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Ozet: Bu ¢aliymanin amaci; dondurulmug ¢dzdiiriilmiis tavgan spermasinda glass wool filtrasyon (GWF), swim—down (SD)
yontemleri ile glass wool filtrasyon ve swim — down yoéntemlerinin kombinasyonunun (GWFSD), spermatolojik parametre-

ler ve d6lverimi iizerine olan etkilerinin aragtirmasidir.

Dondurulmus—gézdiirijlmiis tav§an spermalari 4 esit hacme boliinmistiir. Intrauterin tohumlama (IUT) 6ncesi spermalardan
uictine sirasiyla GWF (Grup I), SD (Grup II) ve GWFSD (Grup III) uygulanmustir. Dérdiinci spermalar kontrol grubu ola-
rak (Grup IV) direk IUT’da kullanilmigtir. Separasyon 6ncesi ve sonras: spermatolojik 6rnekler alinmis ve motilite, olii/
canlt spermatozoa orani ve yogunluk parametreleri degerlendirilmigtir.

En yiiksek ortalama motilite ve en diigiik 6lii spermatozoa orant SD yontemi sonunda elde edilirken, en yiiksek yogunluklar
GWF yéntemi sonunda elde edilmigtir (P < 0,05). Gebelik oranlan kontrol grubunda, GWF, SD ve GWFSD sonunda, sira-
siyla; % 70, % 50, % 70 ve % 60 olarak belirlenmis ve aralarinda 6nemli bir fark bulunamamusgtir.

Calisma sonunda dondurulmus ¢ézdiirilmiis tavsan spermasina uygulanan separasyon yontemleri arasinda SD yénteminin
spermatolojik parametreler acisindan diger iki yoénteme (GWF ve GWFSD) gore daha etkin oldugu sonucuna varilmisir.
Bununla birlikte, gebelik oranlar agisindan separasyon yéntemleri arasinda istatistiki bir farka rastlanmamasi bu konu iize-
rine daha fazla arastirma yapilmasina ihtiyag oldugunu gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Dolverimi, glass wool filtrasyon, sperma, swim-down, tavsan

Spermatozoon Separation and Fertility of Frozen- Thawed Rabbit Semen

Summary: The aim of this study was to evaluate the effect of glass wool filtration (GWF), swim — down (SD) and

combination of glass wool filtration and swim - down techniques (GWFSD) on frozen - thawed rabbit semen parameters

and fertility.

Frozen — thawed rabbit semen were divided into four equal aliquots. Before intrauterine insemination (IUD) 3 of 4 aliquits
were processed by GWF (Group I), SD (Group II) and GWFSD (Group IMI) techniques. Fourth aliquits were used directly
for TUI as a control group (Group IV). Semen samples were taken before and after sperm separation techniques and
motility, live-dead spermatozoa ratio and concentration parameters were evaluated.

While the highest mean percentage of motility and lowest live-
< 0,05), the highest concentrations were obtained by GWF (P

dead spermatozoa ratios were detected after SD technique (P
< 0,05). Pregnancy rates in the control group, after GWF, SD

and GWFSD were detected as 70%, 50 %, 710 % and 60 % respectively (P > 0,05).

In conclusion; swim - down technique was found to be more

effective in improving the quality of frozen thawed rabbit

semen then the other two tecniques (GWF and GWFSD). However there was no significant difference in the pregnacy rates
between separation techniques. We have concluded that, further studies need be carried out on this subject.

