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1.GIRIS:

Kopekler, insanlarla icice yasayabilme ve insan hayatina uyum
sa@layabilme ©zellikleri nedeni ile ylzyillardir 6nemini korumustur.
Gunumizden, 12-14 bin yil kadar 6nce Avrasya’da ortaya c¢ikan koépegin,
insanlarla iligkisi en azindan 10 bin yil 6nce baglamistir ve evcillestirilen ilk
hayvandir. Seleksiyona dayall islah yontemleri sonrasi, tim ddnyada 100'UG
askin koépek irki ortaya gikarnimigtir (80).

Kopek, zeki, anlayigli ve egitilebilir bir hayvandir. lyi koku alma ézellikleri
ile iz strmede, patlayici ve uyusturucu maddelerin yerini tespit etmede,
suglulanin takibinde buylk faydalar saglamaktadir. Ayrica, insana olan duygusal
yakinhg: nedeni ile, evlerde insanlarla icice yagsamaya baglamasi, en énemli
yetistirme nedenlerinden birini olugturmustur.

Képeklerle ilgili ilk sun'i tohumalama caligmalari, 1780 yilinda Italyan
fizyologu Abbe L. Spallanzani tarafindan baglatiimig, erkek kdpekten alinan
spemanin, disiye veriimesi ile U¢ adet yavru alinmigtir (14, 40, 53, 75). Ancak
bu yéntem 1900 yillarindan itibaren geligmeye baglamig ve son 30 yilda yapilan
yogun bilimsel ¢alismalarla uygulama alanina sokulmustur (82). 1968 yilinda
ABD'de Oregon Universitesi Tip okulunda, képek spermasinin uzun streli
saklanabilmesi ve dondurulabilirligi Uzerinde ilk caligmalar baglatiimistir (72,
74). Dondurulmus képek spermasi ile ilk basarili gebelik 1969 yilinda, S.W.J
Seager tarafindan elde edilmistir (14, 58, 67, 74, 75).

Kopek yetistiriciligi, son yillarda ulusiararasi 6nem tagiyan bir ilgi alani
olmustur. 1981 yilinda, ABD'de dondurulmus képek spermasi ile tohumlanan
disilereden elde edilen yavrularin, Amerikan Képek Kliibi’'ne (American Kennel
Club) sarth olarak ilk kez kabul edilmesi, dondurulmus spermanin dnemini
artﬁrm|§t|r (75). Bu galigmalar takiben, sadece ABD'de 1985 yilinda dokuz
merkezde képek sperma bankasi kurulmustur (15, 81).



Képek spermasinin dondurulup eritildikten sonra akrozom bozukiugu
oraninin arttigi yapilan birgcok galismada ortaya konmustur (12, 54, 59, 61, 69).
Képek spermasinin dondurulmas:i tizerine sulandirict komponentlerinin ve diger
degisken maddelerin etkisini aragtiran caligmalar, genellikle motilitenin
eritmeden hemen sonra degerlendiriimesi (izerinde yogdunlagtiriimis,
termorezistant ve akrozom morfolojisi Gizerinde detayli durulmamistir (10). Bu
amacla koépek spermasinin dondurulmasi igin g¢esitli sulandirici tipleri ve
dondurma metodlan Uzerinde c¢alisilmigtir (10, 14, 43, 63). Eritme sonrasi
spermatozoon motilitesi ve morfolojisine etki eden en &nemli kryoprotektif
madde - sulandirictya katilan gliseroliin  yogunlugudur (42). Glnimuzde
aragtiricilar, képek spermasini, genellikle %2-8 arasinda gliserol igeren Tris
sulandiricist ile payet metoduna gére dondurmusladir. K8pek spermasinin
dondurulmasinda kryoprotektif bir madde olan gliserol'lin optimal yodunlugu
henliz tam anlami ile tespit edilememistir. Yapilan bazi ¢galismalarda, ¢ok duguk'
gliserol oranlari eritme sonrast yeterli koruyucu etkiyi saglamada basarisizken,
cok yiksek gliserol oranlari ise 6zellikle akrozom Uzerinde hasarlara neden
olmaktadir (69).

Calismamizda, képek spermasini dondurmada, spermatozoa maotilitesi
ve morfolojisi Gizerinde olumlu etki yapabilecek, ideal sulandirici tipi ve gliserol

oranini saptamak amagclanmistir.



2. LITERATUR BILGISI:
2.1. Erkek Kopeklerde Reprodiiksiyon Endokrinolojisi:

Erkek kopeklerde testislerin endokrin kontroli, hipotalomus, hipofiz ve
gonadlardan salgilanan hormonlarin duzenli ¢alismasi ile gergeklegsmektedir.
Hipotalamustan salgilanan GnRH, porial sistem araciliiyla hipofiz 6n lobundan
FSH ve LH'nin (gonadotropinler) salgilanmasina neden olmaktadir (2, 5, 56).

LH hormonu tubulus seminiferi contorti'lerin arasini dolduran bag
dokudaki leydig hiicerelerini uyararak, burada kolesterol'den pregnenoclone
Uretimini saglamakta, pregnenolone metabolize olarak testesteron ve 6stradiol'e
donlugmektedir (55). LH ve testesteron salinimi giin igerisinde belli bir ritim
icermemekte ve me\)sime bagh olarak degigskenlik go&stermektedir. LH
yogunlugu 1.0 ng/ml ile 10 ng/ml arasinda degisebilmektedir (5, 17).
Testesteron'un serum konsantrasyon'u genellikle 1-5 ng/ml'dir (80). GnRH
salinimindan 10 ile 40 dakika sonra LLH salgilanirken, FSH tedricen ve yavag
olarak salgilanir. Olgun bir erkek képekte LH kan konsantrasyonundaki artigi
takiben, 60 dakika igerisinde serum testesteron seviyesinde artis olmaktadir (5,
17, 80). Testesteron hormonu, sertoli hicrelerinde lokalize olmus FSH
reseptorlerinin  duyarlihdint  arttirmakta, prostat bezi, vas deferens ve
epididimis'in gelisimi ile sekonder seks karakterlerinin ortaya gikmasinda rol
oynamaktadir (2, 55, 61). Testesteron diizeyinin artmasi, hipotalamusdan
GnRH'In salgilanmasini inhibe etmekte ve bunun sonucunda hipofiz &n
lobundan LH ve FSH salgilanmasi azalmaktadir (2, 18).

Tubulus seminiferus contortuslardaki sertoli hiicreleri FSH igin hedef
hlcrelerdir ve bu hicreler ABP(Androgen Binding Protein) ile estradiol
salgilamaktadirlar. Képeklerde FSH'nin etkisi ¢ok iyi bilinmemekle birlikte
hipofiz/hipotalamus Uzerinde negatif feedback etkisiyle salgilama yada inhibin
etki gostermektedir. Hipofiz 6n Iobﬁndan FSH salinimini kontrol eden sertoli
hiicrelerince, inhibin ve aktivin hormonlar tretilir. Glukoprotein yapisinda olan
inhibin FSH salinimini baskilarken, aktivin ise FSH salinimini arttirici etki saglar
(55, 65).



