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Ozet : Bu galismada dondurulmus-¢ézdirilmis boda spermasinda farkli glass wool (GW) filtrelerinin spermatolojik
parametreler Uizerine etkinliklerinin arastirilmasi hedeflendi

Arastirmada farkh yuksekliklerde 3 grup filtre yapildi. Her bir grupta farkli agirliklarda GW igeren filtreler olusturuldu.
Birinci grup (Grup 1) filtreler 15 (Filtre 1A), 20 (Filtre 1B), 25 (Filtre 1C) ve 30 (Filtre 1D) mg GW 1 ml'lik plastik enjektor
tabanindan 3mm yiikseklige kadar bastirilarak hazirlandi. ikinci grup filtreler (Grup 2) 50 (Filtre 2A), 75 (Filtre 2B), 100
(Filtre 2C) ve 125 (Filtre 2D) mg GW enjektor tabanindan 17mm yiikseklige kadar bastirilarak hazirlandi. Ugiincii grup-
ta ise, (Grup 3) 150 (Filtre 3A), 175 (Filtre 3B) ve 200 (Filtre 3C) mg GW enjektdr tabanindan 24mm yiikseklige kadar
bastirilarak hazirlandi. Dondurulmus ¢6zdirtlmis boga spermalari santrifuj edilerek yikandi. Yikanan spermalar filtre
kolonlarindan gegirildi. Filtrasyon 6ncesi ve sonunda spermatolojik dzellikler arastirildi.

Calismada birinci, ikinci ve uclinct grup filtreler icinde sirasiyla 30 mg GW iceren filtre (Filtre 1D); 75 mg GW iceren
filtre (Filtre 2B); 200 mg GW iceren filtre (Filtre 3C), digerlerine oranla daha iyi sonuclar verdigi bulundu. Bununla birlik-
te kendi grubu icinde en iyi olan filtreler karsilastirildiginda filtre 3C'nin daha etkin oldugu bulundu.

Sonug olarak, farkli sekilde duzenlenen GW filtrelerinin degisik biyoteknolojik uygulamalarda boda spermasinin
separasyonu amaciyla kullaniminin pratik ve ucuz bir yéntem oldugu kanaatine varildi.

Anahtar Kelimeler: Boga spermasi, 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 (Groupl1)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.
Girig vivo sartlarda, fertilizasyon potansiyeli yuksek
spermatozoa disi genital kanalinda gocl esnasin-
da seleksiyona ugrar ve en kaliteli spermatozoa ile
fertilizasyon saglanir. Yardimci reprodiktif teknik-
lerin gelismesi spermanin in vitro ortamda seleksi-

Sperma kalitesi, tum reproduktif biyoteknolojilerde
basari icin 6nemli bir faktordir. Spermada anormal
ve 0lu spermatozoa oranlarinin fazla olmasi, orga-

nik ve inorganik htcre artiklari sperma kalitesini
diusitrdugu gibi; fertilite giicini de azaltir (14). In
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yonu gerekliligini dogurmustur (2).

Spermada bulunan zararli maddelerin veya
seminal plazmanin uzaklastirimasi amaciyla bir-
¢cok separasyon ydntemi gelistirilmis ve halen yeni
yontemler gelistiriimeye calisiimaktadir. Sperma
separasyon yontemleri genel olarak, bazi yazarla-
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ra gore, ylkama (dilisyon ve santrifllj), sperma
subpopilasyonlarinin ayrilmasi (yogunluk farkli
santrifij (percoll gibi maddelerle) yapistirma
(filtrasyon) ve self migrasyon (yukari veya asagiya
yuzdirme) yontemleri olarak dort ana grupta top-
lanmakta (11) iken bazi arastirmacilar spermanin
yapl ve motiliteye dayali separasyon yontemleri
olarak iki ana grupta toplamaktadir (2).

Filtrasyon yontemlerinde temel prensip; 6lU, hasar-
Il ve anormal spermatozoanin ylzeylere yapisma
ozelliginin kullaniimasidir. Bununla birlikte, sperma
icerisinde bulunan yabanci hicrelerin, hicre artik-
larinin ve anormal yapidaki spermatozoanin filtre
matrikslerinden gegislerinin engellenmesi ve dur-
durulmasi olarak tanimlanabilir (3).

Sperma filtrasyonu amaciyla genellikle cam,
polisakkarit bilyecikler ve cam yin (Glass Wool)
gibi malzemeler kullaniimaktadir. Sperma bu mal-
zemelerden olusturulan kolonlardan gegcirilerek
filtrasyon islemi yapiimaktadir (4,5).

