T.C.
ULUDAG UNIVERSITESI
VETERINER FAK. DERGISI
Sayi: 1-2-3, Clit: 5-6, Yil: 6-7
(1986-1987)

INEKLERDEKI KIM! INFERTILITE OLGULARI ILE
ANTI-SPERMA AGLUTININLERI ARASINDAKI
ILISKILER UZERINDE CALISMALAR

Hazim GOKCEN*
Ahmet MINBAY**
Erol CEKGUL***
Tayfun CARLI****

OZET

Boga spermasina karsi agglutinin'lerin varlig: jelatin spermagglutinasyon testi
ile saptandi. Calismada Karacabey Tarim Igletmesindeki donmus sperma laboratu-
vart bogalar: ve igletmenin inekleri materyal olarak kullarlds.

Spermagglutinasyon testinde antijen olarak taze ve donmusg spermalardan ha-
zwlanan, 50 x 1 0° spermatozoon/ml konsantrasyona ayarlanmig sperma solusyonun
egit miktarda % 5 jelatinli tuzlu su karigimi kullaruld: (20-30 x 10° spermatozoon/
ml) Spermagglutinin'ler, boga kan serumu, boga seminal plazmasi; diive, gebe inek
ve kisir ineklerin kan serumlart ve servikal mukus'larinda arandi. Test igin once, plas-
tik hemaglutinasyon kaplarmdaki ¢ukurlara antikor i¢eren materyalin % 2.5 jelatin-
li tuzlu suda iki katlh sulandirmalart yapild:. Sonra serum sulandirmalarinda 50 mik-
rolitre ayr bir ¢ukura alindi ve iizerine 50 mikrolitre sperma antijeni ilave edilerek
kanistirildi. Karigim bir kapillar pipete emdirildikien sonra cam macuna batirilip
oda derecesinde iki saat inkube edildi. Kapillar tipte flakulasyon olugmas: pozitif
reaksiyon olarak degerlendirildi.

Antisperma agglutinin'leri boga seminal plazmasinda 0-1 : 4; boga kan seru-
munda 0-1 : 8; gebe inek kan serumunda 0-1 : 2; diive kan serumunda 0-1 : 4 ve kisir
ineklerde 1: 8-1: 32 arasi titrelerde bulundu. Kontrol tiiplerde reaksiyon goriilmedi.
Servikal mukus vizkositesi giderlerilemediginden spermagglutinasyon testleri
yapilamadi.

Kusir ve donen ineklerin kan serumlarinda yiiksek titrede spermagglutininleri-
nin saptanmasi, kimi kisirhk olgularinda spermagglutinin'lerinin etkisi olabilecegi
kanisini vermektedir.
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SUMMARY
Studies on The Relationship Between Presence of Anti-Sperm Agglutinins and
Some Cases of Infertility

Presence of high titer agglutinins in some infertile cow serums against bull
sperm were determined by spermagglutination test. Fresh and/or frozen semen was
diluted a concentration of 50 x 10° spermatozoa/mlin physiologic saline. An equal
volume of semen solution and 5 % gelatin solution in physiologic saline was mixed
to prapare antigen. Blood serum and seminal plasma of bulls and blood serums
obtained from heifers, pregnant cows and infertile cows and some cervical mukus of
cows were used as agglutinin sources. For the test double dilution of the serum
samples were made in physiologic saline containing 2.5 % gelatin. In plastic hemagglu-
tination wells 50 microlitre of each serum dilution was placed in a clean well and
equal volume of sperm antigen (20-30 x 10° spermatozoa/ml) was added to each
well and the contents mixed gently. The mixture in each well was allowed to rise
and fill into the capillary tube. The tubes are placed upright in clay and are incubated
at room temperature. Results were recorded at 2 hours. The appaerence of white
floccules along with clearing of the suppending medium was evaluated as pozitif
reaction. The lowest anti-sperm agglutinins were determined in blood serum of
pregnant cows and heifers. Agglutinins were detected in some blood serums of bulls
and cows. Increased titers of agglutinins (1: 32) were found in infertile cows.
Presence of high titer of spermagglutinins in most of infertile cows might be an
explanation of some cases of infertility in cows.