Spermatogenezis, herbiri 13-14 giin siiren 4-5 siklus olarak, yaklasik 55-
70 gun arasinda strmektedir (56, 60, 80). Spermatozoa'larin epididimal
migrasyon siresi 14 giindir. Spermatozoa'lar korpus epididimis'e ulastiklarinda
proksimal sitoplazmik damlacik spermatozoa’nin boyun kismindan, distal orta
kismina hareket eder (80). Epididimis'de hiicre membraninin protein kati,
niklear materyal'de kimyasal degisiklikler, akrozom'da ultrasutriktiirel
degisiklikler gergeklesir. Primer spermatosit 20.9 glinde, sekonder spermatosit
0.5 gunde, yuvarlak cekirdeklii spermatidler 10.5 giinde, uzun g¢ekirdekli
spermatidler 10.6 ginde olusup tubulus seminiferus limenine salinirlar (17).
Olgun spermatozoa'nin ilk olarak goéruldugi yasin tespitinde testikiler biyopsi
kullaniimig, Coli wrklarinda spermatogonial aktivite 5 ve 6 aylikken ve ilk

spermatozoa ise 9-10 aylikken gérilmusttr (17, 56).

2.2. Erkek Képeklerde Reprodiiktif Organlar:

Erkek koépeklerde reproduktif organlar, skrotum, testisler, epididimis,
duktus deferens, prostat bezi, Urethra ve penis'den olusmustur. Skrotum, ants
ve inguinal béigenin ortasinda lokalize olmus killi yapiya sahip, ter bezleri ile
desteklenmis bir olusumdur. Median bir septum aracilig: ile iki kaviteye
ayriimakta ve her kavite icerisinde, testis, epididimis ve spermatik kordon'un
distal kismi yer almaktadir. Saglikl bir kbpekte testisler ovoid ve sert kivamda

olup scrotum igerisine horizontal olarak uzanirlar (17, 28, 56, 80).

Erkek kdpeklerde testisler genellikle dogum ile birlikte inmis durumdadir
(17, 28). Al haftalik iken testisler el ile palpe edilebilir (55). Toplam skrotal
. geniglik ve testikiler parensimin adirhgt ile ginlik dretilen spermatozoa
arasinda korrelasyon vardir (28). Bir gram testis paransiminde bir glinde
yaklasik olarak 14 x 10° spermatozoa tretilmektedir (62). Buyiik ve kuguk irklar
arasinda testislerin ebatlan yéninden genis bir varyasyon sz konusu olmakla
birlikte, bu degerler ortalama 3 x 2 x 1.5 cm'dir. Képek testislerinin ultrasonik
olcimlerinde viicut agirhdi ile testis agirhigr arasinda yitksek bir korrelasyon'un
odugu bildirilmigtir (r = 0.64) (23).

Agirliklart 5 ile 48 kg olan 104 erkek kopek'te yapilan bir ¢aligmada
ortalama toplam testis agirhgr 27.66 gr., epididimis'in agirhgi 3.13 gr., kauda



epididimis'in agirhg: 0.83 gr., korpus ve kaput epididimis'in toplam agirigi 2.30
gr. olarak belirlenmigtir. Incelenen 55 6rnekte tubulus seminiferus'un gapi 186
um olarak saptanmigtir. Kopek spermatozoa'sinin incelendigi 69 o6rnekte,
ortalama bag uzunlugu 6.1 pm, bas genisligi 3.8um, orta kismin uzunlugu 10.1
um, kuyrugun uzunlugu 45.2 pm ve toplam uzunluk 61.4 pm bulunmustur (89).
Epididimis testisin dorso-lateral yiizline irtibathidir ve kaput epididimis kranial'de,
kauda epididimis ise kaudalde lokalize olmustur. Epididimis'in devami olan
duktus deferens, spermatik kordon igerisinde seyreder. Kauda epididimis'den
kék alan ve dorsal olarak inguinal kanal'' gecen spermatik kordon; duktus
deferens, spermatik arter, pampiniform fleksus damari, sinirler ve kreamaster
kasini icerir (28).

Skrotum altinda bulunan gevsek bag doku m.creamasteri orter.
M.creamaster ve skrotum, spermatogenezis igin gerekli 1si ayarlamasini saglar
ve testisleri vicut isisindan 4-7°C asagida tutar (17). Kas tabakasinin
(m.creamaster) altinda, seréz bir zar olan, periton'un i¢ (visceral) ve dig
(pariyetal) yapragindan olusan, tunica vaginalis testis yer alir. Fétal dénemde,
karin boslugunda bulunan testisler peritonun bu iki yapradi arasindaki
bosluktan, skrotum'a inerler (descensus testis). Tunica vaginalis testis altinda,
elastik ve kollagen ipliklerden meydana gelen, tunica albuginea bulunur. Tunica
albuginea'dan organin igine uzanan bagdoku bélmeleri (septula testis), testis
parangimini piramit seklinde lopguklara ayinr (mediastinum testis). Mediastinum
testis, epididimis'in caput epididimis bélimiinde, tunica albuginea ile karisir.
Septula testisler arasinda yer alan her bir lobguk (mediastinum testis) tubulus
seminiferus kontortus denilen kanallar igerir ve spermatozoon'lar burada
dretilirler. Tubulus seminiferus kontortuslar, organin derinliklerine dogru birgok
kivnnmlar olustururiar ve koépeklerde uzunluklant 150 metre kadardir. Bu
kanallarin duvar ¢ok sirall epitel hiicreleri iie dizilidir. Bazal membrah.Uzerine
. oturan ilk stradaki hicreler iki tipvolup, sayica ¢ok olan spermatogoniumlar ve
bunlarin arasinda sertoli hiicreleri yer almaktadir (56).

Penis iki ayr korpora kavernoza'dan olugsmaktadir. Arka bélimi median

septum penis ile ayniimigtir. On kisim os penis'i ve bulbus glandis'i igerir. Biyik
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irk képeklerde 10 cm ve daha fazla uzunlukta olabilen ve os penis'in ventralinde
seyreden oluk igerisinden Urethral olusum gegmektedir. Képekierde glans penis
oldukga bilyiktir. Glans'in 6n yiziinde bulunan kisima pars longa glandis, arka
kisminda yumru seklinde erektil yapiya sahip kisima pars bulbus glandis adi
verilir (66). Ereksiyon sirasinda bulbus glandis'in uzunlugu 6 cm'ye, kalinligi ise

4 cm'ye ulagabilir.(17).
Prostat kopeklerdeki tek eklenti ireme bezidir (17, 28, 42, 80). Sidik

kesesinin boyun kisminin yaklagik 1 cm gerisinde, symphysis pelvis'in kranial
kismi Uzerinde, pelvisin ortasinda lokalize olmustur. Dorso-median bir gukur ile
iki pargaya ayriimig olup globular bigimdedir. Prostat'in elastik bir yapisi vardir
ve irka, yasa, vicut agirligina bagh olarak, yetigkin kdépeklerde, ebatlar 1.4
cm'den, 2.8 cm'e kadar degismektedir (17, 28). Sodyum ve klor iyonlarinca
zengin olan prostat sivisinda sitrat yogunlugu ise dusuktir. Kdpek prostat
sivisinin pH'si yaklagik olarak 6.8'dir ve vezikiler bezlerin olmayisindan dolayi
cok dusiik fruktoz yodunluguna sahiptir. Bu organin fonksiyonlari androjenler

tarafindan diizenlenmektedir (56).

