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Özet : Bu çalışmada dondurulmuş-çözdürülmüş boğa spermasında farklı glass wool (GW) filtrelerinin spermatolojik
parametreler üzerine etkinliklerinin araştırılması hedeflendi
Araştırmada farklı yüksekliklerde 3 grup filtre yapıldı. Her bir grupta farklı ağırlıklarda GW içeren filtreler oluşturuldu.
Birinci grup (Grup 1) filtreler 15 (Filtre 1A), 20 (Filtre 1B), 25 (Filtre 1C) ve 30 (Filtre 1D) mg GW 1 ml’lik plastik enjektör
tabanından 3mm yüksekliğe kadar bastırılarak hazırlandı. İkinci grup filtreler (Grup 2) 50 (Filtre 2A), 75 (Filtre 2B), 100
(Filtre 2C) ve 125 (Filtre 2D) mg GW enjektör tabanından 17mm yüksekliğe kadar bastırılarak hazırlandı. Üçüncü grup-
ta ise, (Grup 3) 150 (Filtre 3A), 175 (Filtre 3B) ve 200 (Filtre 3C) mg GW enjektör tabanından 24mm yüksekliğe kadar
bastırılarak hazırlandı. Dondurulmuş çözdürülmüş boğa spermaları santrifüj edilerek yıkandı. Yıkanan spermalar filtre
kolonlarından geçirildi. Filtrasyon öncesi ve sonunda spermatolojik özellikler araştırıldı.
Çalışmada birinci, ikinci ve üçüncü grup filtreler içinde sırasıyla 30 mg GW içeren filtre (Filtre 1D); 75 mg GW içeren
filtre (Filtre 2B); 200 mg GW içeren filtre (Filtre 3C), diğerlerine oranla daha iyi sonuçlar verdiği bulundu. Bununla birlik-
te kendi grubu içinde en iyi olan filtreler karşılaştırıldığında filtre 3C’nin daha etkin olduğu bulundu.
Sonuç olarak, farklı şekilde düzenlenen GW filtrelerinin değişik biyoteknolojik uygulamalarda boğa spermasının
separasyonu amacıyla kullanımının pratik ve ucuz bir yöntem olduğu kanaatine varıldı.
Anahtar Kelimeler: Boğa sperması, Glass wool filtrasyon, Sperma separasyonu.

Studies on Glass Wool Filtration of Frozen Thawed Bull Semen

Summary : In the present study it was aimed to investigate the effectiveness of different glass wool (GW) filters on
spermatological parameters of frozen-thawed bull semen.
In the research three filter groups at different heights were prepared. In each group, filters contain GW in different
weights were prepared. In the first group filters were prepared by pushing (Group1)15 (Filter 1A), 20 (Filter 1B), 25
(Filter 1C) and 30 (Filter 1D) mg GW gently further to a depth of 3 mm from the bottom of 1ml plastic syringes. Filters in
the second group (Group 2) were prepared by pushing 50 (Filter 2A), 75 (Filter 2B), 100 (Filter 2C) and 125 (Filter 2D)
mg GW further to a depth of 17mm from the bottom of 1ml plastic syringes. In the third group (Group 3) 150 (Filter 3A),
175 (Filter 3B) and 200 (Filter 3C) mg GW gently pushed further to a depth of 24mm from the bottom of 1ml plastic
syringes.
Frozen thawed bull sperms were washed by centrifugation. Washed sperms were filtrated through the filter columns.
The spermatological parameters were investigated before and after filtration.
In the study, it was found out that in first, second and third groups the filters including 30 mg GW (Filter 1D), 75 mg GW
(Filter 2B) and 200 mg GW (Filter 3C) were better than the others respectively. However, when the best filters in their
own groups were compared the filter 3C was found more effective than others.
In conclusion, it was found that the usage of GW filters designed in different features in varied biotechnological
applications for the separation of bull semen has been cheaper and more practical.

Keywords: Bull semen, Glass wool filtration, Sperm separation.

Giriş

Sperma kalitesi, tüm reprodüktif biyoteknolojilerde
başarı için önemli bir faktördür. Spermada anormal
ve ölü spermatozoa oranlarının fazla olması, orga-
nik ve inorganik hücre artıkları sperma kalitesini
düşürdüğü gibi; fertilite gücünü de azaltır (14). İn

vivo şartlarda, fertilizasyon potansiyeli yüksek
spermatozoa dişi genital kanalında göçü esnasın-
da seleksiyona uğrar ve en kaliteli spermatozoa ile
fertilizasyon sağlanır. Yardımcı reprodüktif teknik-
lerin gelişmesi spermanın in vitro ortamda seleksi-
yonu gerekliliğini doğurmuştur (2).

Spermada bulunan zararlı maddelerin veya
seminal plazmanın uzaklaştırılması amacıyla bir-
çok separasyon yöntemi geliştirilmiş ve halen yeni
yöntemler geliştirilmeye çalışılmaktadır. Sperma
separasyon yöntemleri genel olarak, bazı yazarla-
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ra göre, yıkama (dilüsyon ve santrifüj), sperma
subpopülasyonlarının ayrılması (yoğunluk farklı
santrifüj (percoll gibi maddelerle) yapıştırma
(filtrasyon) ve self migrasyon (yukarı veya aşağıya
yüzdürme) yöntemleri olarak dört ana grupta top-
lanmakta (11) iken bazı araştırmacılar spermanın
yapı ve motiliteye dayalı separasyon yöntemleri
olarak iki ana grupta toplamaktadır (2).