Key Words: Fertility, glass wool filtration, rabbit, sperm, swim-down

Giris

Bir ¢ok aragtiric1 ideal bir separasyon yonteminin;
hizli, ucuz, kolay yapilabilen, spermadaki motil ve
olgun spermatozoonlari selekte edebilen, spermada

hasar ve fizyolojik bir degisiklige sebep olmayan,
Olii  spermatozoontari, mikroorganizmalari, hiicre
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Reprodiiksiyon ve Suni Tohumlama Kongresinde tebliz edil-
mis ve ayni baglikl doktora tezinden Ozetlenmistir,

artiklant ile diger hiicreleri arindirabilen, toksik ve
biyoaktif maddeleri temizleyebilen, yiiksek hacim-
lerde spermay: isleyebilen, separe edilmis spermanin
kontrol edilebilir hacimde olmasini saglayabilen ve
seminal plazmay: spermadan uzaklagtirarak
kapasitasyon veya fertilizasyon igin gerekli faktérleri
ortaya ¢ikarabilen dzelliklere sahip olmasi gerektigi-
ni bildirmektedir (1 1,14,23,25,33).

Separasyon yontemleri, spermanin sulandiriimas; ve
yikama islemi (santrifiij, sulandirma), segilmis
subpopiilasyonlarin olusturulmast (dencity-gradient
santrifiif), yapisma (cam iplikgik, cam ve
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polysakkarit kolonlarindan gegirme) ve self
migrasyon yontemleri (swim—up , swim-down ) ola-
rak dort ana grupta ele alinmaktadir. (26,31).

Filtrasyon yo6ntemleri, spermanin glass wool, glass
bead veya polisakkarit (sephadex) taneciklerinden
olugan kolonlardan, uygun tekniklerle filtre edilmesi-
dir (8,12,37). Prensip, 6li veya hasar gormiis
spermatozoonlarin cam yiizeylere yapisma &zelligi
ile degisik filtre matriksleri tarafindan bu tiir
spermatozoa gegisinin yavaglatilmasi veya alikonul-
mas! seklinde agiklanabilir (6,21).

Self migrasyon yontemlerinin temeli, sperma igeri-
sinde bulunan spermatozoonlarin kendisine temas
eden sivilara penetre olma 6zelligidir. Spermatozoon
canhli1 ile yogun sivilardan kiiltir medyumlarina
penetre olma 6zellikleri arasinda pozitif bir iliskinin
oldugu da bilinmektedir (3,23,31). Self _migrasyon
yonteminde genel olarak swim-up (SU) ve swim-
down yontemleri kullanilmaktadir. Bu yontemler
farkli kombinasyonlarda veya tek bagina uygulana-
bilmektedir (Migrasyon-sedimentasyon, Simultane
SU/SD) (2,13,32,34).

Swim—down y6nteminde sperma hiicreleri yergeki-
minin ve motilite giiglerinin kullamlmasi ile yogun
sivilar igine asag1 yonde yiizdiiriilmektedir (13). Bu
yontemde spermalara yikama iglemi yapilarak veya
yapilmadan; separasyon uygulanabilir. Santrifiij sa-
yisimn azaltilmasi separasyon yéntemlerinde elde
edilecek basariy1 olumlu yonde etkilemektedir. Bu
durum SD yonteminin tercih edilme sebepleri arasin-
da gosterilmektedir (2,5,9,10,27,33,37). SD yOnte-
minde % 5, % 10, %7,5 BSA igeren Ham’s F-10, saf
kan serumu, seminal plazma, follikiiler sivi, serum
albumini igeren tubal s1v1 ve Percoll gibi sivilar kul-
lanilabilmektedir (5,13,21).

Bu calismada dondurulmus ¢ozdiiriilmiis tavsan
spermasinda GFW, SD ve GWFSD yontemlerinin
spermatolojik parametreler ve ddlverimi iizerine olan
etkilerinin arastirilmasi amaglanmigtir.

Gereg ve Yontem

Bu caligmada alt1 ay ve iizeri yash 6 adet erkek, 40
adet disi Yeni Zellanda Beyaz1 ki tavsan kullanil-
mugtir. Spermalar, erkek tavsanlardan haftada iki kez
suni vagen ile alinmistir. Alinan miks ejekiilatlarin
motilite ve yoZunluklari belirlenmigtir. Daha sonra
natif spermalar 0,25 ml’lik payetlerin her birinde 10
milyon motil spermatozoon olacak sekilde sulandiri-
larak (Vicente ve Viudes-De-Castro (36) tarif ettigi
sulandirict ile), s1v1 azot buharinda dondurulmugtur.
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Calismanin her bir uygulamasi icin 8-10 adet payet
37°C’de 30 saniye siire ile ¢ozdiirtilmiistiir. Cozdiirii-
len sperma Ornekler alindiktan sonra otomatik pipet
ile 0,5 ml’lik 4 egit hacme boliinmiistiir.