Cogdu arastirici képek ejakulatinin ilk fraksiyonunun d{rethral bez
sekresyonu oldugunu bildirmigtir. Ancak England ve Allen (22), kdpek
spermasinin ilk fraksiyonunun orjinini arastirdiklari galismalarinda, histolojik ve
biyokimyasal incelemeler yapmuslardir. Histolojik incelemelerde, k&peklerde
drethra igerisinde glanduler doku bulunmadigi ortaya konurken, yapilan
biyokimyasal ¢caligmalar, ejakulat'in ilk fraksiyonunun prostat kaynakli olmasi ile
tam olarak agiklanamamis, Urethra'da depolanip salgilanabilecegi goéristnd

ortaya koymuslardir.

Képek ejakulati fraksiyonlar halinde ejakule edilir. Birinci fraksiyon
prostat bezi kaynakli 1-5 ml hacimde olup, su kivamindadir ve 0.5 ile 1 dakika
icerisinde ejakiile edilmektedir. Ikinci fraksiyon sit kivamindadir ve 1-3 ml
hacimde olup,. spermatozoa bakimindan en yodun kisimdir. 1-2 dakika
ierisinde bu kisim tamamlanir.-Ugiincii kisim da prostat kékenlidir ve ejakulatin
en buyldk kismini olusturur. Blylk irk képeklerde 30-40 ml hacimde olarak
yaklasik 15-20 dakika strmektedir (2, 40, 42, 50, 51).
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Erkek kdpekler ortalama 9 aylik yasta puberteye ulagirlar. Bu, genelde
olgun vicut agirhigina ulastiyi donemdir. Normalde erkekler, ayni irkin
digilerinden daha ge¢ puberteye ulagirlar (17, 55, 80). Ayrica blylk culsseli
kopek irklar, kiguk clsseli olanlara oranla daha yavas cinsel olgunluga

ulagirlar (55).

2.3. Erkek K6peklerden Spermanin Alinmasi:

Ginumuzde yapilan caligmalar sonucunda koépeklerden U¢ degisik
yontemle sperma alinabilmektedir. Bunlar; parmak maniplasyonlari, sun'i vajen
ve elektroejaktilatdr ile sperma alma yéntemleridir (2, 17, 40, 42, 82, 88, 92).

2.3.1. Parmak Maniplasyonlari ile Spermanin Alinmasi:

Képeklerden penis'in masaji ile sperma almada arastiricilar iki ayri teknik
kullanmiglardir. Bunlardan ilki boga sun'i vajen'inden adapte edilen kauguk
konik kilifin penis tzerine gegirilmesi ile uygulanan el masaji teknigi (14, 28,
49, 50, 53, 57, 72), dideri ise parmak maniplasyonlari teknigidir (3, 40, 42, 73,
88, 92).

llk ydntemde, sun'i vajen ile dereceli toplama kadehi arasinda irtibati
saflayan konik kauguk lastikten (irtibat hunisi) yararlanilabilir (14, 63, 73, 76,
79, 80). Ortamda 6strusdaki bir digi képegin bulunmaSI (6zellikle ilk kez sperma
alinan deneyimsiz kdpekler i¢in) spermanin alinmasinda kolaylik saglamaktadir
(75). Sperma kaygan olmayan bir zemin ve sessiz bir alanda alinmalidir.
Uygulayici, sol elinde konik sperma toplama araci ile erkek koépegin sol
tarafinda durur. Sag eli prepusyum (zerine ileri geri kaydirma haraketleri
yaparak . ereksiyonu uyarmaya cgalisir. Ereksiyonun ilk belirtisi olarak bulbus
glandis sismeye baglar. Penis'in kavernoz gévdesi kanla doldugunda ereksiyon
gerceklesir. Penis'in kan basincinin artmasi ile ereksiyon sinirsel olarak uyarilir
ve bu sirada ven6z kanin geri dénmesi kismen inhibe olur ve penis arterleri
genisler (80). Ereksiyon tam olarak gerceklesmeden 6nce, prepUsyum geriye
dogru c¢ekilerek bulbus glandis acida c¢ikanlir ve konik sperma toplama araci
penis izerine gegirilir. Eger bulbus glandis prepusyumdan digan gikariimadan

once tam bir ereksiyon gergeklesir ise hayvan agri duyar ve hizla ereksiyon
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kaybolur (28). Toplama hunisini tutan elin bas ve isaret parmaklar bulbus
uzerine hafif ve ritmik basinglar uygulamaya baglar. Pelvik itmelerin pik
seviyeye ulagmasini takiben (yaklagik 15-30 saniye) penis kauguk toplama
hunisi ile birlikte kaudale dogru gevrilir. Ejakulatin birinci ve ikinci fraksiyonlari ilk
1-2 dakika igerisinde gelir. Spermatozoondan zengin olan 2. fraksiyon siit
goriiniminde ve 0.5 ile 5 ml ortalama hacimdedir. Sperma ejakiile edildikten
| yaklagik 1-3 dakika sonra prostat kaynakh berrak bir sivi (3. fraksiyon) gelmeye
baglar. Bu kisim son kisimdir ve .5-45 dakika igerisinde 5-40 ml hacimde
olabilmektedir. Bu yéntemde spermatozoondan zengin kismin geldigi zamanin
takip edilmesi ¢ok glgtir ve ¢odu zaman ejakulatin kisimlari istenmeden
birbirine karngmaktadir. Yine bu yéntemle sperma alinirken prepusyumda

toplanan smegma preputii, sperma numunesini kontamine edebilir (50, 79).

Cam huni ve dereceli toplama kadehi yardimiyla parmak maniplasyonlari
ydntemi kullanilarak sperma en rahat bicimde alinabilir (17, 28, 40, 42, 92).
Cogu erkek képek parmak maniplasyonlarn ile sperma vermeye yatkindir.
Hayvan yerde ve ayakta iken sperma alinabilir. Kizginlikta olan bir disi képegin
ortamda bulunmasi sperma alma iglemini kolaylastinir, fakat her zaman gerekli
degildir. Ortamda disi kdpegin bulunmasi, alinan spermadaki toplam

spermatozoa sayisini yukseltebilir (51).

Bir eline eldiven giymis olan sperma alacak kisi, erkek kdpegin sol arka
kismindan ve prepusyum tzerinden bulbus glandis'in kaudal kismina hafifce
masaj yapar. Sperma alma esnasinda kauguk eldiven'in alinan ejakulat'a temas
etmesi, motiliteye olumsuz etki yapabileceginden sakinilmalidir. Yari ereksiyon
meydana geldiginde prepusyal kilif geriye dogru ¢ekilir (50). Bulbus glandis'in
arka kismina prepusyum'un geri cekilmesi ve basing uygulamalari sonrasi
ereksiyon saglanir (17). Pelvik itme hareketleri basladiinda penis sperma
toplama kadehine garpabilir. Hemoraji ve travmaya sebep olmamak igin sperma
toplama kadehi uzakta tutulur. Erkek kopek sperma vermeye isteksizse,
toplama kadehi elin bagparmag aracilig ile tutularak, glans penis'deki Uretral
olugsuma (urethral orificium) degddirilmek sureti ile ejakulasyon uyarilabilir (50).
Pelvik itme hareketlerinin bitmesini takiben penis kopegin arka ayaklan

arasindan geriye dogru gevrilir. Bu sirada bulbus glandis'in arka kismina bag ve
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isaret parmaklari arasinda ritmik basinglar uygulanmahdir (17). Sperma alma
islemi sona erdiginde penis antibiyotikli bir solisyon ile yikanmali ve prepusyum

icerisine girmesi saglanmalidir (40, 92).

