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The diagnosis of immunological infertility in the couple.

Abstract

A significant incidence of sperm antibodies (ASA) 1s 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 Immunofluorescence Test (1FT). The last technique 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
Agglutination Test, Immunofluorescence Test
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Introducció

El procés de fertilització no sempre s'assoleix settstectèrtement,
comportant una tnrertuttet. Aquesta Inïertüttet pot ésser deguda a

moltes causes, entre d'altres l' immunològica, provocada per l'aparició en

sèrum i secrecions genitals d'anticossos enttespermetozotdes (ASA) Que

interfereixen el procés de fertilització (VILLARROVA et el., 1986; BLEIL et

al 1980) Actualment s'ha estat trobant, en un nombre significatiu d'homes

i donas, afectes d'una infertilitat d'etiologia desconeguda, slevets títols

d'ASA.

Degut a aquesta elevada incidència clínica dels nivells d'ASA en individus

infèrtils és interessant disposar de tècniques per poder detectar-los. D'

entre aquestes tècniques cal destacar dues tècniques d'aglutinació:
Hemaglutinació passiva (PHA) i el ïray Agglutination Test" (TAT), a més

d'una tècnica de localització: Immunofluorescencia Indirecta (1FT).

Aquestes tècniques de diagnòstic han estat aplicades en animals

d'experimentació hiperimmunitzats amb espermatozoides humans sencers

i fraccions dels mateixos (caps i cues) obtingudes per sonícectó a fí de

conseguir elevades concentraccions d'anticossos Que ens permeteran
mesurar l'especificitat, sensibilitat i reproduïbilitat de les tècniques
anteriorment citades.

Para1.lelament hem realitzat un estudi prenmtner d'un nombre de sèrums

de pectsnts infèrtils.

Material i J.tlètodes

En general, per poder detectar anticossos, s'ha d'svaluer le reacció

específica antigen-anticòs mitjançant algun mètode que le posi de

manifest. Els mètodes de detecció d'aquesta reacció estan basats en les

diferents formes d'interacció antigen-anticòs: eqluttnecíó, utilització
d'anticossos conjugats amb molècules fluorescents, amb enzims

(peroxtdese, ureasa, etc.), uttlttzecíé d'eritròcits sensibilitzats amb

antigen, etc.

L'antigen uttlítzat per nosaltres es l'espermatozoide humà procedent
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de donants volunterts i sans entre 18 i 30 anys. La seva obtenció és per
mesturnecté, previa ebsttnancie sexual de tres a set dies.

OeQut a les vertectnns quentitettves i quelttettves d'un ejaculat en

funció de l'eded, malalties, estacions de l'any i l'activitat sexual, hem

emprat els seguents paràmetres com a control de normalitat espermàtica:
volum, aspecte, número d'espermatozoides, tipus de motilitat, tipus de

morrologte i vitalitat. Considerem Que els paràmetres normals d'una
mostra de semen son:

Volum: entre 2-6 ml.

Aspecte: color blanc-grisós, poques restes csl.lulers sense prasencíe
d'aglutinacions i lleugera viscositat.
Número d'espermatozoides: 2 20 x 106 espermatlml.
Motilitat: 2 50% d'espermatozoides amb formes mobtls (motilitat
progressi ve).

Morfologia: entre el 50-60 % de formes normals.
Vitalitat: 75% d'espermatoozoldes vius.

Obtenció de les mostres de sèrum

Les mostres de sèrum humanas son proporcionades per l'Hospital de
l'Esperanza, de pacients infèrtils amb una íntertütet desconeguda.
Els animals d'experimentació emprats són conills femelles de raça blanca
de Nova Zelanda, mantinguts en l'estabulari de le untverststet Autònoma
de Barcelona. Seran tmmunízets amb espermatozoides humans sencers i
rrecctons dels meteíxos (caps 1 cues) obtingudes per sontcecté, a l'objecte
de valorar l'sxtstencie de diferentes parts d'una mateixa cèl.lule.
Després de Ie injecció periòdica de diferents dosis de record s'obté el
sèrum mitjançant una sagnada en le vena del pavelló auricular de
l'animal.{CHASE et 81.).

Tècni gues de detecci ó d'ant i cossos antl-espermatozoi des

D'entre 1 es tècni ques ut n ítzeoss en dí agnòst í e d'i nf ert 11 ítet per causa

immunológica cal destacar els mètodes classics d'aglutinació, tals com el
TAT (Tray Agglutination Test) i el PHA (Hemaglutinació Passiva).
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Varem utilitzar te Immunofluorescencia Indirecta com a tècnica de

localització dels anticossos anti-espermatozoides (ASA) en una regió de

I'espermetozot de.