Bu calisma, farkh sekilde diizenlenen GW filtreleri-
nin dondurulmus ¢ozdirilmis boda spermasinda,
spermatolojik parametreler Uzerine etkilerinin aras-
tirlmasi1 amaciyla yapildi.

Materyal ve Metot
Calisma duizeni ve filtrelerin hazirlanmasi

Calismada uc farkli grupta degisik agirlik ve yuk-
seklikte hazirlanan GW filtreleri kullanildi.

Birinci grupta (Grup 1) 15 (Filtre 1A), 20 (Filtre 1B),
25 (Filtre 1C), 30 (Filtre 1D) mg GW (Merck Kata-
log No: K28370986 049) tartilarak, 1 ml'lik, steril
plastik enjektdr icerisine tabandan 3 mm yukseklik-
te olacak sekilde yerlestirildi. ikinci grupta; enjektér
tabanindan 17 mm yukseklikte 50 (Filtre 2A), 75
(Filtre 2B), 100 (Filtre 2C) ve 125 (Filtre 2D) mg
GW iceren filtreler hazirlandi. Ugiincii grupta ise
enjektor tabanindan 24mm yukseklikte 150 (Filtre
3A), 175 (Filtre 3B) ve 200 (Filtre 3C) mg GW ice-
ren filtreler hazirlandi (Figr 1).

Batiin gruplarda, hazirlanan filtreler mikroskop
sahasinda GW parcaciklarina rastlanmayana ka-
dar serum fizyolojik ile yikanmistir. Ayrica tim
filtreler sperma filtrasyonu oncesi Tris-sitrat (300
mOsmol) ile yikandi.
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Figur 1. Glass wooal filtresi.

Spermanin ¢ézdurilmesi ve yikanmasi

Ayni irka ait, 0,25 ml'lik payetlerdeki farkli boga
spermalari 40 °C’lik su banyosunda 20 saniye su-
re ile ¢ozdurildi. Cozdurulen spermalar 1/1 ora-
ninda Tris sitrat (300 mM) ile sulandirildi. Sulandi-
rilan sperma 1800 rpm’de 10 dakika sure ile santri-
fuj edilerek yikandi. Yikama sonrasi sperma Uze-
rindeki sivi atilarak, spermatozoa peleti tekrar tris
sitrat ile sulandirildi.

Glass wool filtrasyon islemi

Yikanan sperma her bir grupta bulunan filtre sayi-
sinca esit hacimde boélunerek islak GW filtreleri
Uzerine kondu. Filtreler, her bir uygulamada sper-
ma gegisi tamamlanana kadar % 5’lik CO;'li etlv-
de inktbasyona birakildi.

Spermatolojik muayene numunelerinin alinma-
si1 ve degerlendirilmesi

Tam filtre gruplarinda sperma numuneleri filtras-
yon Oncesi ve sonrasi alindi. Alinan numuneler
spermatolojik olarak motilite, anormal sperma-
tozoa, Olu/canh spermatozoa orani ve yogunluk
parametreleri acisindan degerlendirildi.

Sperma parametrelerinin belirlenmesinde Tekin’in
(13) bildirdigi yontemler kullanildi.
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istatistiksel Analiz

Calismada elde edilen parametrelerin normal dagi-
ma uygunlugu test edildi. Veriler normal dagiima-
digi icin Kruskal Wallis H varyans analizi kullanild;
istatistiki fark olan gruplarda farki yaratan grubun
belirlenmesi amaciyla da Dunn’s (coklu karsilastir-
ma ) testi yapildi.

Bulgular

Tum gruplarda GW filtrasyon iglemi 6ncesi ve son-
rasinda elde edilen spermatolojik parametreler
Tablo 1, 2 ve 3'te 0zetlenmistir.
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Filtrasyon sonunda, birinci grup filtreler kontrol
grubu ile karsilastirildiginda, sadece sperma-
tozoon yogunlugunda 6nemli azalmalar saptandi
(P< 0, 001) (Tablo 1). ikinci grupta ise kontrol gru-
buna gore motilite oraninda artis, ((P<0,01), 6lu
spermatozoa oraninda (P<0,01), ve yogunlukta
onemli diizeyde azalma goézlendi (P<0,01). Uciin-
cu grupta ise fitrasyon islemleri sonunda kontrol
grubuna gore motilite oraninda 6nemli diizeyde
artis, (P<0,001), 6li spermatozoa (P<0,001) ve
yogunluk oranlarinda (P<0,001) 6nemli dizeyde
azalma gozlendi (Tablo 3).