2.3.2. Sun'i Vajen ile Spermanin Alinmasi:

Sun'i vajen ile sperma alma yonteminde ortamda 6strusda bir disi
képedin varligi sarttir (40, 42, 44, 92). sun' vajen dig kilif ile ig¢ lastik arasina
sicak su konan musluga, penise ritmik basinclar uygulayabilmek amaci ile bir
lastik pompa adapte edilmistir. Sun'i vajen'in 1sis1 40 °C olmalidir ve ig kismina
Ostrusdaki bir disi kdpekte vajinanin zaten kuru olmasindan &tiiril diger hayvan
turlerinde uygulandidi gibi herhangibir kayganlagtirici stirilmesi zorunlu degildir
(40).

Sperma alinirken erkedin diginin vulva bélgesi koklamasi saglanmalidir.
Bu sekilde erkek kdpek daha rahat ve daha fazla sperma verebilir. Bir kisi erkek
képegin sag tarafinda durur disi képegdi koklamasina izin verir. Spermayi alacak
kisi erkek kdpegin sol tarafinda durarak sol elinde sun'i vajinay! tutar. Penise
prepusyumun dig kismindan yavaggca masaj yapan uygulayici, ereksiyon
sekillendiinde penis'i sun'i vajinaya sokar. Pelvik itme hareketlerini takiben bir
elle sun'i vajen tutulur iken diger el ile penis bulbus glandis'in arka kismindan
geriye gevrilir. Bu esnada bir yardimci sun'i vajen ile irtibath olan hava
pompasindan ejakulat'in geri kalan kismini almak igin basing uygular (40, 42,
44, 79). Bu yontemle sperma alinirken spermanin ¢ fraksiyonu birbirinden ayr
olarak toplanamaz ve sperma alinirken bir yardimcinin olmasi sarttir (79).
Ayrica, sun'i vajen i¢ lastigi olan kaugugun képek spermatozoa'larn Uzerinde
toksik etkili oldugu tespit edilmistir (3, 24).

2.3.3. Elektroejakulator Yardimi ile Spermanin Alinmasi:

Képeklerden elektroejakulator ile spermanin alinmasi mimkunddr (17,
24, 79, 42, 82, 92). Genel anestezi altinda uygulanan bu ydnteme zoruniu
olmadik¢a basvurulmamaldir. Bu ydntemde  bir rektal prob ve
elektrostimiilatér'e ihtiyag vardir. Bipolar rektal prob, teknigine uygun olarak

yerlestirildikten sonra 140 - 180 mA akim ve 10 - 20 volt gerilimlerle ejakulasyon
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merkezi uyarilir ve sperma alinir (42). Elektroejakulasyon yontemi ile elde
edilen spermanin hacmi, prostat bezinin fazla uyariimasindan dolay: tabii
ciftlesmeden daha fazladir (79). Ancak elde edilen ejakulat'a idrar karigma
olasiligindan dolay: tercih edilen bir metod degildir. Cok kiymetli damizlik
képeklerden dider yoéntemlerle sperma alinamadigi zorunlu durumliarda

kullanilabilir.
2.4. Erkek Kopeklerde Spermatolojik Ozellikler:

Fertilitesi yeterli bir képekten alinan ejakulatta ortalama spermatozoa
motilitesini % 70-90, morfolojik bozukluk oranini % 20 den az olarak bildiren [leri
ve ark. (42), degisken olmakla beraber ortalama 125 x10° / ml olan
spermatozoa konsantrasyonunun irka ve yaga bagl olarak degisebilecegini ( 60

x10° / ml - 300 x10°% / ml ) aciklamiglardir. Yazarlar, sperma hacminin 2-25 ml
(ortalama 5 ml), canh spermatozooa oraninin % 80-85 ve pH'nin geneliikle

nétre yakin asidik 6zellikte oldugunu bildirmiglerdir.

Képek spermasinda primer anomalilerin %10'dan, sekonder anomalilerin
%20'den fazla olmamasi gerektigini bildiren Meyers-Wallen (52), ¢ok sayida
primer anormal spermatozoa'nin gdrilmesinin; hormonal yada kemotertpatik
ajanlar, toksinlere maruz kalma, spermatogenezis'de kongenital bir bozukluk,
orgitis yada skrotal isinin yilkselmesine neden olan hastaliklardan
kaynaklanabilecegini 6ne stirmustdr.

Yiksek fertiliteye sahip birgok képek'te %80'in Gizerinde motilite saptayan
ve %70'in altindaki spermatozoa motilitesinin  standart'in  altinda
degerlendiriimesi gerektigini bildiren Soderberg (80), alinan spermanin
motilitesinin hizla diismesinin, disik fertilitenin isareti olabilecegini, ejakule
edilen prostat sivisinin miktarina bagh olarak spermatozba yogunlugunun son
derece degisken oldugunu, olgun bir képekten alinan ejakulatta toplam
spermatozoa sayisinin 500 x 10%dan fazla oldugunu, yada %20'den fazla
morfolojik bozukluklarin fertiliteyi duglrebilecegini, dolanmig kuyruk ve kopmus
bas gibi anormal spermatozoa'larin gokga gériilmesinin skrotumdaki yangisel

bir reaksiyona bagh olabilecegini agiklamigtir.
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Degisik irklara ait 102 képekten aldigi ejakulatlarda, 1 ml - 80 ml hacim,
%60-%100 motilite, 50 x 10%ml - 610x10%ml arasinda yogunluk saptayan
Dubiel (19), anormal spermatozoa oranini iki kategoride incelemis, sekonder

bozukluklari %24-88, primer bozukluklar ise %6.8-8 arasinda bulmustur.

Normal bir kdpek spermasinda, 1-30 ml hacim, %70'den fazla motilite,
6.3-6.7 arasinda pH bildiren Johnston (44), bir ejakulattaki toplam spermatozoa

sayisinin 300 milyon ile 1 milyar arasinda degistigini bildirmistir.

Thomas ve ark. (85), 7 karisik irk erkek képek'ten aldi§i spermalarda,
spermatolojik Ozellikler olarak; %70'in (izerinde motilite, %75 normal
spermatozoa orani ve bir ejakulatta da 500x10%un uizerinde spermatozooa

saptamiglardir.

Amann (5), ortalama 15-17 kg. agirliginda bir kdpek icin, sperma
hacimini 3.9+0.5 ml, yo§unlugunu 359+72 x 10%/ml, ejakulattaki toplam

spermatozoa sayisini ise 1.12+0.13 x 10° olarak bildirmigtir.

Linde-Forsberg (51), taze sperma ile tochumlama yapilacak bir erkek
képegdin spermasinin %70'den fazla motilite'ye sahip olmasi ve primer ve
sekonder spermatozoa defektlerinin  %30-40''T gegmemesi gerektigini
bildirmistir.

Morton ve ark. (54), fertil kopekler igcin canli spermatozoa oranini
ortalama %88, normal morfolojideki spermatozoa oranini %69.1, basa ait
bozukluklan %5.62, orta kisima ait bozukluklar %13.4, kuyruk kismina ait
bozukluklari %4.7, ejakulattaki toplam spermatozoa sayisini 860x10° olarak
bildirmiglerdir.

Johnstone (45), normal kdpek spermasinda ortalama %15 anormal
spermatozoa olabilecegini, bu oranin %20'yi gegmemesi gerektigini belirtmistir.
Arastinici, motilitenin %70'in Uzerinde ve pH degerinin 6.3-6.7 arasinda olmasi
gerektigini bildirmigtir.