GIRIS

Hayvanlarda en 6nemli verim délverimidir. Ekonomik degeri olan et, siit, ya-
pag gibi verimlerin siireklilifi ancak dolveriminin ustinliigii ve devamhhig ile ger-
ceklesebilir. Dolverimi diigiikliigli (infertilite) hayvancilik igletmelerinde verimi do-
layisiyla geliri azaltici 6nemli sorunlardan biridir.

Ineklerde infertilite nedenleri ¢ok cesitlidir. Bunlar arasinda herediter, iglev-
sel (andstrus, subdstrus, kalici corpus luteum, luteal ve follikiiler kistler v.b.), enfek-
siyoz hastahklar, bakim ve beslenme bozukluklan gibi nedenler sayilabilir® *2 . Giinii-
miizde yukarida sayilan bu nedenlerin bulunamadi1 durumlarda bile yapilan ¢ok
sayida tohumlamaya ragmen kimi ineklerde gebe kalamama (repeat breeder) olgula-
rinin goriilmesi dikkat cekicidir® .

Son yillarda yukarida belirtilen nedenlere bagh olmayan infertilite olgulari
immun tepkiler yoniinden incelenmekte®*®+” ve gelistirilen tekniklerle bogalarin
kan serumu ve seminal plazmalarinda otoantikorlarin varli®, ineklerin kan serumu
ve servikal mukus'unda spermatozoon'lan aglutine edici faktorlerin saptandigh bil-
dirilmektedir®+1 9+ 112,

Spermatozoon'larnin antijenik Ozellikleri ve spesifik antikorlarin olugmasina
neden olduklan bilinmektedir'+*#+!5  Reprodiiktif sistem hiicrelerinin antijenik
uyarimlan ile olusan otoantikor ve isoantikorlar ile insan ve hayvanlarda goriilen
infertilite olgulan arasindaki iliski iizerinde durulmaktadir.'®+17-1% 1ingan ve hay-
vanlarda infertiliteye yol acabilecek oto-immunizasyon ve iso-immunizasyon olus-

masinda sperma seminal plazmasi ve difer yapilar antijenik uyarima neden ola-
bilmektedir!3+12.192.20
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Sperma cesitli komponentlerden olusan komplex bir antijenik yapiya sahip-
tir’°. Spermatozoonlar ve seminal plazmada bulunan antijenik maddeler bireylerde
immun sistemin geligmesinden ve toleransin olusmasindan sonraki dénemde gekil-
lendiklerinden bu maddeler viicut icin yabanai madde oOzelligi tasimak-
tadll‘ls“l 5.,20,21 .

Spermatozoonlar olustuklar: andan ejekiilasyona kadar normal kogullarda kan
dolasimindan uzak tutulurlar, Kan ve testisler arasindaki dogal yapisal engeller sper-
ma antijenlerinin immun sistemi uyarmasina olanak vermez. Ancak bu dogal engel-
lerle olusan ciddi zedelenmeler sonucu sperma antrjenlermm immun sistemi uyar-
masi ve otoimmunizasyon gergeklesmektedir! ®+2?,

Sperma antikorlarinin saptanmasinda uygulanan serolo;:k testlerin temelini
aglutinasyon yontemi olusturmaktadir. Franklin ve Dukes uyguladiklan tiip aghuti-
nasyon testinde serum sulandirmalanina sperm ilave ederek 37°C'de 1-2 saat inku-
basyon sonunda tiip dibinde aldiklan bir damla karnsimi lam iizerinde incelemisler
ve aglutinasyon saptamiglardir??. Jelatin aglutinasyon testini geligtiren Kibrick ve
arkadaglan, spermatozoonlan % 5 jelatin igeren bufferli tuzlu suda antijen olarak
hazirlamiglar ve esit mikiarda serum sulandirmalan ile sperma antijenini kapillar
tiiplerde birléstirerek spermatozoonlann flokulasyonunu makroskopik olarak goz-
leme olanagmi bulmuslardir®® . Daha sonralan gelistirilen Tray aglutinasyon testi’*
ve sperm immobilizasyon yontemleri?® cesitli arastirmalarda kullamilmigtir.

