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OZET

Serum ve iireme yollarinda spermatozoa izerinde bulunan antijenlerle reaksiyona giren sperm anti-
korlarinin bulunmas:, sperm agliitinasyonuna velveya komplemana bagimli immobilizasyona sebep
olur. Antisperm antikorlar iki immiinolojik simfa aitiir: IgA ve IgG antikorlar. Mevcut bazi veriler
\[gA'nin Klinik olarak IgG den daha degerli oldugunu gostermekiedir. Bununla birlikie, IgA antikorlar:
' hemen daima IgG antikorlar: ile birlikte meydana ¢ikar. Bu nedenle IgG antikorlarin: arastiran testler, |
rutin bir tarama metodu olarak yararhidir. Biz infertil erkekler ve kadinlarin serumiarinda bulunan anti-

sperm antikorlarin tesbiti icin ELISA metodunu inceledik.

Anahlar Kelimeler: Antisperm antikorlar, ELISA.

SUMMARY

The Detection of Antisperm Antibodies in Infertile Couples, with the
Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA)

. The presence of sperm antibodies reacting with antigens on the spermaiozoa in sera and |
reproducrwe tracts can cause agglutination or complement-dependent immobilization of sperm or
*bolh resulting in a reduction of their fertilizing capasity. Antisperm antibodies are belong to two
|zmmuna[o_ﬂca£ classes: IgA and IgG antibodies. There are some data indicating that IgA is clinically
‘more important than IgG antibodies. However, IgA antibodies never occur without IgG antibodies.
| Therefore, testing for IgG antibodies is sufficient as a routine screening method. We examined the |
|ELISA method for the detection of antisperm antibodies in the sera of infertile women and men.

I Key Words: Antisporm antibodies, ELISA.

GIRIS

Seminal plasmada, kadin iireme yollarindaki sivilarda ve kadin va da erkegin
serumlarinda bulunabilen antisperm antikorlarinin (ASA) immiinolojik infertiliteye yol
agabilecegi bilinmektedir (1,2,21,30). Ilk kez 1954 yilinda Wilson, infertil iki erkekten
elde ettigi serumlarla spermlerin agliitine oldugunu, bu serumlarm spermleri agliitine etme
aktivitesinin 56°C de 30 dk isitilmaya ragmen devam ettifini ancak semenle
karsilastinldiginda bu aktivitenin kayboldufunu, ayrica agliitinasyonun serum ve
spermatozoa arasindaki ABO ve Rh farkliliklarindan etkilenmedigini tesbit etti. Wilson bu
caligmalara dayanarak sperm agliitinasyonuna otoantikorlarin sebep oldugunu diisiindii.
Rumke (1954), sperm agliitine eden seruma sahip bir erkeckte, kompleman varliginda
sperm immobilizasyonunda artis oldugunu buldu. Rumke ve Hellinga (1969), evvelkinden
daha biiyiik bir grupla ¢alisarak sperm agliitinasyonuna yol acan faktoriin 1siya rezistan,
spermatozoa'lar tarafindan absorbe cdilebilen ve kagit elektroforezinde euglobulin
fraksiyonunda tesbit edilen bir antikor oldugunu bildirdiler. Sperm agliitininlerinin
spermatozoa'lara spesifik oldugu, BI’IU‘{)SIE lokosit ve trombositleri agliitine etmedigini
saptadilar (3).
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Evli ciftlerden yaklasik %10-15'1 gebeligi arzuladiklann halde infertildirler. Infertil
ciftlerden %10-20 sinde nedenin bulunmasi icin yapilan tetkiklerinde anormal bir bulguya
rastlanmaz; erkekte semen analizlerinin normal oldugu, kadinda adectlerin diizenli, uterus
kavitesi ve postkoital testlerin normal oldugu, peritubal adezyon veya endometriosis
bulunmadigi ve fallop tiblerinin acik oldugu tesbit edilir. Bu ¢iftlerde korunmaksizin
vapilan diizenli seksiiel iligkiye ragmen bir y1l i¢cinde gebelik meydana gelmemesi halinde
"aciklanamayan infertilite - unexplaned infertility” denir. Aciklanamayan infertilite
vakalarmin bilyilk ¢ofunlugunda ise immiinolojik faktérler sorumludur (9,10,11). Infertil
ciftlerin incelenmesinde, erkeklerin %7 ve kadinlarin %13 iinde antisperm antikorlar tesbit
edilmistir. Infertil erkeklerde %14 germinal hiicre antikorlari, %21 sperm antikorlan ve
%33 makrofaj inhibitér faktdrleri saptanmistir. Normal kisilerde bu degerler %5
civarindadir (16). Giingér ve ark. infertil ciftlerde Franklin-Dukes mikroagliitinasyon testi,
Sperm immobilizasyon testi ve indirekt floresan antikor testlerini karsilastirmaslar ve
sirastyla %33, 3, %17.9 ve %51.06 oraninda pozitiflik saptamiglardir (23,24).