Iki-bes yagh 8 adet melez ve 17 adet saf irk képekten el masaji ile
sperma alan Wong ve ark. (88), melez itk kdpeklerde sirasiyla, 1.6+0.8 ml

hacim, 303.6+138.2 x 10%ml spermatozoa yogduniugu, %91+5.6 motilite,
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%96+3.6 canli spermatozoa, %9t4.3 anormal spermatozoa orani tespit
ederlerken, saf irk kopeklerde sirasiyla, 3.841.9 ml hacim, 602.9+466.2 x
10%ml spermatozoa yogunlugu, %73+26.3 motilite, %85+13.6 canli

spermatozoa, %18+17.2 anormal spermatozoa orani saptamiglardir.

Theret ve ark. (83), sperma hacminin 0.3 ml, yogunluunun 3 x
10%/ml'den az, o6l spermatozoa oraninin %20'den, anormal spermatozoa

oraninin %10'dan fazla olmamasi gjerektigini bildirmiglerdir.

Gill ve ark. (35), Beagle irki képeklerden aldiklari 30 ejakulatta, hacimi
2.2 ml, motil spermatozoa oranini %79, spermatozoa yogunlugunu mi'de 98x
10° olarak bildirmislerdir.

Alti adet Beagle irki kdpek'ten el masaji ile aldigi spermalarda, England
ve Allen (21), ortalama motilite oranini %90-%95, spermatozoa yogunlugunu
380 x 108/ml ile 890 x 10%ml ve canli spermatozoa oranini ise %80 ile % 94

arasinda bulmuslardir.

Giinzel (37), parmak maniplasyonu ile aldi§i 74 ejakulatta, hacim,
motilite, yogunluk, 6lu spermatozoa orani, anormal spermatozoa orani ve pH
degerlerini sirasi ile, 2.3 ml, %71, 1024.4x10%ml, %11.2, %17.6 ve 6.7

bulmustur.

Képek spermasinin hacmini fraksiyonlarina gére degerlendiren Harrop
(40), spermatolojik 6zelliklerin, rka, cisse'ye, ayni irk igerisinde de bireysel
faktorlere bagl olarak degigebilecegdini bildirmigtir. Birinci, ikinci ve Uglincu
fraksiyonlarin ortalama hacimlerini sirasi ile, 0.25-2 ml, 05-4 ml, 3-25 mi
arasinda bulan arastirmaci, ortamda disi kdpegin bulunmasinin sperma hacmini
arttirabilecegini agiklamistir.100'in Gzerinde ko&pekten aldiji spermalarda
ortalama 125x10%ml spermatozoa yogunlugu oldugunu ancak, belirtilen
nedenlerden dolayi bu rakamin  4x10%ml ile - 540x10%ml arasinda
degisebilecedini bildiren aragtirmaci, anormal spermatozoa orani ise %20'den
fazla olmamasi gerektigini ve 5.8 ile 6.9 arasindaki pH degderinin normal sinirlar

icerisinde yer aldigini ifade etmistir.
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Smith (79), spermatozoa motilitesinin 0 ile +5 arasinda bir skala lizerinde
de degerlendirilebilecegini, normal képek spermasinda motilite, yodunluk,
anormal spermatozoa oraninin sirasi ile, %80, 300-500x10%/ml, %20 oldugunu

actklamstir.

Ortalama 10 ml sperma hacmi, 125x10%ml spermatozoa yogunlugu,
%85 motilite, %90 canli spermatozoa orani, %20 anormal spermatozoa orani
bulan Wright ve ark.(90), anormal bas oraninin %10'dan az olmasi gerektigini
bildirmiglerdir.

Schubert ve Seager (70), 8 ay - 10 yaslari arasindaki 28 adet erkek
Dalmagyali kdpeginden, konik sun'i vajen kullanarak aldigi 170 ejakulatta
hacim, motilite, toplam spermatozoa sayisi ve normal morfolojiye sahip
spermatozoa'lari degerlendirmiglerdir. 0.8 ile 6 yas arasindaki képeklerde bu
degerler sirasi ile, 3.9 ml, %84, 628 x 10° , %84 iken, 6 yasindaki képeklere
gbre sirasityla, 4.4 ml, %77, 498x106, %71 bulmustur. Aragtiricilar, 6 yasin
altindaki Dalmagyah képeklerde, motilite, normal spermatozoa orani ve toplam

spermatozoa sayisinl daha ylksek bulmuslardir.

Seager ve Fletcher (72), 20 degisik irk kdpekten toplam 140 ejakulat’s
degerlendirmigler, ortalama %83.9 spermatozoa motilitesi saptamislardir.

Képek spermasinin 6zelliklerini 0 ile 3 arasinda degerlendiren Linde-
Forsberg (50), 3 olarak en yiksek toplam spermatozoa sayisini, iyi morfolojik
yapidaki spermatozoa'lar ve %70'in tzerindeki motilitenin belirlendidini, 2'nin
ise, orta derecede spermatolojik Ozellikleri belirledigini ve yogunlugun
150x10%mi'den fazla, morfolojik bozukluklarin %30'dan az, motilitenin %60-40
arasinda ve 1'in isev150x105/ml'den az spermatozoa yogunlugunu, %40'dan
fazla morfolojik bozuklﬁk ve %20-30 motiliteyi gosterdigini bildirmistir. 0'da ise
toplam spermatozoa sayisinin son derece diisiik, anormal spermatozoa'nin

%80'den fazla ve motilitenin %0-10 arasinda oldugunu bildirmistir.

Feldman (28), kdpek spermasi igin 1-40 ml hacim, 6.8 pH, %70 motilite,

200 - 1000 x 10%ml yogunluk ve %30 anormal spermatozoa orani bildirmistir.
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Arthur ve ark. (8), kdpek spermasinin %70-90 motiliteye, 125x10%/ml
yogunluga, %20 den az anormal anormal spermatozoa'ya sahip olmasi

gerektigini agiklamiglardir.

Ejakulasyon sonrasi toplam 860x10%/m! spermatozoa ve %88 motilite
saptayan Morton- ve Bruce (54), primer morfolojik bozukluklardan en gok
proksimal damlacigin gézlemlendigini, basa, orta kisima ve kuyruga ait olmak
tizere %5.62, %13.4 ve %4.7 bozukluk bulundugunu bildirmiglerdir.

Tsutsui ve ark. (86), Beagle irkindan 11 adet erkek kdpekten aldiklar
spermalarda, ortalama olarak 1.4+0.6 ml hacim, %95 motilite ve 4.1£1.8x1 0%/ml

yogunluk bulmuslardir.

Mickelsen ve ark. (563), farkli lrklaraan 22 adet erkek kopekten aldiklan
spermalarda %67.5 motilite, %52 normal morfolojideki spermatozoa bulmuslar,
taze sperma ile yaptiklari tohumlamalardan %71 gebelik elde ettiklerini,
ejakulattaki toplam ileri yonli spermatozoa sayisi ile gebelik orani arasinda
yakin iliski oldugunu agiklamiglardir.

Johnston (44), normal képek spermasinin motilitesinin %70'den fazla,
pH'sinin 6.3-6.7, bir ejakulattaki spermatozoa sayisinin 300 ile 2 x 10° arasinda
ve normal morfolojideki spermatozoa oraninin %80'den fazla sahip olmasi
gerektigini bildirmigtir.

