Metodolégicamente se
disenaron nuevos oligonucle6tidos y se estandarizaron las condiciones
para la amplificacién especifica del gen HSPA2 mediante PCR y su se-
cuenciacion.

Resultados: No se¢ ha detectado ninguna mutacién que pueda ser con-
siderada patogénica en las muestras analizadas. Se han detectado 3
polimorfismos tipo SN (single nucleotide polymorphism) de los que
uno de ellos no se ha descrito previamente (HSPA2 ¢.1443 C>T) y se
observa en heterocigosis en un paciente azoospérmico y en un pacien-
te oligoastenoteratozoospérmico. La frecuencia alélica del alelo 684 T
resulté estar incrementada dentro del grupo de pacientes azoospérmi-
cos (0,687) en comparacién con la presente en el resto de pacientes

0,308; p < 0,005).
p

Discusion: Los resultados de este estudio sugieren que la presencia de
mutaciones patogénicas en el gen HSPA2, en caso de que existan,
debe de ser una causa relativamente infrecuente de infertilidad en pa-
cientes estériles. De los polimorfismos detectados el cambio 684 C>T
estd presente con una frecuencia alélica significativamente incrementa-
da en pacientes azoospérmicos, lo cual sugiere que este polimorfismo
se puede comportar como un factor de riesgo de azoospermia. Queda
ahora abierta la posibilidad de confirmar este hallazgo en estudios
subsiguientes utilizando los oligonucleétidos y condiciones descriptos
en un grupo mas grande de pacientes y de controles.
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ABSTRACT

Mutational study of the HSPA2 gene in infertile
patients and controls

Objectives: We started the present work to per-
form a mutational study on the HSPA2 gene in
different types of infertile patients. The rationale
for this work is based on the results of previous
studies which suggest that the HSPA2 gene may
be a candidate gene to explain some of the cases
of infertility.

Methods: We included a total of 29 patients of
whom 16 were azoospermic, 6 severe oligoasthe-
noteratozoospermic, and 7 teratozoospermic.
Also 4 fertility proven controls were included. Di-
fferent oligonucleotides were designed and the
conditions were standardized to obtain a specific
gene amplification of the HSPA2 gene using PCR.
The amplification products were sequenced di-
rectly and analysed using an automatic sequencer.

Results: No pathogenic mutations were detected
in the samples analyzed. However, three SNPs
(single nucleotide polymorphisms) were detected
of which one of them had not been previously
described (HSPA2 c.1443 C>T) and was obser-
ved in an azoospermic patient and in one oligoas-
tenoteratozoospermic patient. The allelic fre-
quency of the 684 T allele was found to be
increased within the group of azoospermic pa-
tients (0.687) as compared to that present in the
rest of the patients (0.308; P<.005).

Discussion: The results from the present study su-
ggest that the presence of pathogenic mutations
in the HSPA2 gene, if any, should be a relatively
uncommon cause of infertility in infertile pa-
tients. Of the polymorphisms detected, the chan-
ge 684 C>T has been detected at a significantly
increased allelic frequency, suggesting that this
polymorphism may be as a risk factor for azoos-
permia. The possibility is now open to confirm
these findings in subsequent studies using the oli-
gonucleotides and conditions described in a lar-
ger group of patients and controls.

Key words: HSPA2. Azoospermia. Oligoastenote-
ratozoospermia. Teratozoospermia. Polymor-
phism. Mutation. Infertility.
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INTRODUCCION

El gen HSPA2 codifica para la proteina de HSPA2
(Heat Shock Protein A2) y presenta un tinico exén de
1.920 pb'. Pertenece a la familia de proteinas de cho-
que térmico (HSP) que son chaperonas moleculares
que asisten a otras proteinas en su plegado y transpor-
te. La proteina HSPA2 o HSPA70.2 es un tipo espe-
cifico de HSP ubicado en la especie humana locus
14q24.1 y que se expresa especialmente en las células
espermatogénicas?. Se han descrito diversas funciones
en la espermatogénesis. Son esenciales para el proceso
meidtico, se asocian al complejo sinaptonémico y se
relacionan con la inhibicién apoptética®. También tie-
nen un papel importante en la espermiogénesis du-
rante la transiciébn ndcleo-histona nudcleo-protamina
en las espermatidas alongadas®. En general participan
en la maduracion del espermatozoide3*. De relevancia
se ha descrito que los ratones knock-out para HSPA2
presentan una parada madurativa en el estadio de es-
permatocitos primarios y son estériles®.