Ceyrek asir once Franklin ve Dukes tarafindan agiklanamayan infertiliteli kadinlarin.

%79 unda antisperm antikorlarin bulundugu bildirilmistir (12). Yapilan arastirmalarda
tavsan, fare gibi bircok ferul hayvandan ve insanlardan elde edilen serumlarda kendi tiirleri
ve daha az derecede de diger tiirlerin spermlenn 1le reaksiyon veren antikorlar bulundugu
gorilmustir (9). Bilindigi gibi spermatozoa'larda c¢esitli antijenler bulunmaktadir.
Spermatozoa'larin bu antijenik etkilerinden korunmada, erkek iiretim sistemindeki
epitelyal hiicre barierleri ve seminifer tubuluslardaki sertoli hiicrelerinin birbirlerine sikica
yapisarak olusturduklar: kan-testis barieri dnemli roi oynamaktadir. Bu antijenlere karsi
dogal olarak antikorlar olusabildigi gibi erkeklerde kan-testis barierini bozan herhangi bir
neden (Vazektomi, vazektomi benzeri difer proses'ler, testislerin irridiasyonu, travma,
ireme kanallarina ait kanallarin obstriksiyona ugramasi, enfeksiyonlar, enflamatuar
reaksiyonlar) kadinlarda ise sperm ve antijenik 6zellikteki seminal sivi ile Kronik
karsilasma ya da enfeksiyon ve enflamatuar reaksiyonlar sonucunda antisperm antikorlar
husule gelebilecegi bildirilmisur (9, 10, 13, 15, 22, 24, 27). Giingér ve ark. indirekt
immiifloresan testi ile hayat kadinlarinda 9%55.45 oraminda antisperm antikor sikhig: tesbit
etmiglerdir (22). Biitiin bu olaylar sonucunda erkekte sperme Kkarsi otoimmiinizasyon ve
otoantikorlar, kadinda izoimmiinizasyon ve izoantikorlar meydana gelir. Ayrica
homosekstiiel erkeklerde yapilan arastirma sonuclarina gére oral ya da anal iligki sirasinda
spermin gastrointestinal sisteme birakilmas: neticesinde de antisperm antikorlar
olusabilmektedir (10, 24). Erkekte otoimmiin antikorlar sperm agliitinasyonu ve
immobilizasyonuna yol acabilirken kadinlarda servikal mukusun spermiumlar taralindan
delinebilmesini giliclestirmektedir. Fertilite bozulusunda hiimoral immiinite disinda baska
immiinolojik olaylar da meydana gelebilir. Son zamanlarda sperme kars: selliiler immiinite
ve ovumun zona pellucida'sina karsi olusan hiimoral immiiniteye dikkat ¢eken yayinlar
vapilmaktadir (10, 14).