Kopekler (izerinde, Ulkemizde de bazi androlojik ve sun’i tohumlama
calismalari yapiimigtir.

Bes Kangal ve 5 Alman Coban kopekten penis masaji yontemi ile
aldiklan spermalarda Tekin ve ark. (82), irklara gére sirasiyla 25.4-21.2 ml
hacim, %62.6-%67.8 motilte, 524.0 x 10%/ml - 305.8 x 10%ml yogunluk, %6.7-

%6.2 anormal spermatozoa oranlr; 6.1-6.2 pH degeri saptamiglardir.

Kabasakal (46), farkl irklardaki kdpeklerden alinan ejakulatlarda baglica
spermatolojik dzellikleri, 1.4+0.21 ml hacim, %76+1.63 motilite, 517.50+93.06
yogunluk, %15.9+3.89 anormal spermatozoa orani, %27.45+4.116li

spermatozoa orani ve 6.35+0.08 pH degeri saptamigtir.
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Gokgen ve ark. (36), 11 adet erkek k&pekten aldiklan ejakulatiarda,
ortalama 2.24 ml sperma hacmi, 6.16 pH, 0.68 x 10%/ml spermatozoa
yogunlugu, %60 spermatozoa motilitesi, %32.24 6l0 spermatozoa orani,
%25.62 anormal spermatozoa orani ve %0.24 akrozom defektli spermatozoa

orani bulmuglardir.

Degisik irktaki 4 kdpekten alinan toplam 20 ejakulata ait spermatolojik
6zellikleri inceleyen Yurdaydin ve Kotzab (93), ¢alismalarinda ortalama, 2.2 ml
hacim, %80.75 motilite, %17.04 anormal spermatozoa orani, %14.77 olu

spermatozoa orani ve 308.950 x 10%/ml spermatozoa yoguniugu saptamiglardir.

Kangal ve Alman Coban koépeklerinden aldigi beser ejakulatta
spermatolojik 6zellikleri inceleyen Biyilikgoban (16), Kangal irki kdpeklerde en
dusuk ve en yiksek ortalama deger olarak; 2.70-4.98 ml hacim, %28.50-89.50
motilite, 92-582x10%/ml spermatozoa yogunlugu, 5.90-6.26 pH, %6.54-11.14
anormal spermatozoa orani, %2.02-3.90 6lu spermatozoa orani, %0.96-2.26
akrozom defektli spermatozoa orani bulmustur. Alman Coban k&peklerinde ise;
2.34-4.34 ml hacim, %74.00-89.00 motilite, 158-670x10%ml spermatozoa
yogunlugu, 6.20-6.48 pH %7.68-20.10, anormal spermatozoa orani, %2.58-3.60
olu spermatozoa orani, %1.20-3.40 akrozom defektli spermatozoa orani tespit

etmigtir.

2.5. Kopek Sperma Sulandiricilan:
2.5.1. Kisa Siireli Saklamada Kullanilan Sulandiricilar:

Sperma sogutulurken yada nakledilirken daima sulandiriimaldir.
Sulandirict, pH'nin stabil kalmasini, enerjinin korunmasini, nakil sirasinda
sarsinti ve 1s1 farklilhklarinin olusturdugu zararlara kargi spermatozoal

membrani korumaya yardimci olmaktadir (14, 50).

Dondurulmug spermaya oranla, sulandinlip sogutulmus sperma ile
yapilan tohumlamalardan daha ylksek gebelik elde edilmektedir. Sulandirlip
sogutulan kdpek spermasinin potansiyel fertilitesi ¢ faktére bagl olarak
muhafaza edilmektedir. Bunlar, a) disik sida spermatozoa'nin

metabolizmasinin  azaltimasi, b) sulandirict katilarak soguk sokundan
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korunmasi, ¢) soguk sokuna kopek spermatozoon’larinin direncinin yuksek
olmasidir (13).

Sperma sulandiricilarinda, uygun osmotik basing, besi ortami, metabolik
artiklari absorbe edebilme ve spermatozoon'lan sodugun zararl etkisinden
koruyabilme gibi 6zellikler aranmalidir. Spermatolojik 6zellikleri saptanmis ve
sulandinimig spermanin 5°C'a sogutulmasi ayri bir 6zeni gerektirir. Cunki
17°C'nin altindaki ani 1s1 degisikliklerinde o6zellikle akrozomda olmak lzere

irreversibil bozukluklar meydana gelebilmektedir (42).

Kryoprotektant madde eklenmeksizin sogutulan spermatozoon'larin
yasam siresi kisadir. Soguk soku sirasinda fosfolipidler, sperma hiicrelerinin
plazma membraninin lipid yapisi ile karsilikli etkilesime girerler ve korunmayi
saglarlar. Sperma hiicresinin membranina baglanan lipoproteinler, spermanin
saklanmasinda hicresel butiinlGgin surekliligini saglamaktadir. Képek, insan,
horoz ve tavgan spermatozoon'lari diger blylk evcil hayvanlardan daha fazla
soguk sokuna direnglidir (13).

Aragtiricilar, kdpek spermasinin kisa streli saklanmasinda degisik
sulandincilar geligtirmiglerdir. Képek spermasinin sulandiriimasinda ilk olarak
kullanilan sulandirict pastérize stt olmustur (8, 15, 31, 50, 77). Bu amagla en
fazla kullanilan sulandiricilardan birisi de yumurta sarisi-sodyum sitrat
sulandiricisidir (75).

Giinzel ve Ekrod (38), képek spermasinin +5°C’de Tris - yumurta sarisi
sulandiricisinda kisa sdreli muhafazasinda, motilite, asid ve alkalin fosfataz
degerlerini incelemiglerdir. Arastiricilar, Tris sulandiricisi ile sulandirildiktan 24
saat sonra, %59.2 motilite orani tespit ederlerken, asid ve alkalin fosfataz

degerleri, Tris sulandiricisi ile sulandirma sonrasi azalmigtir.

Kangal ve Alman Coban képeklerinden aldi§i spermalari Tris-Glukoz-
Sitrik asit-Yumurta sansi (T-YS) ve Sodyum dihidrojen fosfat-Glukoz-Glisin-
Yumurta sarisi (SDHP-YS) sulandincilar ile sulandiran ve 4°C'de 12 saat
araliklarla motiliteleri inceleyen Biyiikgoban (16), hem Alman hemde Kangal

Coban kopeklerine ait spermalarin T-YS sulandiricisinda yasam siiresinin,
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SDHP-YS sulandiricisina gére daha uzun oldudunu tespit etmistir. Arastirici,
her iki irk'ta da spermatozoa canlihiginin, T-YS sulandiricisinda daha uzun sire

korundugunu saptamigtir.

Yumurta sarili sulandiricilarda pH, osmatik basing, glisin ve gliserol
ilavelerini inceleyen Foote ve Leonard (32), pH'sI 5.6 olan ve glukoz iceren %20
yumurta sarisi-sitrat-glisin sulandiricisinin  spermatozoa canliligini en iyi

koruyan sulandirici tipi oldugunu bildirmiglerdir.

Glunumlizde koépek spermasinin kisa streli saklanmasinda kullanilan
sulandiricilarinen énemilileri, lllinois Variable Temperature (L.V.T) ve %20
yumurta sarilt Tris-Sitrat sulandiricilaridir (50). Arastiricilanin  dnerdikleri bir
diger sulandirici da, %80 homojenize sit , pastdrize krema (%12 yagl) ve %20
yumurta sarth  sulandincidir.  Sulandiriciiann . her ml'sine 1 mg

dihidrostreptomisin ve 1000 [U penisilin eklenmesi énerilmektedir (2, 50).