Adicionalmente, en estudios previos en nuestro
grupo detectamos la proteina HSPA2 a través de téc-
nicas protedémicas®. Subsiguientemente se detecté evi-
dencia de un incremento de la HSPA2 en pacientes
estériles con un incremento de lesiéon germinal deter-
minada por TUNEL’. Mis recientemente hemos po-
dido demostrar la presencia de valores incrementados
de HSPA2 en pacientes astenozoospérmicos®. Tam-
bién de relevancia, y utilizando el cerdo como mode-
lo, se ha descrito una asociaciéon del gen HSPA2 con
la calidad espermatica®!®. Todas estas razones sugerfan
la posibilidad de que variantes del gen HSPA2 en la
especie humana pudiesen estar relacionadas con algu-
nos casos de esterilidad. Por tanto iniciamos el pre-
sente trabajo con los objetivos de analizar en mas de-
talle la relacién entre incremento de HSPA2 vy lesion
germinal y de realizar un estudio mutacional del gen
HSPAZ2 en pacientes varones estériles.

METODOS
Sujetos y recogida de muestras

Las muestras de los pacientes estériles provienen del
Laboratorio de Andrologia y del Laboratorio de Ge-
nética Molecular del Hospital Clinic i Provincial de
Barcelona. El comité de bioética del hospital aprobd
este proyecto y se obtuvo consentimiento informado
de los participantes. Las muestras de semen fueron re-
cogidas por masturbacién en envases estériles después
de al menos 3 dias de abstinencia sexual, pero no mas
de 7 dias. Las muestras se mantuvieron entre 22 y
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37 °C de temperatura y fueron evaluadas en el labora-
torio dentro de 1 h desde su recogida. Posteriormen-
te, la muestra sobrante que normalmente se desecha
fue procesada para su anilisis proteémico y de frag-
mentaciéon del ADN, o para proceder al aislamiento
de ADN.

Analisis protedmico de la HSPA2

Se incluyeron un total de 25 muestras de semen de 25
pacientes para el andlisis proteémico de la proteina
HSPA2. El plasma seminal se elimindé mediante gra-
diente de Percoll al 50%'!. Los espermatozoides se re-
suspendieron en ham F10 1X y se lavaron 2 veces con
el mismo medio. Se calculé un volumen de &uffer de
lisis para obtener una concentraciéon de 230 millones
de espermatozoides/ml en un volumen de 300 pl por
cada tira de isoclectroenfoque (IEF). Las muestras se
incubaron 1 h a temperatura ambiente y se centrifuga-
ron a 3.000 g 5 min a 4 °C. Seguidamente se procedié
a realizar el IEF y la electroforesis. Las proteinas solu-
bilizadas se colocaron en la bandeja de rehidratacion
con tiras de 17 cm (pH: 5-8) lincales y rehidratadas
durante 12 h. El IEF se realizé a 20 °C 15 min (0-250
V), 2 h (250-10.000 V), 45.000-60.000 V/h (10.000
V) y 10 h (50 V). Una vez terminado el IEF, las tiras
se equilibraron en 6 M urea, 0,375 M tris-HCl, pH
8,8, 20% glicerol, SDS 2% y 2% DTT 10 min, seguido
por el mismo tampén sin DTT y suplementado con
2,5% iodoacetamida durante 10 min. La segunda di-
mension por electroforesis se realizé con una protean
IT a 300 V durante 3 h”!2. Finalmente se procedié a
tefiir los geles 2D con pink flamingo vy se escanearon
con typhoon SG-800. Las imagenes se procesaron con
el software PDQuest 7.1.1., y la proteina HSPA2 se
identific6 por su movilidad relativa (basada en el pun-
to isoeléctrico y peso molecular) en comparacién con
geles previos con las proteinas identificadas mediante
espectrometria de masas®®!2. La cuantificacién de la
intensidad de la proteina HSPA2 correspondiente a los
25 bidimensionales (1 de cada paciente) se realizd
también con el software PDQuest 7.1.1.