Kadinlarda sperme karsi meydana gelen izoimmiinizasyonla ilgili bilgiler
crkeklerdekine gore cok azdir. Kadin iireme sistemi scksiiel aktivite siiresince immiinolojik
olarak yabanci sperm hiicreleri ile tekrarlanan sayilarda karsilagsmakta ancak az sayidaki
kadinlarda sperme karsi antikorlar meydana gelmektedir. Bir¢ok kadinda sperme karsi
immiin cevabi inhibe eden bazi fakidrlerin oldugu ve seminal sivida da birkag
immiinsupressif faktdriin bulundugu bildirilmistir. Bunlardan birinin in vitro lenfosit
fonksiyonu tizerinde genis spectrumlu immiinsupressif etkiye sahip oldugu mitojen, antijen
veya allojenik hiicrelerce stimiile edilen T hiicrelerinin proliferasyonunu inhibe ettigi
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saptanmig, ayrica bunun B hiicrelerinden in vitro sartlarda T hiicrelerine bagimli ya da
bafimsiz antikor yapimimi da bloke ettigi gosterilmistir. Seminal plasma cesitli
proteazlar ve proteaz inhibitorleri kapsar. Bu nedenle seminal plasma ile inkiibe edilen
serumda kompleman aktivitesi azalir. Seminal plazma bu etkileriyle spermi, kadm {iretim
yollarindaki immiinolojik etkilerden korur. Cinsel iliski (Coitus) sonunda kadin iiretim
yollarinda buyiik sayilarda kalan sperm hiicrelerinin, makrofajlar tarafindan fagosite
edilmesi de kadini sperme kargi immiinizasyondan korur.

Seminal plazma cesitli antijenik maddeler 6zellikle enzimler, enzimatik proteinler ve
nonprotein maddeler ihtiva eder. Serumdakinden daha diisiik miktarlarda immiinglobulin
(Ig) ler kapsar. IgG (7-13 mg/dl) ve IgA (2-6 mg/dl) bulunurken IgM normalde bulunmaz.
Vazektomi sonrasinda ortaya gikar. Seminal plazmada bulunan ve sperm agliitinasyonuna
yol acan antikorlardan ¢ogu IgA iken, immobilizan antikorlar predominant olarak IgG
simifindandir (9). IgA'nin servikal mukusta sperm penetrasyonu iizerinde en fazla inhibitsr
etkiye sahip antikor simifi oldugu bildirilmektedir (26). Sonu¢ olarak spermin servikal
mukus i¢ine girisi, sperme karsi olusan otoantikorlar nedeniyle bozulur. Hastanin infertil
olugsunda antisperm antikorlarin roliiniin olup olmadigi, spermle servikal mukus arasinda
meydana gelen reaksiyonu goézlemeckle, klinik olarak anlagilabilir (10, 29). Bu isleme
sperm-cervical mucus contact (SCMC) testi denir. Kontrol olarak fertil donérlerin servikal
mukus ve semeni kullanilirsa oto-yada izoimmiinite nedenleri hakkinda bilgi de
saglanabilir. SCMC testi, post-coidal test (PCT) gibi sadece otoimmiinite bakimindan
prognostik bilgi saglamaz, meydana gelen reaksiyon siddetine gore servikal mucus
icindeki antikor titresi hakkinda da bilgi verir (10, 17).

MATERYAL ve METOD

S.U.T.F. Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji ABD immiinoloji laboratuarina
infertile nedeniyle bagvuran 63 evli ciftten kan &rnekleri alindi. Bu kanlann santrifiije
edilmesiyle elde edilen serumlar -23°C de saklandi. Antisperm antikor'lar1 tesbit igin
"ELISA anti-sperm antibody kit" i (Zer Science Based Industries Ltd. Jerusalem, Israel)
kullamldi. Bir kit i¢inde 96 kuyucuk bulunmas: nedeniyle hastalar iki ayri gruba ayrilip,
pozitif optik dansite degerleri farkli (birinci kitte 0.4, ikinci kitte 0.2) iki kitle caligildi.
Dért kez dilie edilen serum orneklerinden 50 pl alinarak, sperm antijenleri ile kaplanmus
olan kuyucuklara eklendi. Inkiibasyon ve yikama etaplarindan sonra baglanan antikor
(IgG) miktar1, kovalent olarak alkali fosfataz enzimine baglanmis antihuman antikorlar
(IgG) ihtiva eden konsantre enzim solusyonuyla &lciildii. Yikama islemlerinden sonra
substrat (p-nitrophenyl phosphate) cklenip inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonucunda

stop solusyonu (3 N NaOH den her kuyucuga 50 pl) kondu. Meydana gelen renk
yogunlugundaki defisim, bir mikro ELISA okuyucusu (Microplate reader Model EL308,
Bio-Tek instruments inc. Winooski, Vermont) ile 405 nm de okundu.