Birinci grup spermaya GWF, ikinci grup spermaya
SD ve iigiincii grup spermaya GWFSD uygulanmis-
tir. Separasyon islemleri sonunda elde edilen sper-
malar, Srnekler alindiktan sonra tamami Intra Uterin
Tohumlama (IUT)’da kullanilmigtir. Dérdiincii grup
sperma ise hicbir separasyon iglemi yapilmadan,
kontrol grubu olarak IUT’da kullanilmstir.

Glass Wool Filtrasyon Yontemi : Glass wool (GW)
kolonlarinin hazirlanmasi i¢in 1ml’lik steril insiilin
enjektorleri kullanilmigtir. Steril 15 mg GW enjektor
tabanindan 3 mm yiikseklikte olacak sekilde yerlegti-
rilmigtir. Kolonlar 3mg/ml bovine serum albumin
(BSA) iceren Ham's F-10 medyumu ile en az iki kez
yikanmugtir.

Spermalar 1/1 oraninda 3mg/ml BSA iceren Ham's
F-10 ile sulandirilarak 1600 rpm’de 5 dakika siire ile
santrifiij edilmigstir. Santrifiij sonunda iist siipernatant
atildiktan sonra sperma peleti tekrar 0,5 ml 3mg/ml
BSA igeren Ham's F-10 ile sulandirlmigtir. Sulandi-
rilan spermalar 1slak kolonlarin iizerine birakilmistir.
Kolonlar 45%lik egim verilerek filtrasyon isleminin
tamamlanmasina kadar 37 C%lik % 5 CO , ‘li
inkiibatorde bekletilmistir. Filtrasyon islemi tamam-
landiktan sonra tiipler inkiibatérden alinmis, 0,2 ml
3mg/ml BSA igeren Ham's F-10 ilave edilerek ko-
lonlar yikanmig ve elde edilen filtratlar numuneler
alindiktan sonra IUT da kullanilmistir.

Swim - down Yéntemi : Dondurulmus ¢6zdiiriilmiis
spermalara SD yonteminin uygulanmasi igin, 0,5 ml
sperma 1 ml serum fizyolojik ile sulandirilms ve oda
isisinda 5 dakika bekletilmigtir. Daha sonra ist
siipernatant bagka bir deney tiipiine aktarilmg, deney
tiipiine 45 derecelik ag1 verilerek spermanin altina 1
ml inaktive edilmis saf tavgan kan serumu (STKS)
verilmistir. Tiip ayn1 ag1 ile inkiibatére (37°C, %5
CO;) konularak spermatozoanin STKS’na
penetrasyonu igcin 5 dakika siire ile bekletilmistir.
Bekleme sonunda serum spermatolojik érnekler alin-
diktan sonra IUT kullanilmugtir.

Glass wool filtrasyon ve Swim - down yéntemleri-
nin birlikte uygulanmasi Donduruimus-
¢ozdiiriilmiis spermalara yukarida anlatildid1 sekilde
GWF ybntemi uygulandiktan sonra elde edilen
filtrata yine yukarida anlatildigi sekilde, SD islemi
uygulanmigtir. Spermatolojik incelemeler amaciyla
ornekler alindiktan sonra IUT iglemi gercgeklestiril-
mistir.
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Disi tavsanlarin tohumlanmasi : Caligmada her bir
deneme grubu icin 10 adet disi tavsana IUT yapil-
migstir. Kontrol grubu olarak higbir separasyon yonte-
mi uygulanmamis dondurulmus-¢dzdiiriilmiis sper-
malarla IUT yapilmistir. Tohumlamalardan bes saat
once disi tavsanlara kas igi yolla 0,3mg GnRH enjek-
siyonu yapilmugtir. Tohumlamalar yapildiktan 15 giin
sonra abdominal palpasyonla gebelik teghisi yapilmig
ve kaydedilmistir.