Filtrasyon yöntemlerinde temel prensip; ölü, hasar-
lı ve anormal spermatozoanın yüzeylere yapışma
özelliğinin kullanılmasıdır. Bununla birlikte, sperma
içerisinde bulunan yabancı hücrelerin, hücre artık-
larının ve anormal yapıdaki spermatozoanın filtre
matrikslerinden geçişlerinin engellenmesi ve dur-
durulması olarak tanımlanabilir (3).

Sperma filtrasyonu amacıyla genellikle cam,
polisakkarit bilyecikler ve cam yün (Glass Wool)
gibi malzemeler kullanılmaktadır. Sperma bu mal-
zemelerden oluşturulan kolonlardan geçirilerek
filtrasyon işlemi yapılmaktadır (4,5).

Bu çalışma, farklı şekilde düzenlenen GW filtreleri-
nin dondurulmuş çözdürülmüş boğa spermasında,
spermatolojik parametreler üzerine etkilerinin araş-
tırılması amacıyla yapıldı.

Materyal ve Metot

Çalışma düzeni ve filtrelerin hazırlanması

Çalışmada üç farklı grupta değişik ağırlık ve yük-
seklikte hazırlanan GW filtreleri kullanıldı.

Birinci grupta (Grup 1) 15 (Filtre 1A), 20 (Filtre 1B),
25 (Filtre 1C), 30 (Filtre 1D) mg GW (Merck Kata-
log No: K28370986 049) tartılarak, 1 ml’lik, steril
plastik enjektör içerisine tabandan 3 mm yükseklik-
te olacak şekilde yerleştirildi. İkinci grupta; enjektör
tabanından 17 mm yükseklikte 50 (Filtre 2A), 75
(Filtre 2B), 100 (Filtre 2C) ve 125 (Filtre 2D) mg
GW içeren filtreler hazırlandı. Üçüncü grupta ise
enjektör tabanından 24mm yükseklikte 150 (Filtre
3A), 175 (Filtre 3B) ve 200 (Filtre 3C) mg GW içe-
ren filtreler hazırlandı (Figür 1).

Bütün gruplarda, hazırlanan filtreler mikroskop
sahasında GW parçacıklarına rastlanmayana ka-
dar serum fizyolojik ile yıkanmıştır. Ayrıca tüm
filtreler sperma filtrasyonu öncesi Tris-sitrat (300
mOsmol) ile yıkandı.

Spermanın çözdürülmesi ve yıkanması

Aynı ırka ait, 0,25 ml’lik payetlerdeki farklı boğa
spermaları 40 °C’lik su banyosunda 20 saniye sü-
re ile çözdürüldü. Çözdürülen spermalar 1/1 ora-
nında Tris sitrat (300 mM) ile sulandırıldı. Sulandı-
rılan sperma 1800 rpm’de 10 dakika süre ile santri-
füj edilerek yıkandı. Yıkama sonrası sperma üze-
rindeki sıvı atılarak, spermatozoa peleti tekrar tris
sitrat ile sulandırıldı.

Glass wool filtrasyon işlemi

Yıkanan sperma her bir grupta bulunan filtre sayı-
sınca eşit hacimde bölünerek ıslak GW filtreleri
üzerine kondu. Filtreler, her bir uygulamada sper-
ma geçişi tamamlanana kadar % 5’lik CO2’li etüv-
de inkübasyona bırakıldı.

Spermatolojik muayene numunelerinin alınma-
sı ve değerlendirilmesi

Tüm filtre gruplarında sperma numuneleri filtras-
yon öncesi ve sonrası alındı. Alınan numuneler
spermatolojik olarak motilite, anormal sperma-
tozoa, ölü/canlı spermatozoa oranı ve yoğunluk
parametreleri açısından değerlendirildi.

Sperma parametrelerinin belirlenmesinde Tekin’in
(13) bildirdiği yöntemler kullanıldı.

İstatistiksel Analiz

Çalışmada elde edilen parametrelerin normal dağı-
lıma uygunluğu test edildi. Veriler normal dağılma-
dığı için Kruskal Wallis H varyans analizi kullanıldı;
istatistiki fark olan gruplarda farkı yaratan grubun
belirlenmesi amacıyla da Dunn’s (çoklu karşılaştır-
ma ) testi yapıldı.

Bulgular

Tüm gruplarda GW filtrasyon işlemi öncesi ve son-
rasında elde edilen spermatolojik parametreler
Tablo 1, 2 ve 3’te özetlenmiştir.

Filtrasyon sonunda, birinci grup filtreler kontrol
grubu ile karşılaştırıldığında, sadece sperma-
tozoon yoğunluğunda önemli azalmalar saptandı
(P< 0, 001) (Tablo 1). İkinci grupta ise kontrol gru-
buna göre motilite oranında artış, ((P<0,01), ölü
spermatozoa oranında (P<0,01), ve yoğunlukta
önemli düzeyde azalma gözlendi (P<0,01). Üçün-
cü grupta ise fitrasyon işlemleri sonunda kontrol
grubuna göre motilite oranında önemli düzeyde
artış, (P<0,001), ölü spermatozoa (P<0,001) ve
yoğunluk oranlarında (P<0,001) önemli düzeyde
azalma gözlendi (Tablo 3).