Ensayo de TUNEL

Una alicuota de semen correspondiente a cada una de
las 25 muestras procesadas para proteémica también
fue procesada para su andlisis mediante TUNEL (zer-
minal  deoxynucleotidyl transferase-mediated AUTP
nick end-lnbeling) a través de microscopia Optica em-
pleando el kit de detecciéon de muerte celular in situ
de Roche y un microscopio Olympus DX-50. Los da-
tos fueron recogidos y procesados usando el software
CELLQUEST y WinMDI v2.813.
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Aislamiento del ADN

Para aislar el ADN correspondiente a los 7 pacientes
teratozoospérmicos incluidos en el estudio, se partié
de una alicuota de la muestra de semen y se utiliz6 el
método de tiocinato de guanidina modificado'*!.
Brevemente se procesaron 5 millones de espermato-
zoides que se trataron con 1 ml de tampén de lisis (6
M tiocianato de guanidina; 30 mM citrato sédico a
pH 7; 0,5% sarcosil; 0,20 mg,/ml proteinasa K; 0,3 M
B-mercaptoctanol) durante 4 h a 55 °C. A continua-
cién se anadio el doble de volumen de alcohol isopro-
pilico para precipitar el ADN. Subsiguientemente se
realizaron 2 lavados con etanol 70% para eliminar las
sales y, finalmente, disolviendo el ADN en TE (tris 10
mM pH 8,0, EDTA 0,1 mM) procediendo finalmen-
te a la lectura de su concentraciéon mediante el espec-
trofotometro Nanodrop ND-1000%°. Para aislar el
ADN correspondiente a los pacientes azoospérmicos,
oligoastenoteratozoospérmicos y de los controles con
fertilidad probada se partié6 de muestras de sangre pe-
riférica. El aislamiento de ADN se realizé mediante el
kit QIAamp DNA Mini de Qiagen seglin su protoco-
lo. Una vez obtenido el ADN se realizé su lectura
mediante el espectrofotémetro Nanodrop ND-1000.
Para proceder al estudio de mutaciones se utilizé el
sobrante de ADN después de proceder a los estudios
de microdeleciones del cromosoma Y practicados a
los pacientes azoospérmicos o oligoastenoteratozoos-
pérmicos (ninguno de estos pacientes presentaba una
microdelecion del cromosoma Y).

Amplificacion y secuenciacion del gen HSPA2

Previamente se disenaron oligonucleétidos especificos
con el programa Primer3 para conseguir amplificar y
secuenciar de forma especifica el gen HSPA2 (fig. 1),
discriminandolo de seudogenes y genes homologos
pertenecientes a la familia de la HSP. La secuencia de
los oligonucleétidos disenados (fig. 1A) es F1 (5°-GT-
GGAGCTGGAAGAGTTTGTGAG-3’), R1 (5’-CC-
ACTCATCAAGAGGAACACCAC-3%), F2 (5-GAA-
CGTGCTCATCTTTGACCTG-3’), R2 (5’-CACAC-
CTGTTCTGTAGAAGCTTG-3). Los reactivos inclui-
dos en la reaccion de amplificacién fueron los
siguientes: 1 pl de ADN; 1,25 pl de cada pareja de
oligonucleétidos (20 pmol,/ul); 0,5 ul de DMSO para
evitar la formacién de dimeros de oligonucleétidos;
1,5 pl de CLLMg, v 0,1 volumen de tampén de reac-
cién 10X incluido en el kit de PCR (Biotherm DNA
polimerasa) en un volumen final de 25 pl. Las condi-
ciones de amplificacién por PCR fueron las siguientes:
96 °C durante 5 min seguidos de 35 ciclos de 96 °C
durante 1 min, temperatura de hibridacién de los oli-