istatistiksel analiz : Degiskenler ortalama ve stan-
dart sapma degerleri kullanilarak kargilastirilmustir,
Gruplar arasinda farkligin ortaya konmasi igin tek
yonlii varyans analizi (ANOVA) uygulanmugtir. Ana-
liz sonucunda anlamli farklilik bulundugunda, farkli-
lif1 yaratan gruplan belirlemek igin DUNCAN ikili
kargilagtirma testi yapilmigtir,

Gebelik oranlarinin karsilastiriimasinda Pearson Khi
Kare testi kullanilmistir,

0.0. DEMIRAL, A. DASKIN

Bulgular

Yapilan ¢alismada ¢o6ziim sonu ortalama motilite o-
rani, §li spermatozoa orani ve yoZunluk parametre-
leri swrasiyla % 36,0+ 9,6, % 53,9+ 9,8 ve 48,0+
5, 8 x 10%ml.olan spermalardan GWF yontemi so-
nunda sirasiyla % 49,0+ 9,9, % 43,8 £9, 7 ve 26,
4+ 8, 4 x 10%ml, SD yontemi sonunda sirasiyla %
64,5+8,6,%29,9+9,2 ve 14,0+ 8, 4 x 10%ml
ve GWFSD sonunda'ise % 53,5+9,4,% 41,6t 7,
6 ve 12, 4 + 5, 8 x 10%ml degerleri elde edilmistir.
Spermatololojik 6zellikler gruplara gére énemli fark-
Iliklar gostermistir (Tablo1).

Separasyon sonunda yapilan IUT" lardan elde edilen
gebelik oranlar1 tablo 2 ‘de Ozetlenmistir. Yapilan
calismada elde edilen gebelik oranlar1 arasinda
istatistiki bir farka rastlanmamigtir

Table 1. Separasyon Oncesi ve sonrasi elde edilen spermatolojik parametreler.

cOZUM | GWF SD GWFSD P
SPERMATOLOJIK [ SONU SONU SONU SONU n F
PARAMETRELER | GrupIV | Grupl | GrupIl | Grup Il
Motilite (%) 36,0+ 9,6° | 49,0£99° | 64,586 [53,5£94° 10 | 156 | P<005
Olii spermatozoon | 5394 98% [ 438+97° | 209£92° |41,6+7,6°| 10 | 506 | P<0,05
oram (%)
Yogunluk (10°ml) 48,0+5.8" [ 264+8,4° | 1404£84°| 12458 | 10 11,5 | P<0,05

¢ aym satirda farkh harf tastyan spermatolojik 6zellikler arasindaki fark Snemlidir.

Tablo 2. Separasyon yapilan spermalarla tohumlanan tavsanlardan elde edilen d6lverimi

Grup No Gebelik Oranlari (%) n
I1(GWEF) 50 10
II (Swim Down) 70 10
111 (GWFSD) 60 10
IV (Kontrol) 70 10

¥’ =1.17,P=0,76 (P>0,05)
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Tartisma ve Sonug

