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Abstract

The diagnosis of immunological infertility in the couple,

A significant incidence of sperm antibodies (ASA) is found in patients
with unexplained infertility.The important role of antisperm antibodies in
male and female infertility induced, in the last years, a wide
proliferation of specific tests for the detection of these antibodies In
this communication we compare the classical methods of agglutination:
Passive Hemagglutination Test (PHA) and Tray Agglutination Test (TAT)
with the Immunofiuorescence Test (IFT). The last technigue was
developed for the localization of immunoglobulins on the cell surface.
Hyperimmunized rabbit antisera were used. The antigens were whole
sperm and their fractions.( tail and head).Some infertility patients were
tested by the three techniques mentioned and the results obtained were
compared with a control grup.

Key words: Antisperm antibodies, Passive Hemagglutination, Tray
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Introduccié

El procés de fertilitzacié no sempre s'assoleix satisfactdriament,
comportant una infertilitat. Aquesta infertilitat pot ésser deguda a
moltes causes, entre d'altres I’ immunolbgica, provocada per 'aparicid en
sérum i secrecions genitals d'anticossos antiespermatozoides (ASA) que
interfereixen el procés de fertilitzacid (VILLARROYA et al.,1986; BLEIL et
al 1980) Actualment s’ha estat trobant, en un nombre significatiu d'homes
i dones, afectes d'una infertilitat d'etiologia desconeguda, elevats titols
d'ASA.

Degut a aquesta elevada incidéencia clinica dels nivells d'ASA en individus
infértils és interessant disposar de técniques per poder detectar-los. D'
entre aquestes técniques cal destacar dues técnigues d'aglutinacid:
Hemaglutinacié passiva (PHA) i el “Tray Agglutination Test" (TAT), a més
d'una técnica de localitzacid: Immunofiuorescencia Indirecta (IFT).
Aquestes técniques de diagndstic han estat aplicades en animals
d'experimentacid hiperimmunitzats amb espermatozoides humans sencers
i fraccions dels mateixos (caps i cues) obtingudes per sonicacid a fi de
conseguir elevades concentraccions d'anticossos que ens permeteran
mesurar 1'especificitat, sensibilitat i reproduibilitat de les técniques
anteriorment citades.

- Paral.lelament hem realitzat un estudi preliminar d'un nombre de sérums
de pacients infertils.

Material i Métodes

En general, per poder detectar anticossos, s'ha d'evaluar le reaccid
especifica antigen-anticos mitjancant algun meétode que la posi de
manifest. Els métodes de deteccid d'aquesta reaccid estan basats en les
diferents formes d'interaccid antigen-anticds: aglutinacid, utilitzacid
d'anticossos conjugats amb molécules fluorescents, amb enzims
(peroxidasa, ureasa, etc.), utilitzacid d'eritrocits sensibilitzats amb
antigen, etc.

L'antigen utilitzat per nosaltres es 1'espermatozoide huma procedent
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de donants voluntaris i sans entre 18 i 30 anys. La seva obtencié és per
masturbacid, previa abstinencia sexual de tres a set dies.

Dequt a les variacions quantitatives i qualitatives d'un ejaculat en
funcid de 1'edad, malalties, estacions de I'any 1 l'activitat sexual, hem
emprat els seguents parametres com a control de normalitat espermatica:
volum, aspecte, numero d'espermatozoides, tipus de motilitat, tipus de
mhrfnlogi& 1 vitalitat. Considerem que els pardmetres normals d'una
mostra de semen son:

yolum: entre 2-6 ml.

Aspecte: color blanc-grisds, poques restes cel.lulars sense presencia

d'aglutinacions i 1leugera viscositat.

Namero d'espermatozoides: 2 20 x 106 espermat/ml.

Motilitat: > 508 d'espermatozoides amb formes mobils (motilitat

progressiva).

Morfologia : entre el 50-60 % de formes normals.

Yitalitat: 75% d'espermatoozoides vius.

Obtencid de les mostres de sérum

Les mostres de sérum humanas son proporcionades per T'Hospital de
I'Esperanza, de pacients infértils amb una infertiliat desconeguda.

Els animals d'experimentacié emprats s6n conills femelles de raca blanca
de Nova Zelanda, mantinguts en 1'estabulari de la Universistat Autdnoma
de Barcelona. Seran immunizats amb espermatozoides humans sencers i
fraccions dels mateixos (caps i cues) obtingudes per sonicacid, a I'objecte
de valorar 'existencia de diferentes parts d'una mateixa cél.lula.

Després de 1a injeccié periddica de diferents dosis de record s'obté e
sérum mitjancant una sagnada en la vena del pavellé auricular de
I'animal .(CHASE et al.).

Técniques de deteccié d'anticossos anti-espermatozoides

D'entre les tecnigques utilitzades en diagndstic d'infertilitat per causa
immunoldgica cal destacar els métodes classics d'aglutinacio, tals com el
TAT (Tray Agglutination Test) i el PHA (Hemaglutinacié Passiva).