Hayvanlarda infertilite olgularinin immunolojik yonden incelenmelerine de-
neysel ¢alismalarla baglanmigtir. Diiveler iizerinde yapilan bir caligmada arastinicilar
homolog antisperma serumu ile karistirilan sperma ile sun'i tohumlama uygulanan
diivelerin gebe kalmadiklarini ortaya koymuslardir?©, Inek ve tavsanlar iizerinde ya-
pilan bir arastirmada Menge ve arkadaslan serurmn ve vaginal mukusta antisperm
agglutinin titrelerini gelatin agglutination yontemi ile saptamiglar ve ineklerde to-
humlamadan once antisperma serum ile spermalarin karistirilmasinin fertilizasyonu
engelledigini bildirmislerdir! ' . Diger deneysel gahgmalarda sperma ve testis mater-
yali ile iso-immunize edilen ineklerde infertilite olusturuldugu®®, sperma ve embri-
yo materyali ile iso-immunize edilen diivelerde erken embriyonik dliimlerin meyda-
na geldigi ortaya konulmustur'”. Griffin ve arkadaslan, sperma sulandinimasinda
kullamilan yumurta sarisina kars: olusan antikorlarn ineklerin vagina, uterus ve kan
serumlarinda saptandigini bildirmisler ve yiiksek antikor titresi goriilen ineklerde
fertilite oraminin diistiigiinii ileri stirmiislerdir® 7 . Spermaya karsi oto-aglutininler bo-
ga kan serumunda da saptanmugtir. Aragtincilar fertilite yoniinden oto-aglutinin bu-
lunan bogalarla oto-aglutinin saptanmayan bogalar arasinda fark bulunmadifim
bildirmiglerdir? ®

Arastirmalar servikal mukusun spermaglutination aktivitesi gosterdigini orta-
ya koymaktadir. Infertil ineklerin servikal mukusu ile yapilan bir cahgmada santri.
fiij ile mukustan aynlan materyalde sperma aglutine aktivasyonunun daha fazla ol-
dugiu saptanmigtir®® ;

Karacabey Tarim Isletmesi Donmus Sperma Laboratuvarinda yiiriitiilen bu
calismada Jelatin Spermaglutinasyon Teknigi uygulanarak bogalarn kan serumu ve
seminal plazmasinda oto-antikorlarin ve ineklerin kan serumu ile servikal mukus'un-
da iso-antikorlarin saptanmas) ve iso-antikorlarla kimi infertilite olgular arasindaki
iligkilerin incelenmesi amaglanmigtir.
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MATERYAL VE METOT

Cahismada Karacabey Tarim fsletmesi Donmus Sperma Laboratuvan bogala-
rinin taze ve dondurulmus spermalar ile igletmede yetigtirilen ineklerin kan serum
ve servikal mukuslan kullanildi. Bogalardan sperma ya taze olarak sun'i vajenle alin-
di ya da sperma numunesi olarak payetlerde dondurulmus sperma kullanild. Servi-
kal mukus ise kateterle servix'ten alinda.

Repeat Breeder ineklerin se¢iminde genellikle Tarim lgletmesinde yapilan sun'i
tohumlamalardan 5-6 kez donmeleri ve rektal muayenede fertiliteye engel herhangi
bir bozukluklann bulunmamalan dikkate alindi. Gebe ineklerin se¢ciminde ise rektal
muayene ile gebelik kontrolu yapildi ve gebe olan ineklerden yeterli sayida aragtir-
maya ahndi. Diiveler yaslarina gore hig sifat almamislar arasindan sec¢ildi. Otoan-
tikorlar taze sperma alhnan bogalann sperma plazmasi ve kan serumlarinda sap-
tandi.

Oto ve isoantikor saptanmasinda jelatin spermaglutinasyon testi kapillar tiip-
lerde uygulandi’®. Bogalarin taze veya dondurulmus spermalarindan hazirlanan
50 x 10° spermatozoon/ml konsantrasyona ayarlanmis sperma solusyonu egit mik-
tarda % 50 jelatinli tuzlu su ile kangstirlarak test antijeni hazirland: (20-30 x 10°®
spermatozoon/ml). Boga kan serum ve seminal plazmasi, inek kan serum ve servikal
mukusu oto ve iso-aglutinin materyalini olugturdu.