Calismada ¢ozdiiriilmiig tavsan spermalarinda swim-—
down ve glass wool filtrasyon yontemi bagari ile uy-
gulanabilecegi saptanmustr. Raymond ve ark. (28)
insan spermasinda uyguladiklari SD sonunda ortala-
ma % 28 motilite artisi elde ettiklerini bildirirken,
yine insan spermasina SD yontemi uygulayan
Kobayashi ve ark. (21) ise uyguladiklar1 farkli bir
SD y6ntemi ile % 50 oraminda motilite artigt elde
ettiklerini bildirmislerdir. Bu calismada elde edilen
motilite artisi Raymond ve ark.’nin elde ettikleri
motilite arti1 ile uyum igerisindeyken Kobayashi ve
ark.’nm bildirdiklerinden daha diisiiktiir. Gonzales
ve ark. (13) ise penetrasyon medyumu olarakkan se-
rumu kullanarak yaptiklari SD yonteminde % 25
motilite artigr sagladiklarini bildirmiglerdir. Sunulan
¢alismada separasyon sonrasi tiim gruplarda motilite
artislar1 kaydedilmis, en yiiksek motilite degeri SD
grubunda saptanmistir (P < 0, 05).

Motilite degerlerinde oldugu gibi arastirmacilar;
Separasyon dncesi ve sonrasi sperma yogunluklarin-
da meydana gelen azalmalarda da farkls sonuglar bil-
dirilmektedir. Calisma sonunda sperma yogunlukla-
rinda meydana gelen azalma oranlari Kobayaski ve
ark.’nin (21) bildirdikleri degerler ile uyum igerisin-
deyken Gonzales ve Pella’nin (13) bulgulan ile u-
yumsuzluk géstermektedir,

Aragtirmacilarin ayni tiiriin spermasi ile ¢aligmalari-
na ragmen farklr spermatolojik degerler bildirdikleri
g0z oniinde bulundurulursa, bu ¢alisma sonunda elde
edilen degerler arasindaki bazi uyumsuzluklarin uy-
gulanan tekniklerden ve tiir farkliliklarindan kaynak-
lanmis olabilecegi ifade edilebilir.

Glass wool filtrasyon yonteminin uygulanmasinda
farkli 6zelliklerde dizayn edilmis GW filtreleri kulla-
nilmaktadir (1,18,22,29). Bu calismada ise 1ml’lik
enjektor igerisine tabandan 3mm yiikseklikte olacak
sekilde 15 mg GW yerlestirilmis filtreler kullanilmig-
tir.  Arastirmacilar  GWE yontemi  sonunda,
separasyon iglemi dncesi ve sonrasi spermanin duru-
muna, tiirline ve kalitesine gore farkly motilite, 6lii
Spermatozoa orani ve yogunluk degerleri bildirmek-
tedirler (7,12,16,33).

Calismada ¢Ozdiiriilmiis tavsan spermalarina uygula-
nan GWF yo6ntemi sonunda ortalama % 13,03 ora-
ninda motilite artis1 elde edilmistir. Elde edilen orta-
lama motilite oranindaki arttg, kimi aragtirmacilarin
farkl tiir spermalarda ve filtrelerle elde ettikleri ile
uyum igerisindeyken (4,12,26,33); kimi aragtirmaci-
larin elde ettikleri degerlerden daha disiik (1,17,29),
kimilerinin bildirdigi sonuglardan ise' daha yiiksek
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oldugu gériilmiigtiir (22). Yogunluk olarak GWF is-
lemi oncesi 48 + 5,8 x 10°/ml olan spermalardan
filtrasyon sonunda 26,4 + 8.4 x 10%ml yogunlukta
spermalar elde edilmigtir. Bu azalma orani bazi ya-
zarlarin farkl tiir, filtre ve kalitedeki spermalara uy-
guladiklart GWF iglemi sonunda elde ettikleri azal-
ma ile uyum igerisindeyken ( 12,16,29) kimi arastir-
macilarin bildirdikleri degerlerden daha yiiksek oldu-
gu goriilmistir (4,33). Bu calismada elde edilen
dondurulmus-¢dzdiiriilmiis tavsan  spermalarinin
GWF yontemi ile separe edilmesi sonunda elde edi-
len ortalama 6lii spermatozoa oranindaki iyilesme
kimi aragtirmacilarin farkli tiir spermalarda bildirdik-
leri degerlerle uyum icerisindedir (22).