A
TSP ATG HSPA2 TGA
F1 R1
F2 R2
B PCR F1-R1 PCR F1-R1
M 1 2 M 1 2

1473pb

Figura 1. Estructura del gen de la HSPA2 y oligonucleétidos utili-
zados para su amplificacién por PCR. A) Se muestra la estructura
del gen HSPA2 'y se indica la combinacién de los oligonucleétidos
utilizados. B) Resultado de la amplificacion del gen HSPA2. El pro-
ducto de amplificaciéon correspondiente a las 2 combinaciones de
oligonucleétidos se ha separado mediante electroforesis en gel
de agarosa. Se aprecian las bandas correspondientes a los produc-
tos de amplificacion del gen HSPA2 esperados de 1.473 y 1.649
pares de bases, respectivamente.

gonucleétidos cebadores durante 30 s (F1-R1: 58 °C;
F2-R2: 65 °C) y la extensién de bases a 72 °C (F1-
R1: 4 min; F2-R2: 5 min). Una vez terminada la re-
accion de PCR se procedi6 a la comprobacion del ta-
mano de los productos de amplificacién obtenidos a
través de su electroforesis en gel agarosa (fig. 2B).

Para proceder a su secuenciacién se realizé un tra-
tamiento previo con 2 pl de exosap-IT por 5 pl de
producto de PCR para eliminar los oligonucleétidos
y los nucleétidos sobrantes de la PCR. Se incubaron
a 37 °C durante 20 min y a 80 °C durante 10 min.
La reaccién de secuenciacién se realizé con el kit de
secuenciacién ciclica BigDye Terminator v3.1 si-
guiendo las instrucciones del kit comercial. Para
acabar se precipita el producto de secuenciacion,
para lo cual se anaden 5pl de EDTA 125 mM y 60
pl de etanol 100% a temperatura ambiente, se deja
precipitar durante 20 min y se centrifuga a 12.000
rpm 15 min a 4 °C. Se descarta entonces ¢l sobrena-
dante y se lava el sedimento con 50 pl de etanol al
70% en frio. Finalmente se centrifuga a 12.000 rpm,
2 min a 4 °C, se descarta el sobrenadante y se seca
el pellet a temperatura ambiente. Una vez precipita-
do el ANA ya estd preparado para cargar en el se-
cuenciador automitico DNA 3100. Una vez obteni-
da la secuencia se procedié al analisis de la regién
codificante mediante los programes CHROMAS y
DNASTAR.
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Andlisis estadistico

Para el andlisis de los resultados se utilizé el paquete
estadistico SPSS 14.0. La busqueda de correlaciones
entre los valores de HSPA2 y los resultados de TU-
NEL se analizé6 mediante el test de Spearman. Las po-
sibles asociaciones entre los polimorfismos identifica-
dos y los fenotipos se exploraron mediante el test de
x2. En todos los casos el valor aceptado de significa-
cién estadistica fue de 0,05.

RESULTADOS

Correlacion entre los niveles de HSPA2y resultados
del ensayo de TUNEL

Se ha detectado una correlacién positiva entre la in-
tensidad del punto proteico de las bidimensionales
correspondiente a la HSPA2 (fig. 2A) y la fragmenta-
cién del ADN determinada por TUNEL en pacientes
estériles (p = 0,044 —Mann-Whitney-). El detalle del
diagrama de dispersion junto con la recta de regresion
se¢ muestran en la figura 2B7. A parte de la tendencia
de correlaciéon significativa indicada se aprecia tam-
bién una elevada dispersiéon de los puntos, posible-
mente debido a la existencia de diversos factores adi-
cionales que afectan los valores de HSPA2 vy los
resultados de TUNEL.