Figür 1. Glass wool filtresi.

Tablo 1. Birinci grup filtrelerle elde edilen spermatolojik parametreler.

 Anormal Spermatozoa Oranı (ASO), Motilite (MOT), Ölü Spermatozoa Oranı (ÖSO), Konsantrasyon (KON)
 a,b,c,d Aynı satırda farklı harfler taşımayan kolonlar istatistiki olarak farklıdır.

Tablo 2. İkinci grup filtrelerle elde edilen spermatolojik parametreler.

 Anormal Spermatozoa Oranı (ASO), Motilite (MOT), Ölü Spermatozoa Oranı (ÖSO), Konsantrasyon (KON)
 a,b,c,d Aynı satırda farklı harfler taşımayan kolonlar istatistiki olarak farklıdır.

Spermatolojik
Özellikler
n=10

Filtrasyon
Öncesi

(Kontrol)

Filtre
1A

Filtre
1B

Filtre
1C

Filtre
1D

KW (X2) P

MOT (%) Ortanca
(Min.-Maks.)

37.5a

(25-50)
40a

(30-60)
40a

(25-65)
40a

(35-60)
50a

(30-70)
6.26 P>0.05

ÖSO (%) Ortanca
(Min.-Maks.)

58.25a

(36-71.5)
53-50a

(20-67)
51.50a

(25.5-68.5)
48.50a

(31.5-62.5)
43.75a

(21.5-53.5)
6.70 P>0.05

ASO (%) Ortanca
(Min.-Maks.)

13.75a

(11-19.5)
14.75a

(6-35)
13.75a

(11-20)
16a

(8.5-23)
14.75a

(8-27.5)
1.26 P>0.05

KON
(x106/ml)

Ortanca
(Min.-Maks.)

50a

(37.5-75)
37.50a,b,c

(25-50)
30b,c,d

(25-37.5)
25c,d

(12.5-37.5)
25d

(12.5-35)
35.56 P<0.001

Spermatolojik
Özellikler
n=10

Filtrasyon
Öncesi

(Kontrol)

Filtre
2A

Filtre
2B

Filtre
2C

Filtre
2D

KW (X2) P

MOT (%) Ortanca
(Min.-Maks.)

40a

(25-50)
50a,b,c,d

(45-60)
60b,c,d

(50-80)
60c,d

(40-75)
62.5d

(50-75)
27.32 P<0.01

ÖSO (%) Ortanca
(Min.-Maks.)

55.25a

(46.5-66.5)
48.75a,b,c

(34.5-56.5)
38b,c,d

(17.5-38.5)
39.25c,d

(17.5-50.5)
34d

(20-42.5)
26.89 P<0.01

ASO (%) Ortanca
(Min.-Maks.)

12.25a

(10.5-19.5)
12a

(7-18)
10.75a

(8-15.5)
13.75a

(12-21)
13.5a

(9.5-20)
7.50 P>0.05

KON
(x106/ml)

Ortanca
(Min.-Maks.)

50a

(40-80)
26.25a,b,c

(10-40)
20b

(10-25)
12.5c

(7.5-25)
10d

(7.5-125)
34.07 P<0.01
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ra göre, yıkama (dilüsyon ve santrifüj), sperma
subpopülasyonlarının ayrılması (yoğunluk farklı
santrifüj (percoll gibi maddelerle) yapıştırma
(filtrasyon) ve self migrasyon (yukarı veya aşağıya
yüzdürme) yöntemleri olarak dört ana grupta top-
lanmakta (11) iken bazı araştırmacılar spermanın
yapı ve motiliteye dayalı separasyon yöntemleri
olarak iki ana grupta toplamaktadır (2).

Filtrasyon yöntemlerinde temel prensip; ölü, hasar-
lı ve anormal spermatozoanın yüzeylere yapışma
özelliğinin kullanılmasıdır. Bununla birlikte, sperma
içerisinde bulunan yabancı hücrelerin, hücre artık-
larının ve anormal yapıdaki spermatozoanın filtre
matrikslerinden geçişlerinin engellenmesi ve dur-
durulması olarak tanımlanabilir (3).

Sperma filtrasyonu amacıyla genellikle cam,
polisakkarit bilyecikler ve cam yün (Glass Wool)
gibi malzemeler kullanılmaktadır. Sperma bu mal-
zemelerden oluşturulan kolonlardan geçirilerek
filtrasyon işlemi yapılmaktadır (4,5).

Bu çalışma, farklı şekilde düzenlenen GW filtreleri-
nin dondurulmuş çözdürülmüş boğa spermasında,
spermatolojik parametreler üzerine etkilerinin araş-
tırılması amacıyla yapıldı.

Materyal ve Metot

Çalışma düzeni ve filtrelerin hazırlanması

Çalışmada üç farklı grupta değişik ağırlık ve yük-
seklikte hazırlanan GW filtreleri kullanıldı.