256

varem utilitzar la Immunofluorescencia Indirecta com & técnica de
localitzaci6 dels anticossos anti-espermatozoides (ASA) en una regid de

1'espermatozoide.

- "Tray agglutination Test”

Es basa en 1'observacié de microaglutinacions en plagues de Terasaki. Es
dispositen 5 ul de les diferentes dilucions de 'antisérum a valorar en el
fons de cada pouset. Seguidament a cada dilucid de I'antisérum. s'hi afageix
1 ul d'espermatozoides resuspesos en PBS a una concentracié de 40 %105
cel/ml.

Després de custre hores d'aglutinacié pot ésser observada al microscopi
(FRIBERG et al.,1974; NOEL.R et al.,1976)

- Hemaglutinacid Passiva (PHA)

Es sensibilitzen eritrocits de carner amb espermatozoides humans. La
unid es realitza amb 1 & d'acid tanic en tampd veronal amb MgCl, 2.4m M
i CaCl, 0.68 mM a pH 7.3 durant 30 minuts, a temperatura ambient.
S'uneixen 108 eritrocits amb 107 espermatozoides (1:1, v/v).

S'inactiva 1" antisérum a valorar a 56°C durant 30 minuts 1 s'absorbeixen
tres vegedes amb eritrdcits de carner; es realitzen diferents dilucions de
I'antisérum problema i s'afegeixen SO pl dels eritrocits units a 'antigen.
Les plagues es deixen tota la nit @ 4°C i l'endema ja es poden llegir a
simple vista (SUBBI et al.,1979; RJ.T HANCOCK 1379).

- Immunofluorescencis Indirecta {IFT)

AQuests I8Chic: Dparmet £ poalitzacid dels asnticossps  anti-
SShErmainzoides 8n 1& suparticie de T'esparmazoioide, 81kl Como 1a classe
O'immunnpninhuling Que £ robe present @n @) sarum aveiust. £ deposiisn
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cercle i enun altre 10 ul de I'antisérum sense diluir, aixd és realitza per
cada sérum a analitzar.

Sincuben els portes a 37°C en cémara humida 60 minuts. Després de
rentar els portes amb PBS s'afegeix 1'anticos conjugat a la peroxidasa.
Posteriorment els portes s'observen al microscopi de fluorescencia
(TUNG.,1975)

Resultats i Discusid

Els resultats de la valoraci6 dels diferents antisérums induits en
animals d'experimentacié mitjangant les técniques d'andlisi: TAT, PHA i
IFT es poden resumir en la taula 1.

Els conills immunitzats amb 1'espermatozoide sencer tenen una resposta
bastant elevada (Figura 1). Per altra banda els sérums de conills immunit-
zats amb fraccions d'espermatozoides (caps i cues) tenen diferents
respostes, aixd és degut a que el grau d'immunogenicitat dels diferents
antigens varia dmpliement: aixi doncs les fraccions de cues sén
immunbgens més potents que les fraccions de caps. Tal com pot apreciar-
se en els valors obtinguts els antisérums anti-fraccions de caps van donar
un titol molt baix i en molts casos negatiu, mentre que la valoracid dels
antisérums anti-cues ens van donar una bona resposta (Figura 2).

La sensibilitat de les técniques d'aglutinacié &s molt semblant i aixd fa
que siguin facilment comparables. Mentre que la IFT permet detectar
baixos nivells d'anticossos en serum, les técniques d'aglutinacig
necessiten nivells alts. Aixd fa que nivells baixos d'anticossos que es
detecten per IFT no es detectin per PHA i TAT com s el cas dels
antisérums anti-fraccions de caps. Aixi doncs 1a resposta induida en
conills per immunogens débils no podra ser detectada per les técniques
d'aglutinacid i si per les de localitzacié com 1a IFT.

Malgrat tot existeixen aventatges en l'utilitzacié d'aquestes tecniques
d'aglutinacid i aguestes sén: el TAT necessita baixes concentracions
d'espermatozoides i permet avaluar molts sérums rapidament. En el PHA
es poden utilitzer mostres congelades i la lectura &s molt répida, no
requereix microscopi.
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Fig. 1. Respostadels antisérums anti-espermatozoides sencers (S-9;5-10), valorats per
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F16. 2. Resposta dels antisérums anti-caps (S-4) i dels antisérums anticues (S-3) valorats
per les tecniques d'aglutinacié ( TAT i PHA ).Les fletxes indican les immunitzacions
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Tanmateix &s necessari utilitzar més d'una técnica d'andlisi per poder
treure conclusions que no siguin errdnies. L'elevada resposta dels conills
en front a l'espermatozoide humé ens ha proporcionat una elevada
concentracid d'anticossos que ens obre el cami per descobrir el paper dels
diferents antigens de superficie en la fertililitzacid.

