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ARASTIRMA

Kangal Kopegi Spermasinin Ticari Sulandirici (CaniPlus
Freeze) Kullanilarak Dondurulmasi

Gunumizde képek spermasinin kisa sureli ya da dondurularak uzun sireli saklanmasi amaciyla
sperma sulandiricisi olarak c¢esitli sollisyonlar kullaniimaktadir. Bu g¢alismada Kangal koépegi
spermasinin  CaniPlus Freeze sulandiricisi  kullanilarak dondurulabilirliginin ~ arastiriimasi
amaclanmistir. Bu amagla irka ait fenotipik 6zellikleri tasiyan iki adet Kangal kdépeginden masaj
yontemi ile alinan toplam 32 ejekilat sperma kullaniimistir. Dondurma iglemi igin birlestirme
(pooling) sonrasi sperma iki esit kisma bélinerek birinci kisim Tris sollsyonu ile ikinci kisim ise
CaniPlus Freeze sulandiricisi ile sulandiriimigtir. Payetlere gekilen spermalar buzdolabina (+4 ° C)
yerlestirilmis ve 1.5 saat ekilibrasyona birakilmigtir. Ekilibrasyon suresi sonunda payetler, sivi azot
seviyesinden 4 cm ylkseklikte (-120 ° C) 20 dakikada dondurulmus ve buradan sivi azota
daldirilarak saklanmistir. Dondurma igleminden sonra spermalarin bulundugu payetler 38 ° C'deki
su banyosunda 30 saniyede ¢ézdurilmus ve spermatolojik muayeneye tabi tutulmustur. Calismada
¢6zUm sonu motilite oranlari kontrol ve CaniPlus Freeze grubunda sirasiyla %45 ve %50 olarak
belirlenmistir (P>0.05). Anormal spermatozoon orani ise kontrol grubunda %18.8 iken CaniPlus
Freeze grubunda %16.4 olarak tespit edilmistir (P>0.05). Sonug¢ olarak arastirmacilarin yani sira
Ozellikle klinisyen veteriner hekimlerin kopeklerde ticari sulandiricilari kullanmasinin sperma
saklama galismalarinda pratik fayda saglayacagi kanisina varilmistir.

Anahtar Kelimeler: Kangal képedi, sperma, kriyoprezervasyon, caniplus freeze

Cryopreservation of Kangal Dog Semen in Commercial Extender (CaniPlus
Freeze)

Various solutions are used as sperm extenders in order to keep dog spermatozoa for a short time
or for freezing for a long time. In our study, it was aimed to determine the effect of commercial
diluent on freezing-thawing spermatological parameters in freezing of Kangal dog sperm. For this
purpose, a total of 32 ejaculates were taken from two Kangal dogs by massage method. After
freezing, the semen was divided into two equal portions and the first portion was diluted with Tris
solution and the second portion was diluted with CaniPlus Freeze diluent. spermatozoa were
placed in the refrigerator (+4 ° C) and left for 1.5 hours. At the end of the equilibration period, the
straws were frozen for 20 minutes at a height of 4 cm (-120 ° C) from the level of liquid nitrogen
and stored therein by immersion into liquid nitrogen. After freezing, the semens were thawed at 38
0 C for 30 seconds and subjected to spermatological examination. In the study, the resulting
motility ratios were 45% and 50%, respectively in the control and CaniPlus Freeze groups
(P>0.05). Abnormal spermatozoon ratio was found to be 18.8% in control group and 16.4% in
CaniPlus Freeze group (P>0.05). As a result, in addition to researchers, we are particularly
considering that the use of commercial diluents by clinician veterinarians in dogs will be of practical
benefit in semen storage studies.