Birinci grupta (Grup 1) 15 (Filtre 1A), 20 (Filtre 1B),
25 (Filtre 1C), 30 (Filtre 1D) mg GW (Merck Kata-
log No: K28370986 049) tartılarak, 1 ml’lik, steril
plastik enjektör içerisine tabandan 3 mm yükseklik-
te olacak şekilde yerleştirildi. İkinci grupta; enjektör
tabanından 17 mm yükseklikte 50 (Filtre 2A), 75
(Filtre 2B), 100 (Filtre 2C) ve 125 (Filtre 2D) mg
GW içeren filtreler hazırlandı. Üçüncü grupta ise
enjektör tabanından 24mm yükseklikte 150 (Filtre
3A), 175 (Filtre 3B) ve 200 (Filtre 3C) mg GW içe-
ren filtreler hazırlandı (Figür 1).

Bütün gruplarda, hazırlanan filtreler mikroskop
sahasında GW parçacıklarına rastlanmayana ka-
dar serum fizyolojik ile yıkanmıştır. Ayrıca tüm
filtreler sperma filtrasyonu öncesi Tris-sitrat (300
mOsmol) ile yıkandı.

Spermanın çözdürülmesi ve yıkanması

Aynı ırka ait, 0,25 ml’lik payetlerdeki farklı boğa
spermaları 40 °C’lik su banyosunda 20 saniye sü-
re ile çözdürüldü. Çözdürülen spermalar 1/1 ora-
nında Tris sitrat (300 mM) ile sulandırıldı. Sulandı-
rılan sperma 1800 rpm’de 10 dakika süre ile santri-
füj edilerek yıkandı. Yıkama sonrası sperma üze-
rindeki sıvı atılarak, spermatozoa peleti tekrar tris
sitrat ile sulandırıldı.

Glass wool filtrasyon işlemi

Yıkanan sperma her bir grupta bulunan filtre sayı-
sınca eşit hacimde bölünerek ıslak GW filtreleri
üzerine kondu. Filtreler, her bir uygulamada sper-
ma geçişi tamamlanana kadar % 5’lik CO2’li etüv-
de inkübasyona bırakıldı.

Spermatolojik muayene numunelerinin alınma-
sı ve değerlendirilmesi

Tüm filtre gruplarında sperma numuneleri filtras-
yon öncesi ve sonrası alındı. Alınan numuneler
spermatolojik olarak motilite, anormal sperma-
tozoa, ölü/canlı spermatozoa oranı ve yoğunluk
parametreleri açısından değerlendirildi.

Sperma parametrelerinin belirlenmesinde Tekin’in
(13) bildirdiği yöntemler kullanıldı.

İstatistiksel Analiz

Çalışmada elde edilen parametrelerin normal dağı-
lıma uygunluğu test edildi. Veriler normal dağılma-
dığı için Kruskal Wallis H varyans analizi kullanıldı;
istatistiki fark olan gruplarda farkı yaratan grubun
belirlenmesi amacıyla da Dunn’s (çoklu karşılaştır-
ma ) testi yapıldı.

Bulgular

Tüm gruplarda GW filtrasyon işlemi öncesi ve son-
rasında elde edilen spermatolojik parametreler
Tablo 1, 2 ve 3’te özetlenmiştir.

Filtrasyon sonunda, birinci grup filtreler kontrol
grubu ile karşılaştırıldığında, sadece sperma-
tozoon yoğunluğunda önemli azalmalar saptandı
(P< 0, 001) (Tablo 1). İkinci grupta ise kontrol gru-
buna göre motilite oranında artış, ((P<0,01), ölü
spermatozoa oranında (P<0,01), ve yoğunlukta
önemli düzeyde azalma gözlendi (P<0,01). Üçün-
cü grupta ise fitrasyon işlemleri sonunda kontrol
grubuna göre motilite oranında önemli düzeyde
artış, (P<0,001), ölü spermatozoa (P<0,001) ve
yoğunluk oranlarında (P<0,001) önemli düzeyde
azalma gözlendi (Tablo 3).

Figür 1. Glass wool filtresi.

Tablo 1. Birinci grup filtrelerle elde edilen spermatolojik parametreler.

 Anormal Spermatozoa Oranı (ASO), Motilite (MOT), Ölü Spermatozoa Oranı (ÖSO), Konsantrasyon (KON)
 a,b,c,d Aynı satırda farklı harfler taşımayan kolonlar istatistiki olarak farklıdır.

Tablo 2. İkinci grup filtrelerle elde edilen spermatolojik parametreler.

 Anormal Spermatozoa Oranı (ASO), Motilite (MOT), Ölü Spermatozoa Oranı (ÖSO), Konsantrasyon (KON)
 a,b,c,d Aynı satırda farklı harfler taşımayan kolonlar istatistiki olarak farklıdır.

Spermatolojik
Özellikler
n=10

Filtrasyon
Öncesi

(Kontrol)

Filtre
1A

Filtre
1B

Filtre
1C

Filtre
1D

KW (X2) P

MOT (%) Ortanca
(Min.-Maks.)

37.5a

(25-50)
40a

(30-60)
40a

(25-65)
40a

(35-60)
50a

(30-70)
6.26 P>0.05

ÖSO (%) Ortanca
(Min.-Maks.)