Tablo 1. Birinci grup filtrelerle elde edilen spermatolojik parametreler.

Spermatolojik Filtrasyon Filtre Filtre Filtre Filtre KW (X3) P

Ozellikler Oncesi 1A 1B 1C 1D

n=10 (Kontrol)

MOT (%) Ortanca 37.5% 402 40° 40° 50% 6.26 P>0.05
(Min.-Maks.) (25-50) (30-60) (25-65) (35-60) (30-70)

OSO (%) Ortanca 58.252 53-50° 51.50° 48.50% 43.75° 6.70 P>0.05
(Min.-Maks.) | (36-71.5) | (20-67) | (25.5-68.5) | (31.5-62.5) | (21.5-53.5)

ASO (%) Ortanca 13.75% 14.75% 13.75% 16% 14.75% 1.26 P>0.05
(Min.-Maks.) | (11-19.5) (6-35) (11-20) (8.5-23) (8-27.5)

KON Ortanca 50° 37.50%"¢ [ 30" 254 25¢ 3556 | P<0.001

(x10%/ml) (Min.-Maks.) | (37.5-75) | (25-50) | (25-37.5) | (12.5-37.5) | (12.5-35)

e Anormal Spermatozoa Orani (ASO), Motilite (MOT), Olii Spermatozoa Orani (OSO), Konsantrasyon (KON)
o 2bed Ayny satirda farkl harfler tasimayan kolonlar istatistiki olarak farklidir.

Tablo 2. ikinci grup filtrelerle elde edilen spermatolojik parametreler.

Spermatolojik Filtrasyon Filtre Filtre Filtre Filtre KW (X3) P

Ozellikler Oncesi 2A 2B 2C 2D

n=10 (Kontrol)

MOT (%) Ortanca 40° 5oaPed 60°cd 60°¢ 62.5¢ 27.32 | P<0.01
(Min.-Maks.) |  (25-50) (45-60) (50-80) (40-75) (50-75)

OS0 (%) Ortanca 55.25° 48,75%P¢ 3goed 39.25%¢ 34° 26.89 | P<0.01
(Min.-Maks.) | (46.5-66.5) | (34.5-56.5) | (17.5-38.5) | (17.5-50.5) | (20-42.5)

ASO (%) Ortanca 12.25% 122 10.75% 13.75% 13.5° 7.50 | P>0.05
(Min.-Maks.) | (10.5-19.5) (7-18) (8-15.5) (12-21) (9.5-20)

KON Ortanca 50° 26.25%P¢ 20° 12.5° 10¢ 34.07 | P<0.01

(x10%/ml) (Min.-Maks.) |  (40-80) (10-40) (10-25) (7.5-25) | (7.5-125)

e Anormal Spermatozoa Orani (ASO), Motilite (MOT), Olii Spermatozoa Orani (OSO), Konsantrasyon (KON)
e #bcd Ayn satirda farkl harfler tasimayan kolonlar istatistiki olarak farklidir.
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Tablo 3. Uglincii grup filtrelerle elde edilen spermatolojik parametreler.

Spermatolojik Filtrasyon Filtre Filtre Filtre Filtre KW (X?) P

Ozellikler Oncesi 3A 3B 3C 3D

N=10 (Kontrol)

MOT (%) Ortanca 40° 57.5%P¢ 67.5°¢ 70° 62.5" 23.02 | P<0.01
(Min.-Maks.) | (25-60) (45-75) (50-80) (60-80) (50-75)

OSO (%) Ortanca 54? 39.25%P¢ 25°¢ 20.5° 34° 236 | P<0.01
(Min.-Maks.) | (32.5-66.5) | (18.5-48.5) | (13-43) | (6.5-33.5) | (20-42.5)

ASO (%) Ortanca 12.25% 13.75% 11.5% 118 13.5° 6.71 | P>0.05
(Min.-Maks.) | (5.5-19.5) | (7-19.5) (5-15.5) (5-23) (9.5-20)

KON Ortanca 60° 12.5°¢d 12.5%¢ 10¢ 10° 24.80 | P<0.01

(x10%/ml) (Min.-Maks.) | (40-80) (10-20) (7.5-15) (5-17.5) | (7.5-125)

e Anormal Spermatozoa Orani (ASO), Motilite (MOT), Olii Spermatozoa Orani (OSO), Konsantrasyon (KON)
e 2bed Avn satirda farkll harfler tasimayan kolonlar istatistiki olarak farklidir.