Paral.lelament hem realitzat un estudi preliminar sobre una poblacid de
varons infértils amb una infertilitat de causa desconeguda. El grup control
emprat es tracta de guaranta pacients amb antecedents de fertilitat.
-Aquest grup ens ha donat una resposta negativa per les tres técniques PHA
1 TAT (teécnigues d'aglutinacid) i 1a IFT {t&cnica de localitzacid).

Dins d'aquesta poblacid distingim dos grups d'individus; un grup de quatre
pacients que presenten marcadors externs en el seu ejaculat; tals com
aglutinacié espontania i/o"shaking™ i un segon grup de cinguanta pacients
que presenten parametres normals o anormals en el seu ejaculat perd que
no presenten marcadors externs.

L'immunofiuorescencia s la técnica més especifica i sensible com també
en l'analisi dels pacients infertils. La diferencia entre els grups de
pacients, es pot veure en el titol que presenten per TAT i PHA els sérums
dels tres pacients amb marcadors front els sérums dels sis pacients
sense marcadors (TAULA 2).

[En contraposicié amb els valors obtinguts per les técniques d'aglutinacié

els resultats per IFT son positius en els dos grups d'individus, éssent 1'lg6
la classe d'immunoglobulina predominant {TAULA 2). Molts del resultats
positius obtinguts per les técniques d'aglutinacid no sén indicatius de 1a
preséncia d'immunoglobulines, aixd és degut a que aquestes técnigues no
son suficientment especifiques com per que es pugui distingir entre una
aglutinacid causada per 1a preséncia d'anticossos o per altres raons.

Els individus que tenen marcadors en el seu ejaculat presenten un 1003 de
positivitat per les técnigues d'aglutinacid; el percentatge valorat per IFT
és una mica més baix, resultat atribuible a que no tota l'aglutinacié
detectada per PHA i TAT és deguds a la preséncia d'anticossos.

Per altra banda, els individus que no presenten marcadors tenen uns
percentatges de positivitat molt més baixos tant per IFT com per les
técniques d'aglutinacié (TAULA 3).
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JAULA |
Antiserum anti- Ndm. Sagnades Técniques d'analisi d'ASA (Titol 1/x)
espermatozoides
TAT PHA IFT (1g G)
Anti-sencers { 16 Neg Superficie, cap i
acrosoma
2 128 128 Acrosoma
3 64 64 Acrosoma
4 64 352 Acrosoma
5 64 256 Acrosoma i cua
6 A 128 Acrosoma i cua
Anti-cues 1 8 < Acrosoma i cua
2 256 64 Acrosoma i cua
3 128 32 | Acrosoma icua
Anti-caps 1 Neg Neg Neg
2 4 2 Superficie,cap i
zona acrosomal
(z.a)
3 52 2 Superficie, cap
iza
4 8 Neg Acrosoma, cua i
zona ecuatorial
(ze)
S) 8 Neg Acrosoma, cua i
z.e
6 8 Neg Acrosoma i z.e
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TAULA 2
Resultats positius per IFT en sérums de varons infértils
IFT TAT (titol1/x) PHA(titol1/x)
s Superficie cap (1gG) 128 0
Marcadors  syperficie cap (1gG) 16 0
n:6
Superficie (1gG) 4 4
Post. Acrosoma i 4 0
cua (1gG)
Acrosoma 4 4
Superficie (1gG) 4 7
Amb Cap(IgM) 32 4096
Marcadors
Cap(IgM) 8 2048
n:3 256
Cues (1gG) 64
Taula 3

Percentatges de positivitat en sdrums de varons
infértils obtinguts per tres tecnigues d'analisi

TAT PHA IFT

Sense
Marcadors 12 (24%) 26 (50%8) 6 (12%8)

n:S0

Amb
Marcadors 4 (1003%) 4 (100%) 3 (758

n:4
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Agraiments

Aquest treball ha estat possible gracies a la subvencid del Fondo de
Investigaciones Sanitarias (referéncia 88/0891).
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Abstract
Hyperimmunized rabbit antisera were used for the isolation of ‘some
sperm membrane antigens. The high antibody titer produced a good yield of
purified immunoglobulins. These antibodies were obtained by ammonium
sulphate precipitation and ion exchange chromatography with DEAE
Sepharose CL-6B. The antisperm antibodies were coupled to an activated
CH-Sepharose 4B for affinity chromatography. Extracts of solubilized
- human sperm proteins with 2% sodium deoxycholate (DOC) were passed
through the immunoadsorbent column; the bound antigens were eluted at
high pH and neutralized immediately with glycine. Eight major proteins
were recovered and then were analyzed by SDS-PAGE. Their Mr were
aproximately 131; 93; 73; 44; 34 and 31; 22 and 21 KDa. Two middle bands
(34 and 31 KDa) were very weak in an extracted sperm sample although
they showed high immunogenicity.

Key words: Antisperm antibodies, sperm antigens, infertility, affinity
chromatography.