58.25a

(36-71.5)
53-50a

(20-67)
51.50a

(25.5-68.5)
48.50a

(31.5-62.5)
43.75a

(21.5-53.5)
6.70 P>0.05

ASO (%) Ortanca
(Min.-Maks.)

13.75a

(11-19.5)
14.75a

(6-35)
13.75a

(11-20)
16a

(8.5-23)
14.75a

(8-27.5)
1.26 P>0.05

KON
(x106/ml)

Ortanca
(Min.-Maks.)

50a

(37.5-75)
37.50a,b,c

(25-50)
30b,c,d

(25-37.5)
25c,d

(12.5-37.5)
25d

(12.5-35)
35.56 P<0.001

Spermatolojik
Özellikler
n=10

Filtrasyon
Öncesi

(Kontrol)

Filtre
2A

Filtre
2B

Filtre
2C

Filtre
2D

KW (X2) P

MOT (%) Ortanca
(Min.-Maks.)

40a

(25-50)
50a,b,c,d

(45-60)
60b,c,d

(50-80)
60c,d

(40-75)
62.5d

(50-75)
27.32 P<0.01

ÖSO (%) Ortanca
(Min.-Maks.)

55.25a

(46.5-66.5)
48.75a,b,c

(34.5-56.5)
38b,c,d

(17.5-38.5)
39.25c,d

(17.5-50.5)
34d

(20-42.5)
26.89 P<0.01

ASO (%) Ortanca
(Min.-Maks.)

12.25a

(10.5-19.5)
12a

(7-18)
10.75a

(8-15.5)
13.75a

(12-21)
13.5a

(9.5-20)
7.50 P>0.05

KON
(x106/ml)

Ortanca
(Min.-Maks.)

50a

(40-80)
26.25a,b,c

(10-40)
20b

(10-25)
12.5c

(7.5-25)
10d

(7.5-125)
34.07 P<0.01
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Anormal spermatozoa oranında ise tüm filtre grup-
larında önemli düzeyde bir azalma olmadığı tespit
edildi (P> 0,05) (Tablo 3).

Gruplar kendi içlerinde motilite, ölü spermatozoa
oranı, anormal spermatozoa oranı ve yoğunluk
parametreleri kümülatif olarak değerlendirildiğinde;
Filtre 1D, Filtre 2B ve Filtre 3C’nin kendi grupları
içerisinde, diğer filtrelere göre daha etkin oldukları
tespit edildi.

Gruplar içerisinde en iyi olan filtrelerin kendi arala-
rında, spermatolojik parametreler açısından yapı-
lan kümülatif değerlendirilmesi sonucunda ise filtre
2B ve 3C’nin eşit değer taşıdığı ve dondurulmuş
boğa spermasının filtrasyonu amacıyla kullanımla-
rının başarılı sonuçlar verebileceği kanaatine varıl-
dı.

Tartışma ve Sonuç

Sperma separasyonu amacıyla, birçok yöntem
geliştirilmiştir. Bu yöntemlerden spermaya veya
kullanılacak biyoteknolojik uygulamalara uygun
olanının belirlenmesi ve yöntemin uygulanma tek-
nikleri üzerine birçok araştırma yapılmıştır
(1,6,12,15).

Günümüzde en eski en çok kullanılan yöntemler
percoll ve swim up yöntemleri olarak gösterilmekle
birlikte percoll yönteminin beşeri hekimlikte kullanı-
mının şüpheli olması ve swim up yönteminde elde
edilen sperma sayısı ve yöntemin oksidatif stresi
gibi faktörler nedeniyle yeni arayışlar oluşmuştur
(2). Bu çalışmada özellikle boğa spermasında
percoll ve swim up yöntemlerine alternatif olacak
GW filtrasyon yönteminin etkinliği araştırıldı.

Çalışmada kullanılan dondurulmuş boğa sperma-
larının çözüm sonu spermatolojik olarak kalitesinin
düşük olduğu gözlendi. Bu durumun spermanın
dondurulması, çözdürülmesi, muhafazası veya
uygulamalar esnasında meydana gelen stresten
(santrifüj ve yıkama işlemi gibi) kaynaklanmış ola-
bileceği düşünüldü.

Spermanın filtrasyonu amacıyla farklı veya aynı
türe ait spermalarda, değişik tasarımlarda (farklı
ağırlık ve yüksekliklerde) GW filtreleri kullanılmak-
tadır (5,7,8,9,12). Bu çalışmada kullanılan filtreler
hazırlanmaları esnasında cam yünün yerleştirildiği
yüksekliklere göre gruplara bölünerek değişik yo-
ğunluktaki (ağırlıktaki) filtreler oluşturuldu.

Çalışmada genel olarak veya her bir grup filtreler
içerisinde, ölü spermatozoa oranı ve sperma yo-
ğunluğu parametrelerinde azalma meydana gelir-
ken; anormal spermatozoa oranlarında önemli bir
iyileşmenin meydana gelmediği gözlendi. Motilite
değerlerinde ise separasyon öncesine göre, yine
filtre yoğunluklarına paralel bir şekilde artış olduğu
görüldü.