Jelatin Spermaglutinasyon Testinde plastik hemaglutinasyon kaplarindaki gu-
kurlarda once test materyalinin % 2.5 jelatinli tuzlu suda iki kath sulandirmalan ya-
pildi. Her bir sulandirmadan 50 mikrolitre test cukurlanina aktamnldi. Her bir sulan-
dirma iizerine 50 mikrolitre sperma antijeni ilave edildi ve kanstinldi. Kanigim bir
kapillar pipete emdirildikten-sonra pipetler cam macuna dikine batirildi. Oda dere-
cesinde iki saat inkubasyondan sonra reaksiyon okundu. Kapillar tiiplerde flakulas-
yon olugmasi pozitif reaksiyon olarak degerlendirildi.

BULGULAR

Dokuz boga kan serumu ve seminal plazmalarinda kendi spermatozoonlarina
kars: aglutinin varligmin incelenmesinde ii¢ boga kan serum spermaglutinasyon tit-
releri 1: 2, 1: 8 ve 1: 8 bulundu. Incelenen seminal plazmalann besginde oto-agluti-
nin'ler saptandi. Seminal plazma sperm aglutinin titreleri dort bogada 1: 2, bir boga-
da 1: 4 hesaplandi. Kontrol testlerde reaksiyon goriilmedi (Tablo: I).

Toplam 32 inek kan serumu iso-aglutinin yoniinden incelendi. Bes diive, bes
dofum yapmis heniiz tohumlanmamis inek, onbir gebe ifiek ve onbir infertil inek
kan serum iso-aglutinin titreleri Tablo II ve Tablo 1II'de 6zetlenmistir. Tablolardan
da goriilecegi gibi, beg diiveden dordiinde titreler 1: 2-1: 4 arasinda bulundu. Bir dii-
ve kan serumunda reaksiyon goriilmedi. Dogum yapmus inek kan serumlarinda ben-
zeri diigiik titreler goriildii. Gebe ineklerin besinde iso-aglutinasyon goriilmedi, dor-
diinde 1; 2, bir inekte 1: 8 titre hesaplandi. Infertil onbir inegin kan serum iso-aglu-
tinin titrelerin en diigiik 1: 4 ve en yiiksek 1: 32 hesaplandi. Degisik sperm antijen-
lerle tekrarlanan testlerle de sperm-aglutinin titreleri yiiksek bulundu.
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Tablo: |
Bogalarin Kan Serumu ve Seminal Plazmasinda Kendi
Spermatozoon'larina Karst Oto-Aglutinin'lerin Varlig:

SPERMAGLUTINASYON TIiTRELERI
BOGA NO: KAN SERUMU  SEMINAL PLAZMA KONTROL*
624 1:2 1:2 —
169 —kk 12 -
769 - 1:2 -
435 1:8 - . —
880 = — =
733 == - —
738 1:8 = -
605 — 2 1:2 ==
684 — 1:4 —

* % 2.5 Jelatinli Tuzlu Su + Sperma Antijeni
** (—): Reaksiyon goriilmedi.

Tablo: 11
Diive, Dogum Yapmis ve Gebe inek Kan Serumlarinda Boga Spermatozoon'larina
Karsi Iso-Aglutinin'lerin Varhg

iSOAGLUTINASYON TITRELERI

INEKLER BOGALAR
NO: NO: 1:2 1:4 1:8 -~ 1:16 1:32 1:64
640/85 (D) 435/84 + — —_ — - —
642/85 (D) 733/84 — — - — = —
627/85 (D) 010/73 + L — — — —
672/85 (D) 010/73 + G 2 = = = =
692/85 (D) 435/84 + e — o — ..
431/84 (DY) 435/84 + o - — - -
592/83 (DY)  733/84 + - - - — —
450/84 (DY) 435/84 + -+ + — — —
12/86 (DY) 435/84 — - - e = =
231/82 (DY) 733/84 + - - — - -
91/80 (G) 435/84 + — — —_ =
341/77 (G) 435/84 + - - = = —
506/83 (G) 733/84 + - — — — -
86/83 (G) 109/85 + -+ -+ — — .
459/79 (G) 109/85 — —_ — = — =
289/83 (G) 109/85 — - — = = -
178/81 (G) 603/81 — - —_ e 5= =
69/79 (G) 435/84 - - = - 2= —
474/79 (G) 603/81 — - s e . o=
370/79 (G) 58/83 + - - - — -
399/78 (G) 58/83 + - — = - —