Key Words: Kangal dog, semen, cryopreservation, caniplus freeze

Girig

Turk gcoban kdépegi Kangal (Karabas), diinyanin en eski ve en yaygin dogal goban
kopegi irkidir. Fakat gerek evcillestirmenin etkisi gerekse bilingsiz, kontrolstz
ciftlestirmeler sebebiyle sahip oldugu Ustin 6zelikler agisindan risk altindadir. Ayrica
venereal hastaliklar, damizlik kopekler igin surekli tehdit olusturmaktadir (1). Képek
yetistiriciliginde venereal hastaliklarinin 6nlenmesi, genetik yapilarinin iyilestiriimesi,
ustiin damizlik niteliklere sahip kdpeklerden en yiksek dlglide yararlanilabilmesi ve gen
kaynaklarinin korunmasi buytk 6énem tasir. Bu noktada biyoteknolojik bir yéntem olan
suni tohumlama uygulamasi 6n plana ¢ikmaktadir (2). Suni tohumlama ile kontrolstiz
ciftlesmelerin énine gecilmesinin yani sira erkek ya da disi kdpeklerdeki fizyolojik ve
psikolojik kaynakli c¢iftesme sorunlarina ¢6zim saglanabilmektedir (3-5). Fakat bu
uygulamanin 6n sarti disiye transfere hazir spermanin bulundurulmasidir. Képek
spermasi, alinmasini takiben hemen kullanilacaksa herhangi bir igleme gerek
duymamaktadir. Ancak kisa ya da uzun sureli saklanmasi ve nakledilmesi gerekli ise
canhhgini koruyabilmesi igin bazi islemlere tabi tutulmak zorundadir. Spermanin uzun
sure canlligini  koruyabilmesi dondurulmasi (kriyoprezervasyon) ile muimkundur.
Basarili bir kriyoprezervasyon, dogru vericinin segilmesi, spermanin uygun ydntemle
alinmasi, fertilizasyon yetenegini kaybetmeden korunabilmesi i¢cin uygun sulandiricilarla
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islenmesi ve dogru metotla dondurulmasina
baghdir (6, 7). Kodpeklerde dondurulmus sperma ile
yapilan suni tohumlama sonrasi ilk canl yavru 1954
yilinda elde edilmigtir (8). Bu tarihten ginimuze kadar
pek ¢ok arastirmaci (4, 9, 10) suni tohumlama
uygulamalarinda  bagarili  sonuglar  kaydetmigtir.
Ginimuzde basta Amerika Birlesik Devletleri olmak
Uzere Kanada ve pek c¢ok Avrupa Ulkesinde koépek
spermasinin dondurulmasi endustri haline gelmistir.

Kdépeklerde suni tohumlama amaciyla taze sperma
ya da dondurulmus sperma kullanilabilmektedir.
Dondurulmus sperma suni tohumlama uygulamalarinda
yaygin olarak kullaniimasina ragmen, taze sperma ile
yapilan tohumlamalardaki basari sansi daha ylksektir.
Bu sebeple fertilite oranlarinin yikseltiimesi yoniinde
calismalar devam etmektedir (11).

Kdpeklerde suni tohumlama uygulamasinin basaril
olabilmesi igin uygun sekilde dondurulmus spermanin
kullanilmasi sarttir. Spermanin dondurulmasi isleminde
ise pek cok faktdor basary etkilemektedir. Bu faktorleri
sulandirici secimi, spermatozoon yogunlugu,
kryoprotektif ajanlar, dondurma ve ¢ézme ydntemi olarak
siralamak mimkundir (12).

Glnidmuzde kdpek spermasinin kisa sireli ya da
dondurularak uzun sireli saklanmasi amaciyla sperma
sulandiricisi olarak gesitli sollsyonlar kullaniimaktadir.
Bunlar Tes (N-Tris [hydroxymethyl]  methyll-2
aminomethene solfonic acid), Hepes (N-2
[hydroxymethyl] piperazine-n-2-ethane sulfonic acid) ve
Pipes (piperazine-N, N-bis -2-ethane sulfonic acid) gibi
tampon sollisyonlar olarak siralanabilir. Son yillarda
hazir ticari preparatlar da (Laiciphos, Biociphos, Biladyl,
Triladyl, CaniPlus Freeze) koépek spermasinin
dondurulmasinda 6n plana c¢ikmaktadir (12). Ancak
Kangal kopedi spermasinin, Tris bazli sulandirici ile
dondurulma verileri literatirde yer almasina ragmen,
ticari sulandirici  kullanimi verilerine rastlaniimamistir
(13).

Bu c¢alisma ile kangal kopegi spermasinin
dondurulmasinda ticari sulandiricilardan olan CaniPlus
Freeze kullaniminin  dondurma-¢gézdirme  sonrasi
spermatolojik parametrelere etkisinin ortaya koyulmasi
amaglanmigtir.

Gereg ve Yontem

Calismadaki hayvan muayene ve denemeleri
Cumhuriyet Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu'nun 19.02.2015 tarihli ve 8 sayilli Kkarari
dogrultusunda  ydrGtalmastir.  Calismanin hayvan
materyali 3-5 yas arasi Kangal irki erkek kopekler
arasindan segilmistir. Saghkli ve 1irka ait fenotipik
ozellikleri tagiyan iki adet kdpek deneye dahil edilmistir.
Calisma icin secilen kdpekler ayni bakim besleme
sartlarina tabi tutulmustur.