Harrop (40), spermatozoa'dan zengin 2. kismini kullandid! ¢alismasinda,
spermay! esit hacimde Yumurta sarist - sodyum sitrat ile sulandirmig ve +4
°C'de 96 saat sonra %50 motilite elde etmigti. Concannon’da (18), ayni

sulandiriciyl kullanmig ve +5°C’da 2-8 gtin sonra dahi %50 motilite bulmustur.

Yagsiz stt tozu-glukoz veya yumurta sarisi-sitrat sulandiricilar ile
spermatozoa yogunlugu 25x1 0%ml olacak sekilde sulandirdiklar kopek
spermasini ve 35°C, 22°C ve 4°C'de 120 saat inkibasyona birakan Bouchard
ve ark. (13), yadsiz sit tozu - glukoz sulandiricisinda dakikada 0.3°C - 1.0°C

hizla 4°C'ye soJutulan spermada en ylksek motilite oranini saptamiglardir.

képek spermasinin +5°C 'de muhafazasinda 6 farkli sulandirict (Tris-
yumurta sarisi, Yumurta sarnsi-bikarbonat, Caprogen, Cornell University,
Beltsville F3 ve yagsiz sit sulandiricilar)) ve 3 degisik gliserol orani (finalde
%0, % 3, % 6) inceleyen Province ve ark. (68), kdpek spermasi i¢in en basarih
motilite sonuglarinin Caprogen sulandiricisinda alindigini, spermanin +5°C 'de

muhafazasinda gliserol ilavesinin faydali olmadigini bildirmiglerdir.
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2.5.2.Kopek Spermasinin Dondurulmasinda Kullanilan
Sulandiricilar:

Képek spermasinin dondurulmasi ¢aligmalarinda ilk olarak pellet metodu
kullaniimis ve basarill gebelik oranlar elde edilmistir (71, 72, 73). Gunimiizde
yabllan calismalarda ise képek spermasi 0.256 ml ve 0.5 mllik payetlerde
donduruimaktadir (7, 42, 57, 66, 69, 72, 75). Képek spermasinin donduruldugu
bircok merkezde, k(‘j"bek spermasini 0.5 ml'lik payetierde, bazi merkezlerde ise
pelletler halinde dondurularak sivi nitrojende muhafaza edilmektedir (14, 50,
75). Képek spermas! dondurulduktan sonra 12 yildan fazla saklanabildigi ve bu
slirenin spermatozoon'lar Uzerinde gok az bir fertilite disukltigine yol agtig
(75), donmus koépek spermasinin eritme sonrasi in vivo sartlarda, yasam

omriinin ortalama 12 saat kadar oldugu bildirilmektedir (9).

Giuntmuzde arastiricilar kdpek spermasinin donduruimasinda genellikle
%2-8 gliserol igeren Tris sulandiricisini kullanarak pellet ve payet metodlarini
denemiglerdir. Képek spermasinin donduruimasinda kryoprotektif bir madde
olan gliserol'in optimal yodunlugu heniiz tam anlami ile saptanamamistir.
Yapilan bazi caligmalarda ¢ok disik gliserol oranlari eritme sonrasi yeterli
koruyucu etkiyi saglamada basarisizken, c¢ok yiliksek gliserol oranlarn ise

akrozom (izerinde hasarlara neden olmaktadir (11, 29, 69).

Kopek spermasinin pellet formda dondurulmasi amaci ile laktoz-yumurta
sarist ve dusik gliserol seviyesi kullaniimaktadir (73). Plastik payetlerde
dondurma yénteminde ise genellikle yumurta sarisi-Tris tamponiu %3-4
gliserollii sulandiricilar tercih edilmektedir (9, 63, 69, 84, 85).

Képek spermasinin  pellet olarak dondurulmasinda  degisik
sulandiricilarin - kullaniimasinin  kalitatif spermatolojik  6zellikleri  etkiledigi,
sulandiricilanin igerdigi kompleks komponentlerin (sekerler, gliserol, yumurta
sarisi, elektrolitlter vb.) degisik miktarlarinin bunun sebebi oldugu 6ne
stirtilimektedir (40).

Eritme sonrasi motilitenin en az %40 ve daha fazla olmasi gerektigini

bildiren Brown (14), %20 gibi disik oranlarda motiliteye sahip spermalardan
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dahi gebelik alinabilecegini bildirmigtir. Arastirict ayrica eritme sonrasi sperm
drneklerinde anormal spermatozoa oraninin %30'dan fazla olmamasi gerektigini
bildirmistir.

PIPES, BES, TES, TRIS sulandiricilarina (¢ degisik potasyumliu tampon
ilavelerinin (KHCO3, K3PO4, KOH) etkilerini inceleyen Smith (78), 1:2 oraninda
%50 PIPES/KOH -%25 sodyum sitrat-%25 dekstroz (v/v)-%20 yumurta sarisina
finalde %9 gliserol olacak sekilde hazirlanan sulandirici ile eritme sonrasi en iyi
motilite orani elde etmis, pellet ve payet seklinde dondurdugu érneklerde eritme
sonrasi en ideal motilitenin 0.5 ml'lik payetlerde alindigini bildirmigtir.

Bes adet erkek kdpek'ten parmak maniplasyonlar teknigi ile aldiklan
sperm'den zengin kismi, %8 gliserol (v/v) ve %20 yumurta sarisi iceren Tris-
fruktoz-sitrik asit sulandiricisi ile 1:3 ve 1:5 oraninda sulandiran Andersen (6),
0.5 ml'lik payetlerde dondurdugu spermalari, 75°C'lik su banyosunda 6.5 sn.
icerisinde eritmis ve motilite oranini yaklagik %50-70 arasinda bildirmigtir. Ayni
sulandirici ve dondurma teknigini kullanan Farstad (27) ise, eritme sonrasi
%30-70 arasinda motilite orani elde etmistir.

Kopek spermasini, %8 gliserol (v/iv) ve %20 yumurta sarist (v/v) igceren
Tris-fruktoz-sitrik asit sulandiricisi ile sulandiran Theret ve ark. (83), 0.5 ml'lik
payetlerde dondurduklarn spermaya, 37°C'deki su banyosunda 60 sn'de
eritmisler ve ortalama, %60-80 arasinda motilite elde etmiglerdir. Ayni
sulandinict ve dondurma yéntemini kullanarak ml'de 100 x 10° spermatozoa
olacak sekilde 0.5 yada 0.25 mllik payetlerde donduran Allen (2) ve Wilson
(87), 70°C'de 8 sn. iginde erittikleri payetlerde yeterli motilite orani (Allen; %50,
Wilson; %60-70) elde etmiglerdir.