BULGULAR

Infertil ciftlerin herbirinden alman toplam 116 (58 ¢ift) serum 6megi, S.U.T.F.
Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji immiinoloji laboratuvarinda ELISA metodu ile
degerlendirildi. ELISA testinde 405 nm de okunan absorbans degerlerinden, kit
prospectus'tinde (8) bildirilen optik dansite deferden daha bityiik olanlari pozitif kabul
edildi. bu sekilde ¢alisilan serumlardan 15'inde (%12.9), test pozitif sonu¢ verdi.

TARTISMA

Antisperm antikorlar1 tesbit i¢cin yaygin olarak kullanilabilecek nitelikte bir test
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heniiz yoktur. Taramalarda Mikst aglitinasyon reaksiyonu yada Tray agliitinasyon testi
kullamlabilirse de en uygun test, Immunobead tinaing tests-IRT yontemidir (10, 15, 18).
Biyopside testis histolojisi normal bulunan infertil erkeklerin ~rumlaninda IBT ile yiiksen
titrelerde ASA tesbit edilmistir. (27). Mikst agliitinasyon .caksiyonu, spermatozoa’lar
yiizeyindeki Ig'leri tesbit cdebilir. Serum veya seminal plazmadaki antikor miktarlan ise
tray agliilinasyon testi ile saptanmaktadir. Antikorlarin normal iireme siireci iizerindeki
etkileri SCMC testi ile degerlendirilebilmektedir (26, 29). Agliitinasyon metodlari
nonspesifiktir, givenilir degildir ve kapsadiklanni Ig izotiplerini tamimlamaz. Tray
agliitinasyon testi digindaki agliitinasyon testlerinden higbiri, spermin ha..zi bdliimiine
antikorun baglandigim géstermez. IBT, oldukga spesifik bir testtir. Burada kullanilan
immiin boncuklar (immunobead); insan IgA, IgG ve IgM'sinin sirasiyla o, B ve n

zincirlerine kovalent olarak baglanmig tavsan antikorlarindan ibaret 5-10 pm lik
poliakrilamid kiirelerdir. Sperm immiinglobulin kaph bu boncuklarla inkiibe edilir, ve daha
sonra hareketli spermlerin boncuklar iizerindeki spasifik bélimlere yapigmalan izlenir.

Sperm immobilizasyon testi ve spermositotoksik antikor mikroassayleri, komplemana
bagimh immobilizan ve sitotoksisite'yl tesbit eden spesifik metodlardir. Kompleman
fiksasyonu yapmyan IgA isotiplerine karsi sperm immobilizasyon testinin duyarsiz
oldugu ve sperm bagma baglanan antikorlarin sperm immobilizasyonuna sebep olmadig1
gosterilmistir. Bu nedenle antisperm antikor aktivitesinin tesbiti i¢in gilivenle
kullamilabilirse de bazi antisperm antikorlara duyarsizhiklari ve sperme baglanan antikor
boliimiini belirliyememeleri sonucu kisith kullanilmaktadr.

Immiinfluoresan metodu; sperme baglanan antikor bdlimiinii belirlemekte ve internal
sperm antijenleri ile de agliitinasyon vermesi sonucu, yiiksek sayida yanhs pozitif sonug
vermekte ve fertilite durumu ile zayif korelasyon gostermektedir. Sperm destriiksiyonu
sonucu olusan internal antijenlerin, infertiliteyle ilgileri yoktur. Sonug¢ olarak rutin klinik
taramalar icin yararh bir metod degildir.

1lk kez Engvall ve Perlman tarafindan tanimlanan ELISA testi, kisa siire icinde yaygin
halde kullanilmaya baslanmig ve antisperm antikorlar dahil cesitli amaglara adapte
edilmistir. ELISA'nin, antisperm antikorlan tesbitte kullamilan diger testlere iistiinliikleri;
daha duyarh olusu, hem zaman hemde kullanilan reajenler yoniinden daha ekonomik
olusudur. Bdylece cesitli sayidaki test materyalleri hizli ve etkili bir sekilde
incelenebilmektedir. bu arzulanan ézellikleri yaninda, ELISA'nin 6nemli bir dezavantaji
diger anti-sperm antikor testleri sonuglan ile korelasyon gostermemesidir. ELISA
metoduna ait sonuclar,’bir¢cok arastirmaci tarafindan cesitli metodlarla karsilagtinlmis
ELISA ile farkli yapidaki antikorlarin &lciildiigtinii ve bu yiizden diger testlerle korelasyon
gostermedigi sonucuna varilmsur (4, S, 6, 7, 9, 21, 27).