Anormal spermatozoa oraninda ise tum filtre grup-
larinda 6nemli diizeyde bir azalma olmadig! tespit
edildi (P> 0,05) (Tablo 3).

Gruplar kendi iclerinde motilite, 8l spermatozoa
orani, anormal spermatozoa orani ve yogunluk
parametreleri kimulatif olarak degerlendirildiginde;
Filtre 1D, Filtre 2B ve Filtre 3C’nin kendi gruplari
icerisinde, diger filtrelere gbre daha etkin olduklari
tespit edildi.

Gruplar icerisinde en iyi olan filtrelerin kendi arala-
rinda, spermatolojik parametreler acisindan yapi-
lan kimulatif degerlendiriimesi sonucunda ise filtre
2B ve 3C'nin esit deger tasidigi ve dondurulmus
boda spermasinin filtrasyonu amaciyla kullanimla-
rinin basarili sonuclar verebilecegi kanaatine varil-
di.

Tartisma ve Sonug

Sperma separasyonu amaciyla, bircok yontem
gelistirilmistir. Bu yodntemlerden spermaya veya
kullanilacak biyoteknolojik uygulamalara uygun
olaninin belirlenmesi ve yéntemin uygulanma tek-
nikleri Gzerine bircok arastrma yapilmistir
(1,6,12,15).

GunUmizde en eski en ¢ok kullanilan yontemler
percoll ve swim up yontemleri olarak gosterilmekle
birlikte percoll ydnteminin beseri hekimlikte kullani-
minin sdpheli olmasi ve swim up yonteminde elde
edilen sperma sayisi ve yontemin oksidatif stresi
gibi faktorler nedeniyle yeni arayislar olusmustur
(2). Bu calismada ozellikle boga spermasinda
percoll ve swim up yontemlerine alternatif olacak
GW filtrasyon yonteminin etkinligi arastirildi.
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Calismada kullanilan dondurulmus boga sperma-
larinin ¢dziim sonu spermatolojik olarak kalitesinin
disik oldugu goézlendi. Bu durumun spermanin
dondurulmasi, c¢odzdurilmesi, muhafazasi veya
uygulamalar esnasinda meydana gelen stresten
(santrif(j ve yikama islemi gibi) kaynaklanmis ola-
bilecegi dustnuldu.

Spermanin filtrasyonu amaciyla farkli veya ayni
tire ait spermalarda, degisik tasarimlarda (farkli
agirhk ve yuksekliklerde) GW filtreleri kullaniimak-
tadir (5,7,8,9,12). Bu calismada kullanilan filtreler
hazirlanmalari esnasinda cam yuniin yerlestirildigi
yiksekliklere gore gruplara boliinerek degisik yo-
gunluktaki (agirhktaki) filtreler olusturuldu.

Calismada genel olarak veya her bir grup filtreler
icerisinde, 6li spermatozoa orani ve sperma yo-
gunlugu parametrelerinde azalma meydana gelir-
ken; anormal spermatozoa oranlarinda dnemli bir
iyilesmenin meydana gelmedigi g6zlendi. Motilite
degerlerinde ise separasyon dncesine gore, yine
filtre yogunluklarina paralel bir sekilde artis oldugu
goruldu.

Glass wool filtrasyon isleminin spermatolojik para-
metreler Gzerine etkinliginin arastirildigi calismalar
bulunmaktadir. Pereira ve ark. (9) pastor pipetinin
tabanindan 40 mm yukseklikte 80 — 100 mg agirli-
ginda GW iceren filtrelerle yaptiklari GW filtrasyon
sonunda; dondurulmus-¢dzdirilmis boga ve kegi
spermalarinda yaklasik % 19 oraninda motilite
artis! elde ettiklerini bildirmiglerdir. Bu ¢alismada
ise 75 ve 100 mg GW igeren filtrelerle % 20 ora-
ninda motilite artigi elde edilmistir. iki ¢alismanin
motilite artis orani olarak uyum icerisinde oldugu
dasundlda.
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Rho ve ark. (10) kegcilerde in vitro inkiibasyon su-
relerini ve sperma separasyon yontemlerini karsi-
lastirdiklari bir calismada 1 mrllik enjektorlerle,
enjektor tabanindan 3.5 mm ylkseklikte désenmis,
15 mg cam yin iceren filtrelerle, filtrasyon sonun-
da separasyon dncesine oranla % 80 azalma oldu-
gunu bildirmislerdir. Bu ¢alismada ise, 15 mg GW
iceren filtre ile boga spermasinda yaklasik % 20
oraninda yogunluk azalmasi elde edilmistir. iki
calismanin uyum igerisinde olmadidi, sonuclar
arasindaki farkin kullanilan filtre, sperma tiri ve
uygulama teknigi farkliiindan kaynaklanmis ola-
bilecegdi dusunuldi.