Glass wool filtrasyon işleminin spermatolojik para-
metreler üzerine etkinliğinin araştırıldığı çalışmalar
bulunmaktadır. Pereira ve ark. (9) pastör pipetinin
tabanından 40 mm yükseklikte 80 – 100 mg ağırlı-
ğında GW içeren filtrelerle yaptıkları GW filtrasyon
sonunda; dondurulmuş-çözdürülmüş boğa ve keçi
spermalarında yaklaşık % 19 oranında motilite
artışı elde ettiklerini bildirmişlerdir. Bu çalışmada
ise 75 ve 100 mg GW içeren filtrelerle % 20 ora-
nında motilite artışı elde edilmiştir. İki çalışmanın
motilite artış oranı olarak uyum içerisinde olduğu
düşünüldü.

Rho ve ark. (10) keçilerde in vitro inkübasyon sü-
relerini ve sperma separasyon yöntemlerini karşı-
laştırdıkları bir çalışmada 1 ml’lik enjektörlerle,
enjektör tabanından 3.5 mm yükseklikte döşenmiş,
15 mg cam yün içeren filtrelerle, filtrasyon sonun-
da separasyon öncesine oranla % 80 azalma oldu-
ğunu bildirmişlerdir. Bu çalışmada ise, 15 mg GW
içeren filtre ile boğa spermasında yaklaşık % 20
oranında yoğunluk azalması elde edilmiştir. İki
çalışmanın uyum içerisinde olmadığı, sonuçlar
arasındaki farkın kullanılan filtre, sperma türü ve
uygulama tekniği farklılığından kaynaklanmış ola-
bileceği düşünüldü.

Sieme ve ark. (12); natif at spermasında 5 ml’lik
plastik enjektörü tamamen GW ile doldurulan ve
enjektör tabanından 1.5 ml çizgisine kadar sıkıştı-
rılmış GW içeren filtreler kullanmışlardır. Çalışma-
larında GW filtrasyon sonunda motilite oranında %
14.2 artış, anormal spermatozoa oranında % 3.6-
1.5 arasında azalma, ölü spermatozoa oranında %
3.1 artış ve yoğunluk olarak yaklaşık 1/3 oranında
azalma elde ettiklerini bildirmişlerdir. Bu çalışmada
elde edilen motilite artış oranı sunulan çalışmada
elde edilen artışa göre daha düşük, anormal
spermatozoa oranındaki azalma daha yüksek bu-
lunmuştur. Bununla birlikte, yoğunluk azalması
olarak sunulan çalışma ile uyum içerisinde olduğu
düşünüldü.

Hammadeh ve ark. (6) ise insan spermasında
sperma separasyon yöntemlerini karşılaştırdıkları
çalışmalarında, GW filtrasyon yönteminin
PureSperm® ve swim up yöntemlerine oranla kro-
matin yapısı açısından daha iyi sonuç verdiğini ve
özellikle intrastoplazmik sperm enjeksiyonu uygu-
lamalarında öncelikle tercih edilmesi gereken bir
yöntem olduğunu bildirmişlerdir. Bununla birlikte,
çalışmalarında 15 mg GW içeren filtrelerle natif
insan spermasında uyguladıkları GW filtrasyon
sonunda spermatolojik olarak yoğunluk olarak %
9.9 oranında azalma, anormal spermatozoa ora-
nında % 5.8 artış elde ettiklerini bildirmişlerdir. Bu
çalışmada ise tüm grup filtrelerde anormal
spermatozoa oranında belirgin bir iyileşme belirle-
nememiştir. Bununla birlikte, 15 mg GW içeren
filtrelerle yapılan filtrasyon sonunda boğa sperma-
sında yoğunluğun insan spermasına oranla daha
fazla düştüğü tespit edilmiştir. Çalışmalar arasın-
daki farkın; tür, dondurulmuş çözdürülmüş sperma
ile natif sperma kullanımı ve uygulama tekniklerin-
den kaynaklanabileceği düşünüldü.

Çalışmada her bir grup kendi içerisinde ve kendi
arasında spermatolojik özellikler üzerine yaptıkları
etkiler değerlendirildiğinde; birinci grup filtrelerden
elde edilen sonuçlar metodun kullanılabilirliği ko-

nusunda şüpheli bulundu. İstatistiki sonuçlarda bu
doğrultudadır. Sperma yoğunluklarındaki düşme-
nin tek başına bir anlam ifade etmediği düşünüldü.
Ancak, ikinci ve üçüncü gruplarda anlamlı sonuçlar
alınmıştır. Kontrol grupları ile karşılaştırıldığında,
filtre 2D ile yeterli sonuçlar alındığı görüldü. Bu-
nunla birlikte, çalışmadaki en başarılı sonuçlar
filtre 3C ile elde edilmiştir. Bu filtre ile elde edilen
motilite oranındaki artış ve ölü spermatozoa ora-
nındaki azalmanın son derece (P<0,001) belirgin
olduğu gözlendi ve tavsiye edilebilir özellikte oldu-
ğu kanaatine varıldı.

Sonuç olarak dondurulmuş boğa spermasının kul-
lanılacağı değişik reprodüktif biyoteknolojilere,
eldeki spermanın kalitesine ve kullanım amacına
göre farklı özelliklerde düzenlenen GW filtrelerinin
kullanılabileceği ve yöntemin diğer separasyon
yöntemlerine oranla daha pratik, ucuz bir yöntem
olduğu kanaatine varıldı
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Tablo 3. Üçüncü grup filtrelerle elde edilen spermatolojik parametreler.