Spermanin  Alinmasi: Calismada kullanilan
hayvanlardan sperma elde edilmesi i¢cin penis masaji
(onani) yontemi uygulanmistir (14). Bu ydnteme
alistirma igin kopeklerden hayvan hastanesinde 6zel
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olarak ayrilan muayene salonunda, Ostrus periyodunda
bulunan digi kopek ile sekslel stimulasyon saglanarak,
EylUl-Ekim aylari arasinda, U¢ giin ara ile haftada iki kez
sperma alinmigtir. Ejakulatin sadece spermatozoadan
zengin olan ikinci fraksiyonu renk ve kivam degisikleri
gézlenip diger fraksiyonlardan ayrilarak toplama
kadehine alinmisgtir. Bu sekilde en az bir ay sireyle
yonteme alistirilan kdpeklerden daha sonra calisma icin
ayni siklikta sperma alinmaya devam edilmigtir.
Calismada sekiz hafta sireyle her kopekten 16’sar
olmak Uzere toplamda 32 ejekulat kullaniimigtir.

Spermatolojik Muayene: Calismada spermalar
hem dondurma &ncesinde hem ¢6zdirme sonrasinda
muayene edilmistir. Nativ sperma miktari dereceli
toplama kadehinden okunarak saptandi. Spermatozoa
motilitesi I1sitma tablasi Uzerindeki lama 1 damla
damlatilan sperma Uzerine lamel kapatiimasi ve 40x

biyutmede 3 farkh alanda gb6zlenen  motil
spermatozoonlarin  ortalama  ylzdeleri  alinarak
hesaplanmistir. Spermatozoa yogunlugu ise
hemositometrik ydntemle thoma Ilaminda sayim

yapilarak tespit edilmistir. Anormal spermatozoa orani
giemsa boyama yontemi ile, 6l0 spermatozoa orani ise
eosin-nigrosin boyama yontemi ile tespit edilmistir.

Spermanin pH degeri indikatér kagida damlatilan
spermanin  renk skalasindaki karsihdi  okunarak
belirlenmistir. Cézdirme sonrasi muayenesinde ise
miktar digindaki parametreler yukarida belirtilen
metotlarla degerlendirilmigstir.

Spermalarin Dondurulmasi: Elde edilen

spermalardan en az %80 motilite ve en fazla %10
anormal oranina sahip olanlar dondurulma iglemine
alinmistir. Dondurma iglemi igin birlestirme (pooling)
sonrasi sperma iki esit kisma béllnerek birinci kisim Tris
(T-1378 Sigma) soliisyonu ile ikinci kisim ise CaniPlus
Freeze (13700 Minitube) sulandiricisi ile sulandiriimigtir.
Her iki gruba ait ornekler bir payette 200x10° motil
spermatozoa bulunacak sekilde dozlanarak payetlere
cekilmigtir.

Kontrol ~ grubunda  sulandirici  olarak  Tris
sulandiricisi %20 oraninda yumurta sarisi, %3 gliserol
ile kombine edilmistir. Deneme grubunda ise CaniPlus
Freeze soliisyonuna Uretici firma talimatlar
dogrultusunda yalnizca %25 oraninda yumurta sarisi
ilave edilmistir (Tablo 1).

Tablo 1. GCalismada kullanilan sulandiricilarin icerikleri

Kontrol Grubu Caniplus Freeze Grubu*

Tris 29¢ Tris

Fruktoz 1.25¢ Seker

Sitrik asit 1.32¢g Sitrik asit

Gliserol 3.0m Gliserol

Yumurta sarisi %20 Yumurta sarisi %20
Penisilin Streptomisin ~ %0.1 Gentamisin

Distile su 100.0 mL Saf Su

Antioksidanlar ve 6zel bilesenler

* [gerik miktari, Uretici firma paylasmadigi igin belirtilememistir.



Cilt : 32, Sayi : 1

Spermalar sulandirildiktan hemen sonra 0.5 mL’lik
payetlere c¢ekilip agik olan wuglari 1s1 yardimiyla
kapatilmistir.  Sonrasinda buzdolabina (+4 °C)
yerlestiriimis ve 1,5 saat ekilibrasyona birakilmistir.
Ekilibrasyon siiresi sonunda payetler, sivi azot
seviyesinden 4 cm yiikseklikte (=120 ° C) 20 dakikada
dondurulmus ve buradan sivi azota daldinlarak
saklanmistir. Dondurma igleminden 1 hafta sonra
spermalarin  bulundugu payetler 38 ° C'deki su
banyosunda 30 saniyede ¢6zdlrilmis ve spermatolojik
muayeneye tabi tutulmustur.