Estudio mutacional del gen HSPA2

El andlisis de las secuencias en el gen HSPAZ2 en las
muestras estudiadas, no ha detectado ninguna muta-
cién que resulte en un cambio del aminoacido o que
provoque un truncamiento de la proteina o un cam-
bio en la marca de lectura. Por tanto, no se ha encon-
trado ninguna mutacién que pueda ser considerada
patogénica. Se han detectado 3 polimorfismos (tipo
SNP) que no comportan ningin cambio de aminodci-
do. Encontramos que 2 de los SNP ya se han descrito
previamente (NCBI). Uno de estos SNP corresponde
a la variante ¢.684 C>T (p.Asp228Asp) encontrada en
heterocigosis en 10 pacientes azoospérmicos con pa-
rada madurativa, en 4 oligoastenoteratozoospérmicos,
en 2 teratozoospérmicos y en 2 controles. Esta varian-
te fue observada en homocigosis en 6 pacientes azo-
ospérmicos con parada madurativa, en 1 paciente te-
ratozoospérmico y en 1 paciente control (tabla 1). El
otro SNP ya descrito previamente corresponde a la
variante ¢.1653 C>T (p.Asn551Asn) detectada en he-
terocigosis en un paciente con azoospermia y parada
madurativa y en un paciente con oligoastenoteratozo-
ospermia severa (tabla 1). También hemos encontra-
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Figura 2. Correlacion entre los valores de HSPA2 y los resultados
de TUNEL en pacientes estériles. A) Detecciéon de la proteina
HSPA2 de espermatozoides mediante electroforesis bidimensional
identificada previamente por nuestro grupo a través de espectrome-
trfa de masas. B) Grafico de dispersién entre los resultados de ex-
presiéon de la proteina HSPA2 y la fragmentacién del ADN deter-
minada por TUNEL. Cada simbolo corresponde a un paciente
independiente. Se detecta una correlacion positiva entre la intensi-
dad correspondiente a la HSPA2 y la fragmentacién del ADN de-
terminada por TUNEL en pacientes estériles (p = 0,044).

do 1 SNP nuevo no descrito previamente. Este SNP
corresponde a la variante c.1443 C>T (p.Phe481Phe)
que se observa en heterocigosis en 1 paciente azoos-
pérmico con parada madurativa y en un paciente oli-
goastenoteratozoospérmico (tabla 1). El andlisis esta-
distico indica que los genotipos 684 TT y TC se
detectan incrementados dentro del grupo de pacien-
tes azoospérmicos en comparacion con el resto de
pacientes (16 pacientes azoospérmicos TT + TC y
ninguno CC, en comparacién con 7 pacientes oligo-
satenoteratozoospérmicos o teratozoospérmicos TT +
TCy 6 pacientes CC; p < 0,005) (tabla 1). Adicional-
mente, la frecuencia alélica del alelo 684 T resulté es-
tar incrementada dentro del grupo de pacientes azo-
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TABLA 1. Variantes polimoérficas encontradas en el gen HSPA2, frecuencias alélicas y de genotipos

Azoospérmicos (n = 16)

Oligoastenoteratos (n = 6)

Teratozoospérmicos (n = 7) Controles (n = 4)

Frecuencia alélica

Frecuencia alélica

Frecuencia alélica Frecuencia alélica

(genotipos) (genotipos) (genotipos) (genotipos)
684 C>T 0,687 T (0,10,6) 0,166 T (2,4,0) 0,285 T (4,2,1) 0,5T(1,2,1)
1653 C>T 0,031 T (15,1,0) 0,083 T (5,1,0) 0T (7,0,0) 0T (4,0,0)
1443 C>T 0,031 T (15,1,0) 0,083 T (5,1,0) 0T (7,0,0) 0T (4,0,0)

Se indica la frecuencia alélica correspondiente a cada uno de los SNP y a continuacién en paréntesis los distintos genotipos encontrados (homocigoto normal,
heterocigoto, homocigoto mutante). Los genotipos 684 TT y TC se detectan incrementados dentro del grupo de pacientes azoospérmicos en comparacién con
el resto de pacientes (16 pacientes azoospérmicos TT + TC y ninguno CC en comparacién con 7 pacientes oligoastenoteratozoospérmicos o teratozoospérmi-
cos TT + TC y 6 pacientes CC (p < 0,005). También la frecuencia alélica del alelo 684 T result6 estar incrementada dentro del grupo de pacientes azoospérmi-
cos (22 alelos T'y 10 alelos C en comparacion con 8 alelos T'y 18 alelos C dentro del resto de pacientes; p < 0,005).

ospérmicos (22 alelos Ty 10 alelos C en comparacién
con 8 alelos T y 18 alelos C dentro del resto de pa-
cientes; p < 0,005) (tabla 1).