 Anormal Spermatozoa Oranı (ASO), Motilite (MOT), Ölü Spermatozoa Oranı (ÖSO), Konsantrasyon (KON)
 a,b,c,d Aynı satırda farklı harfler taşımayan kolonlar istatistiki olarak farklıdır.

Spermatolojik
Özellikler
N=10

Filtrasyon
Öncesi

(Kontrol)

Filtre
3A

Filtre
3B

Filtre
3C

Filtre
3D

KW (X2) P

MOT (%) Ortanca
(Min.-Maks.)

40a

(25-60)
57.5a,b,c

(45-75)
67.5b,c

(50-80)
70c

(60-80)
62.5d

(50-75)
23.02 P<0.01

ÖSO (%) Ortanca
(Min.-Maks.)

54a

(32.5-66.5)
39.25a,b,c

(18.5-48.5)
25b,c

(13-43)
20.5c

(6.5-33.5)
34d

(20-42.5)
23.6 P<0.01

ASO (%) Ortanca
(Min.-Maks.)

12.25a

(5.5-19.5)
13.75a

(7-19.5)
11.5a

(5-15.5)
11a

(5-23)
13.5a

(9.5-20)
6.71 P>0.05

KON
(x106/ml)

Ortanca
(Min.-Maks.)

60a

(40-80)
12.5b,c,d

(10-20)
12.5c,d

(7.5-15)
10d

(5-17.5)
10d

(7.5-125)
24.80 P<0.01
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Anormal spermatozoa oranında ise tüm filtre grup-
larında önemli düzeyde bir azalma olmadığı tespit
edildi (P> 0,05) (Tablo 3).

Gruplar kendi içlerinde motilite, ölü spermatozoa
oranı, anormal spermatozoa oranı ve yoğunluk
parametreleri kümülatif olarak değerlendirildiğinde;
Filtre 1D, Filtre 2B ve Filtre 3C’nin kendi grupları
içerisinde, diğer filtrelere göre daha etkin oldukları
tespit edildi.

Gruplar içerisinde en iyi olan filtrelerin kendi arala-
rında, spermatolojik parametreler açısından yapı-
lan kümülatif değerlendirilmesi sonucunda ise filtre
2B ve 3C’nin eşit değer taşıdığı ve dondurulmuş
boğa spermasının filtrasyonu amacıyla kullanımla-
rının başarılı sonuçlar verebileceği kanaatine varıl-
dı.

Tartışma ve Sonuç

Sperma separasyonu amacıyla, birçok yöntem
geliştirilmiştir. Bu yöntemlerden spermaya veya
kullanılacak biyoteknolojik uygulamalara uygun
olanının belirlenmesi ve yöntemin uygulanma tek-
nikleri üzerine birçok araştırma yapılmıştır
(1,6,12,15).

Günümüzde en eski en çok kullanılan yöntemler
percoll ve swim up yöntemleri olarak gösterilmekle
birlikte percoll yönteminin beşeri hekimlikte kullanı-
mının şüpheli olması ve swim up yönteminde elde
edilen sperma sayısı ve yöntemin oksidatif stresi
gibi faktörler nedeniyle yeni arayışlar oluşmuştur
(2). Bu çalışmada özellikle boğa spermasında
percoll ve swim up yöntemlerine alternatif olacak
GW filtrasyon yönteminin etkinliği araştırıldı.

Çalışmada kullanılan dondurulmuş boğa sperma-
larının çözüm sonu spermatolojik olarak kalitesinin
düşük olduğu gözlendi. Bu durumun spermanın
dondurulması, çözdürülmesi, muhafazası veya
uygulamalar esnasında meydana gelen stresten
(santrifüj ve yıkama işlemi gibi) kaynaklanmış ola-
bileceği düşünüldü.

Spermanın filtrasyonu amacıyla farklı veya aynı
türe ait spermalarda, değişik tasarımlarda (farklı
ağırlık ve yüksekliklerde) GW filtreleri kullanılmak-
tadır (5,7,8,9,12). Bu çalışmada kullanılan filtreler
hazırlanmaları esnasında cam yünün yerleştirildiği
yüksekliklere göre gruplara bölünerek değişik yo-
ğunluktaki (ağırlıktaki) filtreler oluşturuldu.

Çalışmada genel olarak veya her bir grup filtreler
içerisinde, ölü spermatozoa oranı ve sperma yo-
ğunluğu parametrelerinde azalma meydana gelir-
ken; anormal spermatozoa oranlarında önemli bir
iyileşmenin meydana gelmediği gözlendi. Motilite
değerlerinde ise separasyon öncesine göre, yine
filtre yoğunluklarına paralel bir şekilde artış olduğu
görüldü.