- ïray agglutination Test"

Es basa en l'observació de microaglutinaclons en plaques de Terasaki. Es

disposHen 5 J,11 de les diferentes dilucions de l'antisèrum a velorer en el

fons de cada pouet. Seguidament a cada dttucíó de l'antisèrum. s'hi afageix
1 J,11 d'espermatozoides resuspesos en PBS a una concentració de 40 xl 06

cel/ml.

Després de cuatre hores d'aglutinació pot ésser observada al mtcroscopt

(FRIBERG et el., 1974; NOEL.R et a1..,1976)

- Hemaglutinació Passiva (PHA)

Es sensibllHzen eritròcits de cerner amb espermatozoides humans. La

unió es realitza amb 1 % d'ècíd tònic en tampó veronal amb MgCl2 2.4m M

1 CaC12 0.68 mM a pH 7.5 durant 30 minuts, a temperatura ambient.

S'uneixen 108 eritròcits amb 107 espermatozoides (1: l, v/v).

S'inactiva l' antisèrum a valorar a 56°C durant 30 minuts i s'absorbeixen

tres vegades amb eritròcits de cerner: es realitzen diferents dilucions de

l'antisèrum problema i s'afegeixen 50 J,11 dels eritròcits units a l'antigen.
Les plaques es deixen tota le nit a 4°C i l'endemà ja es poden llegir a

simple vista (SUBBI et aLI 1979; R.J.T HANCOCK 1979).

(1FT)
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cercle i en un altre 10 J..ll de l'antisèrum sense dílutr, aixó és realitza per
cada sèrum a anal i tzar.

s'Incuben els portes a 37°C en cámara humida 60 minuts. Després de.

rentar els portes amb PBS s'afegeix l'anticòs conjugat a le peroxtdese.
Posteriorment els portes s'observen al microscopi de fluorescencia
(TUNG.} 1975)

Els resultats de le velorecté dels diferents antisèrums induïts en

animals d'experimentació mitjançant les tècniques d'anàlisi: TAT} PHA i
1FT es poden resumir en le taula 1.

Els contlls 1mmunitzats amb l'espermatozoide sencer tenen una resposta
bastant elevada (Figura 1). Per altra banda els sèrums de conills immunit
zats amb fraccions d'espermatozoides (caps i cues) tenen diferents
respostes} això és degut a que el grau d'tmmuncqentcttet dels diferents
antlgens varia àmpliament: així doncs les fraccions de cues són
immunògens més potents que les fraccions de caps. Tal com pot apreciar
se en els valors obtinguts els antisèrums anti-fraccions de caps van donar
un títol molt baix i en molts casos negatiu} mentre que le velorecié dels
antisèrums anti-cues ens "Ian donar una bona resposta (Figura 2).
Le sensibilitat de les tècniques d'aglutinació és molt semblant i això fa
que siguin fàcilment comparables. rlentre Que Ie 1FT permet detectar
baixos nivells d'anticossos en sèrum} les tècniques d'aglutinació
necessiten nivells alts. Això fa Que nivells baixos d'anticossos Que es

detecten per 1FT no es detectin per PHA i TAT com és el cas dels
antisèrums entt-treccions de caps. Així doncs le resposta induïda en

conills per immunògens dèbils no podrà ser detectada per les tècniques
d'aglutinació i sí per les de localització com le 1FT.

f1algrat tot existeixen eventatges en l'utilització d'aquestes tècniques
d'aglutinació i aquestes són: el TAT necessita baixes concentracions
d'espermatozoides i permet avaluar molts sèrums ràpidament. En el PHA
es poden utilitzar mostres congelades i le lecture és molt rápida} no

rsqueret x mi croscopí.

Resultats i Discusió
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F1g. 1. Resposta dels antisèrums anti-espermatozoides sencers (S-9;S-1 O), valorats per
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F 16. 2. Resposta dels antisèrums anti-caps (S-4) i dels antisèrums anticues (S-3) valorats

per les tècniques d'aglutinació (TAT i PHA ).Les fletxes indican les immunitzacions
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Tanmateix és necessari utnttzer més d'una tècnica d'anàlls1 per poder
treure conclusions Que no siguin errònies. L'elevede resposta dels conills
en front a l'espermatozoide numè ens ha proporctonet una elevede
concentrecté d'anticossos Que ens obre el camí per descobrir el paper dels
diferents antigens de superficie en le ferti1ilització.
Peret.lelement hem realitzat un estudi prenmtner sobre una població de
varans infèrtils amb una tnrertilítat de causa desconeguda. El grup control

emprat es tracta de Quaranta pacients amb antecedents de fertilitat.
. Aquest grup ens ha conat una resposta negativa per les tres tècniques PHA

i TAT (tècniques d'aglutinació) i la 1FT (tècnica de localització).
Dins d'aquesta població distingim dos grups d'individus; un grup de Quatre
pacients Que presenten marcadors externs en el sau ejaculat; tals com

eqluttnacté espontània i/o"shaking· i un segon grup de cinquanta pacients
Que presenten paràmetres normals a anormals en el seu ejaculat però Que
no presenten marcadors externs.