DISCUSION

En este trabajo hemos realizado un estudio mutacio-
nal del gen HSPAZ2 en distintos grupos de pacientes
estériles y hemos detectado 3 polimorfismos, uno de
los cuales no se habia descrito previamente, y no se ha
detectado ninguna mutacién patogénica. El estudio
mutacional del gen HSPA2 esta justificado por los an-
tecedentes en la bibliografia que indican una expre-
sién del gen correspondiente durante la espermatogé-
nesis>®» y la existencia de parada madurativa e
infertilidad en ratones knock-out para HSPA2®, datos
que sugerian que este gen era un buen candidato para
explicar algunos de los casos de infertilidad. Este inte-
rés resulta apoyado por los resultados de estudios pre-
vios en nuestro laboratorio en los que detectamos la
proteina HSPA2 mediante proteémica® y un incre-
mento de la HSPA2 en pacientes estériles con un in-
cremento de lesién germinal determinada por TU-
NEL” o un incremento de HSPA2 en pacientes
astenozoospérmicos®. En el presente trabajo amplia-
mos la deteccién de la correlacién mostrando el deta-
lle de los diagramas de dispersion entre los valores de
HSPA2 vy los resultados de TUNEL (fig. 2). Los re-
sultados confirman la existencia de una correlacién
positiva entre los valores de HSPA2 y los resultados
de TUNEL, si bien también se evidencia un elevado
grado de dispersion en los datos sugiriendo la concu-
rrencia de otros factores que independientemente
afecten a los resultados de TUNEL o de HSPA2 (fig.
2B).

La realizacién del estudio mutacional ha requerido
el diseno de oligonucleétidos especificos para conse-
guir amplificar y secuenciar de forma especifica el gen
HSPA2 (fig. 1) discrimindndolo de seudogenes y ge-

nes homologos pertenecientes a la familia de la HSP!.
La secuencia de estos oligonucledtidos y condiciones
de PCR se describen por primera vez en este articulo
y pueden servir como referencia para estudios poste-
riores. Los resultados del estudio mutacional excluyen
la existencia de mutaciones patogénicas en el grupo
de 29 pacientes en los que se ha secuenciado comple-
tamente la regién codificante del gen HSPAZ2. Este
resultado sugiere que la presencia de mutaciones pa-
togénicas en el gen HSPA2, en caso de que existan,
debe ser una causa relativamente infrecuente de blo-
queo madurativo o de alteraciéon de los parimetros
seminales en pacientes con dificultades reproductivas.
También es importante dar a conocer este resultado,
aunque negativo, a la comunidad cientifica.

En el presente trabajo también hemos detectado la
presencia de 3 polimorfismos tipo SNP que no com-
portan ningin cambio de aminodcido. Dos de los
SNP (c.684 C>T, y ¢.1653 C>T) (tabla 1) ya habfan
sido comunicados previamente!®, pero el tercer SNP
encontrado corresponde a una variante nueva no des-
crita previamente (c.1443 C>T) (tabla 1) observada
en heterocigosis en un paciente azoospérmico con pa-
rada madurativa y en un paciente oligoastenoterato-
zoospérmico (tabla 1). Es interesante notar que los
genotipos 684 TT y TC se detectan incrementados
dentro del grupo de pacientes azoospérmicos en com-
paracién con el resto de pacientes (p < 0,005) (tabla
1). Este resultado sugiere que la presencia del alelo
684 T puede comportarse como un factor de riesgo
de azoospermia. No obstante, este resultado no viene
apoyado por los resultados recientemente comunica-
dos en una poblacién independiente!®. Ninguno de
los otros 2 genotipos detectados demostrd estar pre-
sente con una frecuencia alélica significativamente in-
crementada en alguno de los subgrupos de pacientes.
La deteccién de la relacién detectada del polimorfis-
mo c.684 C>T y esterilidad en nuestra poblacién re-
sulta coherente con los resultados de un estudio pre-
vio utilizando el cerdo como modelo, en donde se
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describié una asociacién entre polimorfismos del gen
HSPA2y la calidad espermdtica®10.

Como limitacién del presente trabajo es preciso in-
dicar que el nimero de muestras analizadas es relati-
vamente bajo (tabla 1). Por tanto sera interesante en
un futuro ampliar el estudio para aumentar el tamano
muestral y, por tanto, incrementar la potencia estadis-
tica y confirmar la posible implicacién de variaciones
en el gen de la HSPA2 en la esterilidad masculina.
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