Calismada elde edilen bulgularin istatistiksel analizi
icin SPSS paket programi (SPSS for Windows v. 11.5)
kullaniimigtir. Bagimsiz degiskenlerde sonuclar ortalama
+ standart sapma kullanilarak Student t-test yontemi ile
degerlendirildi.

Bulgular

Nativ Sperma Bulgulari: Kopeklerden sekiz hafta
boyunca masaj yontemiyle sperma alinmis uygulama
basina ortalama 2.91 mL ejekulat (ikinci fraksiyon) hacmi
elde edilmistir. Képeklerden alinan nativ spermalarin
ortalama motilite orani %87.5 olarak saptanmigtir.
Kopekler arasinda onemli fark olmamakla birlikte
spermatozoon konsantrasyonu ortalama 291.35x10° /mL
olarak tespit edilmistir. Nativ spermada tespit edilen
spermatolojik parametreler Tablo 2'de sunulmustur.

Kriyoprezervasyon Bulgulari: Calismada
fenotipik olarak irk 6zelliklerini yansitan 2 adet Kangal
kopegine ait toplam 128 doz (0.5 mL’lik) sperma
dondurulmustur. Calismada ¢6zim sonu motilite oranlari
kontrol ve CaniPlus Freeze grubunda sirasiyla %45 ve
%50 olarak belirlenmistir. C6zim sonu anormal
spermatozoon orani ise kontrol grubunda %18.8 iken
CaniPlus Freeze grubunda %16.4 olarak tespit edilmistir.
Co6zim sonrasi motilite ve anormal spermatozoon orani
acisindan gruplar arasinda istatistiksel agidan énemli bir
fark ortaya ctkmamistir (P>0.05). Calismada sulandirma
sonrasi ve ¢Ozdirme sonu belirlenen spermatolojik
parametreler Tablo 3’'te sunulmustur.

Tablo 2. Nativ spermada ortalama spermatolojik bulgular
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Tartigsma

Kdpeklerde spermanin  uygun sollsyonlarla
sulandirilarak  dondurulmasi ve gerektiginde suni
tohumlama igin kullanilmasina yénelik aragtirmalar uzun
yilllardan beri sudrdurdlmektedir. Dondurma islemi
spermatozoonlar Uzerinde bircok olumsuz etkiye yol
acabilmektedir. Bunlardan biri de membran
butdnltgindn bozulmasidir. Spermatozoondaki
membran yapilari, donma/¢éziinme islemine karsi son
derece duyarlidir. Membran yapilar akici mozaik
tarzinda  dizenlenmis  protein,  glikoprotein  ve
glikolipitlerle bezeli iki sirali fosfolipit katmanindan
olusmustur. Bu vyapilarin sogutulup-¢ézindurulmeleri
irreverzibil faz degisimine, sivi fazdan jel fazina
gecmesine neden olmaktadir (16, 17). Gelisen faz
degdisimi membran i¢i enzimlerinin kinetiginde degisime
yol acarak spermanin ¢6zim sonu canlihigini
azaltmaktadir. Bu degisimler sebebiyle hicrede soguk
soku gelismekte, bu durum terminolojide sogutma zarari
(cryoinjury) olarak adlandiriimaktadir.
Kriyopreservasyonda soguk soku hasarinin yani sira
spermatozoayi pH degisimleri ve oksidatif strese karsi
koruyacak, metabolit ve eneriji ihtiyacini karsilayabilecek
niteliklerde cesitli sulandiricilar kullanilmaktadir (18).
Koépek spermasinin dondurulmasinda Tris bazh klasik
sulandiricilarin  yani sira son vyillarda hazir ticari
solusyonlar (Laiciphos, Biociphos, CaniFreeze, CaniPlus
Freeze) 6n plana c¢ikmaktadir (8, 12, 19). Silva ve
Verstegen (12), laiciphos, biociphos ve tes / tris'ten
olusan Ug¢ farkh sulandici ile dondurduklari kopek
spermalarinin ¢6zdlrme sonrasi spermatozoa
motilitesini laiciphos, biociphos ve Tes/Tris icin sirasiyla
%65, 70 ve 50 canli spermatozoa oranini ise %78, 80 ve
65 saptadiklarini bildirmiglerdir. Pipes, Bes, Tes ve Tris
sulandiricilarinin - kdpek spermasinin  dondurulmasi
Uzerine etkilerini inceleyen Smith (20) ise, 1:2 oraninda
%50 Pipes/KOH + %25 sodyum sitrat + %25 dekstroz +
%20 yumurta sarisi + %9 gliserol ile ¢bzdirme sonrasi
en iyi spermatozoa motilitesi elde etmistir. Blesbois ve
Caffin (21), sulandiriciya membran stabilizatéri olarak
bovine serum albumini (BSA) eklenmesinin spermatozoa
Uzerine olumlu etkisi oldugunu bildirmislerdir. Yu (22),
képek spermasinin dondurulmasinda glucose-TRIS ile
gliserol-TRIS sulandiricilarini kargilastirmis ve sirasiyla
(%42 ve %41) ¢6zim sonu motilite oranlarina ulagmistir.