L'immunofluorescència ès la tècnica més específica i sensible com també
en l'anàlisi dels pacients ínterttls. La diferencia entre els grups de

pacients, es pot veure en el titol Que presenten per TAT i PHA els sèrums
dels tres pacients amb marcadors front els sèrums dels sis pacients
sense marcadors (TAULA 2) .

. En contrepoetctó amb els valors obtinguts per les tècniques d'aglutinació
els resultats per 1FT son positius en els dos grups d'individus, éssent l'IgG
le classe d'immunoglobulina predominant (TAULA 2). Molts del resultats

positius obtinguts per les tècniques d'aglutinació no són indicatius de Ie

presèncte dïmmunoglobullnes, això és degut a Que aquestes tècniques no

són suficientment específiques com per que es pugui distingir entre una

eqlutínectó causada per le presèncte d'anticossos o per altres raons.

Els individus Que tenen marcadors en el seu ejaculat presenten un 100% de

postttvttet per les tècniques d'aglutinació; el percentatge valorat per 1FT
és una mica més baix, resultat atribuïble a 'Que no tota l'ag1utinacló
detectada per PHA 1 TAT és deguda a le prssèncte d'anticossos.
Per altra banda, els individus que no presenten marcadors tenen uns

percentatges de postttvttet molt més baixos tent per 1FT com per les

tècniques d'aglutinació (TAULA 3).
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TAULA I

t\ntisèrum anti- Núm. Sagnades Tècnigues d'anàlisi d'ASA nitol 1/X2
eSQermatozoides

TAT PHA 1FT (lgG)

Ant í -sencers 1 16 Neg Superficie, cap i
acrosoma

2 128 128 Acrosoma

3 64 64 Acrosoma

4 64 32 Acrosome

'I 5 64 256 Acrosoma i cua

6 32 128 Acrosoma i cua

Anti-cues 1 8 4 Acrosoma i cua

2 256 64 Acrosoma í cua

3 128 32 Acrosoma i cua

Anti-caps 1 Neg Neg Neg

2 4 2 Superficie,cap í
zona acrosoma]
( z.a)

3 32 2 Superficie, cap
i z.a

4 8 Neg Acrosoma, cua i
zona ecuatorial

- ( z.e)
5 8 Neg Acrosoma, cua i

z.e

6 8 Nea Acrosoma i z.e



TAULA 2

Resultats DOSltius ger 1FT en sèrums de varons infèrtlls

1FT TAT (tHoll/x) PHA(titol1/x)

Sense Superfície cap (lgG) 128 O

Marcadors Superficie cap (lgG) 16 O
n:6

Superficie (lgG) 4 4

Post. Acrosom a i 4 O
cua ( 190)
Acrosoma 4 4

Superficie (lgG) 4 4

Amb Cap( IgM) 32 4096
Marcadors -

Cap( IgM) 8 2048
n:3

256Cues (lgG) 64

Taula 3

Percentatges de positivitat en sèrums de varons
infèrti1s obtinguts per tres tecnigues d"snallsi

TAT PHA 1FT

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

n:50

:.,

Amb
Marcadors 4 (100%) 4 (100%) 3 (75%)

n:4

261
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Aquest treball ha estat possible grecies a le subvenció del Fondo de

Investigaciones semtertas (referència 88/0891).
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Abstract

Analysis of human sperm antigensJeading to. immunological infertility ... -

Hyperimmunized rabbit antisera were used for the isolation of. some

sperm membrane antigens. The high antibody titer produced a good yield of

purttted immunoglobul1ns. These ant1bod1es were obta1ned by ammonium
sulphate precipitation and ion exchange chromatography with DEAE
Sepharose Cl-68. The antisperm antibodies were coupled to an activated
CH-Sepharose 48 for affinity chromatography. Extracts of solubl1ized
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 50S-PAGE. Their Mr were

eproxímetetg 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: Ant-isperm antibodies, sperm antigens, infertility, affinity
chromatography.