Glass wool filtrasyon işleminin spermatolojik para-
metreler üzerine etkinliğinin araştırıldığı çalışmalar
bulunmaktadır. Pereira ve ark. (9) pastör pipetinin
tabanından 40 mm yükseklikte 80 – 100 mg ağırlı-
ğında GW içeren filtrelerle yaptıkları GW filtrasyon
sonunda; dondurulmuş-çözdürülmüş boğa ve keçi
spermalarında yaklaşık % 19 oranında motilite
artışı elde ettiklerini bildirmişlerdir. Bu çalışmada
ise 75 ve 100 mg GW içeren filtrelerle % 20 ora-
nında motilite artışı elde edilmiştir. İki çalışmanın
motilite artış oranı olarak uyum içerisinde olduğu
düşünüldü.

Rho ve ark. (10) keçilerde in vitro inkübasyon sü-
relerini ve sperma separasyon yöntemlerini karşı-
laştırdıkları bir çalışmada 1 ml’lik enjektörlerle,
enjektör tabanından 3.5 mm yükseklikte döşenmiş,
15 mg cam yün içeren filtrelerle, filtrasyon sonun-
da separasyon öncesine oranla % 80 azalma oldu-
ğunu bildirmişlerdir. Bu çalışmada ise, 15 mg GW
içeren filtre ile boğa spermasında yaklaşık % 20
oranında yoğunluk azalması elde edilmiştir. İki
çalışmanın uyum içerisinde olmadığı, sonuçlar
arasındaki farkın kullanılan filtre, sperma türü ve
uygulama tekniği farklılığından kaynaklanmış ola-
bileceği düşünüldü.

Sieme ve ark. (12); natif at spermasında 5 ml’lik
plastik enjektörü tamamen GW ile doldurulan ve
enjektör tabanından 1.5 ml çizgisine kadar sıkıştı-
rılmış GW içeren filtreler kullanmışlardır. Çalışma-
larında GW filtrasyon sonunda motilite oranında %
14.2 artış, anormal spermatozoa oranında % 3.6-
1.5 arasında azalma, ölü spermatozoa oranında %
3.1 artış ve yoğunluk olarak yaklaşık 1/3 oranında
azalma elde ettiklerini bildirmişlerdir. Bu çalışmada
elde edilen motilite artış oranı sunulan çalışmada
elde edilen artışa göre daha düşük, anormal
spermatozoa oranındaki azalma daha yüksek bu-
lunmuştur. Bununla birlikte, yoğunluk azalması
olarak sunulan çalışma ile uyum içerisinde olduğu
düşünüldü.

Hammadeh ve ark. (6) ise insan spermasında
sperma separasyon yöntemlerini karşılaştırdıkları
çalışmalarında, GW filtrasyon yönteminin
PureSperm® ve swim up yöntemlerine oranla kro-
matin yapısı açısından daha iyi sonuç verdiğini ve
özellikle intrastoplazmik sperm enjeksiyonu uygu-
lamalarında öncelikle tercih edilmesi gereken bir
yöntem olduğunu bildirmişlerdir. Bununla birlikte,
çalışmalarında 15 mg GW içeren filtrelerle natif
insan spermasında uyguladıkları GW filtrasyon
sonunda spermatolojik olarak yoğunluk olarak %
9.9 oranında azalma, anormal spermatozoa ora-
nında % 5.8 artış elde ettiklerini bildirmişlerdir. Bu
çalışmada ise tüm grup filtrelerde anormal
spermatozoa oranında belirgin bir iyileşme belirle-
nememiştir. Bununla birlikte, 15 mg GW içeren
filtrelerle yapılan filtrasyon sonunda boğa sperma-
sında yoğunluğun insan spermasına oranla daha
fazla düştüğü tespit edilmiştir. Çalışmalar arasın-
daki farkın; tür, dondurulmuş çözdürülmüş sperma
ile natif sperma kullanımı ve uygulama tekniklerin-
den kaynaklanabileceği düşünüldü.

Çalışmada her bir grup kendi içerisinde ve kendi
arasında spermatolojik özellikler üzerine yaptıkları
etkiler değerlendirildiğinde; birinci grup filtrelerden
elde edilen sonuçlar metodun kullanılabilirliği ko-

nusunda şüpheli bulundu. İstatistiki sonuçlarda bu
doğrultudadır. Sperma yoğunluklarındaki düşme-
nin tek başına bir anlam ifade etmediği düşünüldü.
Ancak, ikinci ve üçüncü gruplarda anlamlı sonuçlar
alınmıştır. Kontrol grupları ile karşılaştırıldığında,
filtre 2D ile yeterli sonuçlar alındığı görüldü. Bu-
nunla birlikte, çalışmadaki en başarılı sonuçlar
filtre 3C ile elde edilmiştir. Bu filtre ile elde edilen
motilite oranındaki artış ve ölü spermatozoa ora-
nındaki azalmanın son derece (P<0,001) belirgin
olduğu gözlendi ve tavsiye edilebilir özellikte oldu-
ğu kanaatine varıldı.

Sonuç olarak dondurulmuş boğa spermasının kul-
lanılacağı değişik reprodüktif biyoteknolojilere,
eldeki spermanın kalitesine ve kullanım amacına
göre farklı özelliklerde düzenlenen GW filtrelerinin
kullanılabileceği ve yöntemin diğer separasyon
yöntemlerine oranla daha pratik, ucuz bir yöntem
olduğu kanaatine varıldı
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Tablo 3. Üçüncü grup filtrelerle elde edilen spermatolojik parametreler.
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