Kopek n Hacim mL Motilite Yogunluk Anormal orani Olii/canh orani

(% + SEM) (x10%) (% % SEM) (% % SEM) pH
1 16  3.20+0.11 85+ 1.75 317.2+22.12 9.3+3.83 22.3+5.42 6.61 + 0.81
2 16 2.62+0.48 90 +£2.42 265.5 +49.73 8.9+3.46 18.6 £3.85 6.54 £ 0.76
Ortalama 2.91+0.24 87.5+242 291.35 + 38.54 9.1+221 20.3+6.97 6.57 £ 0.41

Tablo 3. Tespit edilen spermatolojik parametrelerin deneme gruplarina dagilimi

Spermatolojik bulgular (% £ SEM)

Grup Motilite Anormal spermatozoa Olii spermatozoa
Sulandirma Coziim sonu Sulandirma Coziim sonu Sulandirma Co6ziim sonu
sonrasi sonrasi sonrasi
Kontrol 65 + 0.55 45+ 0.84 11.6£0.84 18.8 £ 0.13 23.4+0.52 38.7+£0.17
CaniPlus Freeze 70 £ 0.61 50+ 0.35 10.5+0.22 16.4 £ 0.19 22.7£0.29 36.3+0.54
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Literatir (23) verileri incelendiginde kangal
kopekleri icin nativ sperma bulgulari calismamizla
benzerlik gdstermektedir. Dondurma ¢dzdirme sonrasi
spermatolojik bulgular agisindan kangal képekleri igin
ticari sulandirici verisi bulunmamakla birlikte Alman
goban kdpegi icin laiciphos sulandicisi ile 34.0+9.8
¢6zim sonu motilite orani elde edilmistir (9). Diger bir
calismada (12) ise Beagle irki kopeklerde laiciphos
sulandicisi ile %65 ¢6zim sonu motilite oranina
ulasmistir.

Yapilan arastirmalarla (9, 12, 23) sunulan
calismada elde edilen sonuglar arasindaki farkliliklar
cesitli etmenlere bagh olarak sekillenmis olabilir.
Ozellikle kullanilan hayvanlarin  bakim besleme ve
ozellikle irk farkhhklari, sulandirici kompozisyonlari ve
dondurma ¢ozdirme prosedirlerindeki  farkhliklar
spermatolojik parametrelere etki etmektedir. Ayni irka ait
koépeklerde de bireysel olarak spermanin sulandiricilara
farkl tepkiler verebilecegi bildirilmektedir (9).

Literatlr verilerinde goraldagu Uzere ydrGtilen
galismalara ragmen kopek spermasinin
dondurulmasinda %60’lara varan ¢6zim sonu motilite
oranlarina ulasilabilmis fakat standart bir dondurma
protokoll henlz olusturulamamistir. Bu noktada képek
tirinin fazla sayida irk barindirmasi ve yontemlere
farkh yanitlar ~ alinmasi da standardizasyon
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calismalarinin  6ninde engel teskil etmektedir. Bu
sebeple gerek dondurma teknidi ve ekipmanlarinin,
gerekse  sulandiricilarin geligtirimesine  ydnelik
calismalar devam etmektedir (9, 19, 24, 25).

Spermanin dondurulmasi igin farkli sulandiricilar
s6z konusu olmakla birlikte, sulandirici hazirlama islemi
uygulayicilara is ylku getirmektedir. Bunun yani sira
olcim tartim hatalari, kontaminasyon riskleri ve birden
fazla kimyasal maddeyi hazir bulundurma zorunlulugu
olusturmaktadir. Calismamizda kangal ko&peklerinin
spermalarinin  dondurmasinda sulandirici hazirlama
asamasini ve buna bagl riskleri azaltabilecek CaniPlus

Freeze sulandiricisinin kullaniminin klasik
sulandiricilarla  benzer basari oranlari  sagladig
go6zlenmistir.

Sonug¢ olarak, CaniPlus Freeze adli ticari

sulandiricinin Kangal kopegi spermasinin
dondurulmasinda rahatlikla kullanilabilecedi kanaatine
variimistir.
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