ELISA metodunda, sperm yiizeyindeki human immiinglobulinlere baglanabile
enzimle isarctlenmis bir antiglobulin kullanihr. Enzim mevcudiyeti tesbit edilebiir ya da
enzim substrat ekleniginden sonra kalorimetrik olarak &lgiilir. Hem sperm hem de sperm
membran ekstreleri ile reaksiyon verir. Cesitli antijenlere karsi reaksiygn sonucu yanhs
pozitif ve negatif sonu¢ alinmakta infertilite ile klinik korelasyon gdstermemektedir.
Klinik olarak onemli antijenler tesbit ve izole edilinceye kadar, bu testin antijen tesbiti
amaciyla klinik kullammi simrhdir (4, 10). Fumutaka ve arkadaslan piyasada mevcut bir
ELISA kiti (ELISA anti-sperm antibody kit, Zer Science Based Inc.) ni, Sperm
immobilizasyon testi ile karsilastirmiglar, 83 infertil kadin ve 29 kontrol bireyine ait
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serumu kullanmglar ve infertil hastalarin %24 iinde ve kontrol grubuna ait kadmlarin %10
unda ELISA testi ile antisperm antikorlari1 pozitif bulmuslar buna kargin,” sperm
immobilizasyon testinde infertil kadinlarin ancak %15 inde pozitif sonuc almiglar fakat
kontrol grubunda hicbir pozitiflik saptayamamislardir. Yine aym ¢aligmada postkoital
testte servikal mukusta saptanan hareketli spermlerin sayis1 ile sperm immobilizasyon
testi arasinda ilgi bulunmus fakat ELISA ile postkoital test arasinda da bir korelasyon
bulunamamustir. Aym serumlarla yaptiklan paralel ¢ahsmalar sonucunda ELISA testi ile bir
seri, farkli antikorlarin etkilestikleri ve bu nedenle antisperm antikor tesbitin de ELISA
testine giivenilemeyecegini vurgulamislardir (4).

ELISA testi semen, serum veya diger vucut sivilarinda bulunan sperm ekstreleri yada
sperm yiizeyine karsi olusmus antikorlar: tesbit etme amaci diginda infertil kadinlarda
dolasan immun kompleksleri tesbit igin de kullanilmaktadir. Semende direkt ve indirekt
ELISA testleri ile kantitatif antisperm antikor tayinleri karsilagstrilmis fakat 6nemli bir
fark bulunamamistir (19).

Immiinolojik infertilite alaninda heniiz belirli bir tedavi sekli yoktur. Kadinlardaki
antikor titresini diisiirmek amaciyla kondom onerilmistir (9, 10, 1o, 22, 25). Kondom'un
spermle karsilasmay: azaltarak antikor titresini diistirdiigii, fakat etkinlifinin halen
kamitlanamadig1 bildirilmistir. Adrenal kortikosteroidlerle immiinsupresyon &nerilmis,
fakat cesitli caligmalarda degisik sonuglar alimmistir (23). W.F. Hendry ve ark.
prednisolon alan erkeklerin partnerlerini izlediklerinde 9 ayda %31 oraminda gebelik oram
elde etmislerdir. Bu sonug prednisolonun seminal plazmadaki antikor diizeyini diisiirmesi
ve buna bagh olarak da sperm hareketliliinin artisina bagh olabilir. Sperm {izerindeki
antikorlarin, spermi yikamakla uzaklastinnlmasi ve yikanmig spermlerin intrauterin
verilmesi sonucu gebelik meydana getirilmistir (20). Ancak yikama islemi ile antikorlarin
spermden uzaklastirlmalar zordur ve zaten antikora sahip bu kadinlarda servikal kanalda
da antikorlar bulunmaktadir. Bu nedenle kadina ait infertilitede bu yontemin de degeri
simirhdir, erkek infertilitesinde yararhi olabilmektedir. Erkek ve kadin infertilitesinde
sperm, oosit ve antikor arasindaki etkilesimden korunarak gebelifi saghyan etkili bir
yontemin in vitro fertilizasyon yontemi oldugu bildirilmektedir (11, 28).
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