Elde edilen sonuglar arasindaki uyumsuzluklarin,
GWF esnasinda kullanilan spermanin durumu, kali-
tesi, filirasyon teknigi ve kullanilan filtrelerin farkl:

dizayn edilmis olmasindan kaynaklanabilecegi diigii-

niilmektedir.

Aragtirmacilar separasyon yontemlerinin etkinlikleri-
nin karsilastiriimas: agisindan yaptiklar1 calismalar
sonunda farklt goriisler bildirmislerdir. Johnson ve
ark. (18) yaptiklar1 bir calismada GWF yOntemini
yapist bozulmamig spermatozoa degeri olarak mini
Percoll gradient y6ntemine gore daha iistiin bulduk-
larim1 bildirmislerdir. Buna benzer sekilde Larson ve
ark. (22) density gradient yontemini GWE yontemine
gore motil spermatozoa, normal morfolojik yapidaki
Spermatozoa orant ve olgun spermatozoa orani ola-
rak daha iistiin bulmalarina ragmen kromatin biitiin-
liigii agisindan GWF y6ntemini daha iyi bulduklarim
bildirmislerdir. Rhemrew ve ark. (29) ise GWF yén-
temi ve 2 kath devaml olmayan Percoll gradient
santrifiij yontemini Karsilagtirdiklar1 bir ¢alismada
asthenozoospermik spermalarda GWF yonteminin
daha uygun oldugunu bildirmislerdir.

Almagor ve ark. (2) swim up ve swim down yontem-
lerinin kombinasyonu ile yaptiklan bir ¢alismalarin-
da swim-down y6ntemini morfolojik olarak daha
istiin oldugunu bildirmislerdir. Carrell ve ark. (5) ise
swim-up yontemini swim-down yontemine gore ge-
belik oranlar agisindan daha tyi bulduklarini bildir-
miglerdir. Arastirmacilarin bu yontemlerin kargilag-
trmasinda farkli gériis bildirmelerinin uygulanan
yontemlerde kullamlan farkli tekniklerden kaynakla-
nabilecegi diigiiniilmektedir.

Self migrasyon ve filtrasyon yontemlerinin karsilag-
trilmasinin yapildigt bazi ¢alismalarda elde edilen
degerler ile bu ¢alismada tavsan spermasindan elde
edilen degerler arasinda bir uyum oldugu diisiiniil-
mektedir (7).
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Ayrica kimi aragtirmacilar farkli sperma separasyon
yontemleri uyguladiklar1 spermalar ile yaptiklart dol-
leme galigmalar1 sonunda elde ettikleri fertilizasyon,
embryonik gelisim ve gebelik sonuglari arasinda
istatistiki farka rastlamadiklarim bildirmislerdir
(15,16, 30). Bu galisma sonunda elde edilen gebelik
oranlar! arasinda da istatistiki bir farka rastlanmamig
olmasi nedeniyle galigmalar arasinda bir uyum oldu-
gu diisiinilmektedir. Ancak Katayama ve ark. (19)
yaptiklari bir ¢aligmada self migrasyon yontemlerin-
den SU ve GWF ydntemleri ile sperma separasyonu
sonunda elde ettikleri in vitro fertilizasyon kapasitesi
olarak GWF yénteminin daha iyi sonu¢ verdigini ve
istatistiki olarak da fark elde ettiklerini bildirmigler-
dir.

Calismada olarak dondurulmus-¢ozdiiriilmiis tavsan
spermalarinda SD, GWF ve GWFSD yéntemlerinin
bagariyla uygulanabilecegi ve SD ydnteminin daha
tyi sonuglar verdigi bulunmus, separasyon sonrasl
daha fazla sayida potansiyel fertiliteye sahip
spermatozoon elde edilmesine yonelik farkli kombi-
nasyonlarin ve yeni yontemlerin denendigi yeni arag-
tirmalara ihtiyag oldugu ve boylece daha fazla
dolverimi alinabilecegi sonucuna varilmistir.
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