+  Pozitif reaksiyon

— Reaksiyon goriilmedi.
D Diive

DY Dogum yapmis inek
G Gebe
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Tablo: T11
Ineklerin Kan Serumiarinda Iso - Aglutinin'lerin Varlig

iSO — AGLUTININ TITRELERI
iNEK NO: BOGA NO: 1:2 1:4 1:8 1:16 1:32 1:64
636/74* 614/81 + + + - -
T34/77* 614/81 + + + — — —
482/84%* 58/83 + + + = i —
445/78%* 58/83 - - + - + -
474/84 738/84 + + + — — -
554/84 605/84 + + + + + -
‘| 421/84 684/84 + + + + — —
265/84 738/84 + + + sy = =
204/82 684/84 + + - — L s
530/84 010/84 + + s - - -
278/77 010/84 + + + — —_ -

* 605/81 No. lu boga sperm antijeni ile aym titre verdi.
** Degisik 5 boga sperm antijeni ile benzer titre verdi.

TARTISMA VE SONUC

Ineklerde bagkaca bir nedeni saptanamayan infertilite olgularinda immunolo-
jik reaksiyonlarin etkili oldugu insan ve hayvanlarda yapilmis ¢alismalaria ortaya
konmusgtur!®:15:16.19.21.29% jneplerden basanli bir ddlverimi almabilmesinin
kosulu her ikisi de canhi ve fertil olan spermatozoon’la ovum'un uygun yer ve kosul-
larda birlesmesi yani basanl bir fertilizasyondur.-Spermanin immun sistemi uyar-
masi sonucu olugan humeral ve hiicresel immun tepki, spermatozoon'larin immaobi-
lize olmas, servikal kanaldan geciginin ve ovum membramna tutunmasinin engellen-
mesi suretiyle olusmaktal ? ve fertilizasyon sonrasi embriyo oliimlerine neden
olmaktadr! 7.

Immunolojik caligmalarda infertil kadmlann ve ineklerin kan serumliarmnda
spermatozoon 'lari aglutine edici faktorlerin varhg saptanmigtar®® 2% 26,29 yup,
lan ¢alismalarda oto-aglutinin'lexin varhgi kKimi bogalarda saptanmsg, kimi bogalar-
da da gorilmemistir. Arastineilar bogalarda saptanan oto-aglutinin'lerin déiverimini
etkilemedigi goriisiindedir®. Infertil erkekler iizerinde vapilan ¢ahismalarda 1: 32'yi
gegen cto-aglutinin diizeyinin fertilite yoniinden énemli oldugu belirtilmektidir! .

Aragtirmamizda boga kan serumu ve seminal plazmasinda genellikle oto-aghi-
tinin saptananadi. Birkac drnekte ¢ok diisiik diizeyde oto-aglutinin goriildi. Kani-
mizea da bogalardaki oto-aglutinin'ler fertilite yéniinden biiyiik bir dnem tagima-
maktadir. Ancak Lord ve arkadaslar'® 'nin insan seminal plazmasinda immunosup-
pressive bir komponentin saptandifini bildirmeleri, bogalarin spermalarinin da bu
yonden incelenerek degerlendirilmesi gerektigini gostermektedir,

Diivelerde ve gebe ineklerde iso-aglutinin'lerin saptanmamasi veya cok diisiik
_diizeylerde bulunmalarina karsin, repeat breeder olgularinda iso-aglutinin titreleri-
nin (1: 32) yiiksek bulunmasi dikkati ¢ekicidir.
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Sonug olarak ineklerde kimi infertilite olgularinda immun tepkilerin rolii ola-

bilecegi kanisina varilmigtir. Belli infertilite nedenlerine bagh olmayan gebe kalma-
ma (repeat breeder) durumlarinda bu 6zelligin dikkate alinmas: pratik 6nlenmelerle
sorunun ¢oziimii gerekmektedir.
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