Sieme ve ark. (12); natif at spermasinda 5 ml’lik
plastik enjektorii tamamen GW ile doldurulan ve
enjektdr tabanindan 1.5 ml cizgisine kadar sikisti-
riimis GW iceren filtreler kullanmislardir. Calisma-
larinda GW filtrasyon sonunda motilite oraninda %
14.2 artis, anormal spermatozoa oraninda % 3.6-
1.5 arasinda azalma, 6l spermatozoa oraninda %
3.1 artis ve yogunluk olarak yaklasik 1/3 oraninda
azalma elde ettiklerini bildirmislerdir. Bu calismada
elde edilen motilite artis orani sunulan ¢alismada
elde edilen artisa goére daha disik, anormal
spermatozoa oranindaki azalma daha yuksek bu-
lunmustur. Bununla birlikte, yodunluk azalmasi
olarak sunulan calisma ile uyum igerisinde oldugu
distndalda.

Hammadeh ve ark. (6) ise insan spermasinda
sperma separasyon yontemlerini karsilastirdiklari
calismalarinda, @ GW filtrasyon  y®nteminin
PureSperm® ve swim up yontemlerine oranla kro-
matin yapisi agisindan daha iyi sonug verdigini ve
ozellikle intrastoplazmik sperm enjeksiyonu uygu-
lamalarinda oncelikle tercih edilmesi gereken bir
yéntem oldugunu bildirmiglerdir. Bununla birlikte,
calismalarinda 15 mg GW iceren filtrelerle natif
insan spermasinda uyguladiklari GW filtrasyon
sonunda spermatolojik olarak yogunluk olarak %
9.9 oraninda azalma, anormal spermatozoa ora-
ninda % 5.8 artis elde ettiklerini bildirmislerdir. Bu
calismada ise tum grup filtrelerde anormal
spermatozoa oraninda belirgin bir iyilesme belirle-
nememistir. Bununla birlikte, 15 mg GW iceren
filtrelerle yapilan filtrasyon sonunda boga sperma-
sinda yogunlugun insan spermasina oranla daha
fazla dustugu tespit edilmistir. Calismalar arasin-
daki farkin; tir, dondurulmus ¢6zdirulmus sperma
ile natif sperma kullanimi ve uygulama tekniklerin-
den kaynaklanabilecegi dusunuldi.

Calismada her bir grup kendi icerisinde ve kendi
arasinda spermatolojik ozellikler tzerine yaptiklari
etkiler degerlendirildiginde; birinci grup filtrelerden
elde edilen sonuclar metodun kullanilabilirligi ko-

A. DASKIN, O. DEMIRAL, S. YILDIZ

nusunda suipheli bulundu. istatistiki sonuglarda bu
dogrultudadir. Sperma yogunluklarindaki disme-
nin tek basina bir anlam ifade etmedigi dustndldi.
Ancak, ikinci ve tgiincu gruplarda anlamh sonuclar
alinmistir. Kontrol gruplari ile karsilastirildiginda,
filtre 2D ile yeterli sonuglar alindi§1 goruldu. Bu-
nunla birlikte, calismadaki en basaril sonuglar
filtre 3C ile elde edilmistir. Bu filtre ile elde edilen
motilite oranindaki artis ve 6li spermatozoa ora-
nindaki azalmanin son derece (P<0,001) belirgin
oldugu gozlendi ve tavsiye edilebilir 6zellikte oldu-
gu kanaatine varildi.

Sonug olarak dondurulmus boga spermasinin kul-
lanilacagl degisik reprodiktif biyoteknolojilere,
eldeki spermanin kalitesine ve kullanim amacina
gore farkli 6zelliklerde dizenlenen GW filtrelerinin
kullanilabilecegi ve ydntemin dijer separasyon
ybntemlerine oranla daha pratik, ucuz bir ydntem
oldugu kanaatine varildi
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