Olar ve ark. (63), yaptiklann ayrintih galigmalarinda, payetlerde
dondurulan képek spermasinin eritme. sonrasi motilitesine, sogutma ve
sulandincilann etkisini incelemiglerdir. Aragtirmada 5 degisik deney yapiimigtir.
1. ve 2. deney: Sulandirici olarak, %20 yumurta sarisi (v/v) iceren, hem 0.2 M
Tris hemde 0.21 M laktoz tamponu kullanilmistir. Buradaki sulandiricilara %0,
2, 4 (viv) DMSO ile %0, 2, 4, 6 (v/v) gliserol birlikte yada tek basina katiimistir.
3. deneyde iki sulandiriciya alti farkli gliserol orani denenmistir (%0, 1, 2, 3, 4,
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5). 4. ve 5. deneylerde sogutma ve eritme Isilarinin motilite Gzerine etkileri
incelenmistir. 4.deneyde, alinan sperma 37°C'den 5°C'ye 1, 2 ve 3 saatte
sogutulmus ve 0.5 ml payetlerde doldurulup 1 yada 2 saat 5°C'da ekilibrasyona
birakilmigtir. 5. deneyde, 5°C'dan -100°C'ye, dakikada -75°C hizli sodutma,
5°C'den -15°C'ye dakikada -5°C, takiben -15°C'den -100°C'ye dakikada -20°C
orta suratte sogutma, 5°C'dan -15°C'ye dakikada -2°C, takiben -15°C'den -
100°C'ye dakikada -10°C olmak lzere i¢ ayri sogutma hizi denenmisgtir. Yine
ayni deneyde, 1°C'da 2 dakika (yavas), 35°C'da 30 saniye (orta), 75°C'da 12
saniye (hizh) olmak Uzere Ug ayr eritme isisi denenmigtir. Eritme sonrasi en iyi
motiliteye %3-4 gliserol iceren Tris sulandiricisinda (ortalama %41)
rastlanmigtir. Yumurta sarisi-laktoz sulandiricisinda ise %4 gliserolde en iyi
motilite (ortalama %26) orani elde edilmigtir DMSO'nun tek basina yada gliserol
ile birlikte kombine edilip sulandiriciya eklenmesinin motilite lizerine faydal
etkisi olmamistir. 1 saat sogutma, 1 saat ekilibrasyon siiresinin eritme sonrasi
motiliteyi olumlu etkiledigini agiklamiglardir. Orta siiratte dondurma hizi, hizli ve
yavas slratte dondurmaya oranla en iyi motilite degerini vermistir. En iyi eritme

sonrasi motilite, 75°C'da 12 saniyede olan isitmada elde edilmistir.

%20 yumurta sarisi-%11 laktoz-%4 gliserin sulandiricisi ile oda isisinda
1:1 oraninda sulandirdigi képek spermasini pellet metoduna gére donduran
Seager (71), 2.5 ml serum fizyolojik igerisinde erittigi pelletlerle tohumladigi
digilerden, %65.8 oraninda gebelik elde etmistir. |

Oettle (68), 0.16 M Tris tamponlu yumurta sarisi sulandiricisini iki esit
kisima ayirmig, Ik kisim gliserol icermezken, ikinci kisima %20 (viv) gliserol
katilmigtir. Sperma, gliserol icermeyen sulandirici ile 35°C'de1:2 oraninda
sulandiriimis ve bu sperma 450 devirde 10 dakika santrifiije edilmis ve Ustteki
kisim atilarak, orjinal hacim ne olursa olsun 1.8 ml sediment birakilmistir.
Sediment'in 1sis1 +5°C'ye diigtrildikten sonra gliserolli sulandirict eklenmis ve
final gliserol yogunlugu %10 olmustur. +5°C'da 3 saat ekilibrasyon'u takiben
0.25 ml payetlerde dondurulmustur. Eritme iglemi 30°C'da 30 sn'de yapilmis ve
eritilen payet 1sis1 30°C'ye ayarli bir tip igerisindeki gliserol icermeyen 4 ml'lik

sulandincida tekrar sulandinimis ve boylece gliserol yodunlugu (1:16)
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dugtrilmustiur. Elde edilen motilite orant ortalama %60 olarak saptanmistir.
Oettle (59), Beagle irki kdpeklerden aldidi 16 ejakulat spermada yaptidi bir
diger galismada spermayi Tris-sitrat-yumurta sarisi sulandiricisi ile 1:3 oraninda
sulandirmis ve 0.25 ml'lik payetlerde dondurdugu sperma numunelerini 35°C'de
1 dakikada eri{mistir. Motilite ve saglam akrozom degerleri, donma Oncesi
degerleri ile mukayese edildigi zaman en dikkat ¢ekici distsler donma ve
eritme islemleri sirasinda go6zlenmistir. Donma ©ncesi ve sonrasi motilite
degerleri i¢in ortalama %35.13+12.53 ve saglam akrozom orani igin ortalama

%31.75+£10.18 duslis meydana gelmigtir.

Beagle rki képeklerden aldiklar spermalari %9 gliserollii PIPES (Pipes
asit-KOH-glukoz-sodyum sitrat-yumurta sansi), %6.4 gliserolli TRIS (Tris-sitrik
asit-fruktoz-yumurta sarisi), %6 gliserolli TEST (Tes-Tris-fruktoz-yumurta
sarisi) ve %4 gliserolll laktoz (laktoz-yumurta sarisi), sulandiricilart ile
sulandiran Battista ve ark. (10), sulandirilan sperma 6rneklerini hem 100 pl'lik
pelletlerde ve hemde 0.5 mllik payetlerde dondurmuslardir. ki farkli eritme
isisinin kullanildigi galismada, 37°C'de erittigi 6rneklerde TRIS, TEST, laktoz ve
PIPES sulandiricilari igin sirasi ile ortalama, %62, %53, %46 ve %39, 70°C'de
erittigi 6érneklerde ise ayni sulandiricilar igin sirasi ile %56, %50, %40 ve %36
motilite bulmuslardir. Pellet dondurma tekniginin, Laktoz sulandiricisi igin
PIPES'den daha kullanigh oldugunu bildiren arastirmacilar, payet yontemine
gére dondurmada ise TRIS ve TEST sulandiricilarinin Laktoz ve PIPES

sulandiricisindan daha iyi sonuglar verdigini belirlemiglerdir.

Thomas ve ark. (85), 7 kopek'ten aldiklari spermay! final gliserol
yogunlugu %4 olacak sekilde, Tris-sitrat ve BES-laktoz ile sulandirmiglar ve
dondurmayi, 0.5 mllik pelletlerde ve 0.5 ml ile 2,5 mllik payetierde
gerceklestirmiglerdir. Eritme sonrasi motilite oranini Tris-sitrat sulandiricisinda,
BES-lakioz - sulandincisindan  daha yiksek bulmuslardir. BES-laktoz
sulandiricist ile sulandirlan sperma'da elde edilen motilite orani pellet

yénteminde daha yiksek olmustur.

Degisik irktan 4 erkek képekten aldiklari spermalart %8.8 (v/v) gliserolli,

Tris-sitrat-glikoz sulandiricisi ile 1:3 oraninda sulandirarak 0.25 ml'ik payetlerde
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donduran Yurdaydin ve Kotzab (93), 40°C'de 10 saniyede erittikleri payetlerde
motilite, 6li spermatozoa, anormal spermatozoa oranini sirasi ile ortalama
%46.25, %33.12, %27.910larak tespit etmislerdir.

Tris-sitrat tamponlu sulandiricida sulandirdi§i 120 ejakulat spermayi,
hem 0.5 mllik payetlerde, hemde 1 mllik aliminyum tlplerde donduran
Kosiniak ve ark. (47), eritme sonrasi motilite oranini, payetlerde (%40-50),
alUminyurh tuplerden (%30-40) daha yliksek bulmuslardir.

Farkh irklardan 10 képek (izerinde yaptigi ¢calismada, %6 gliserollii Tris-
sitrik asit-fruktoz ve %7 gliserollli yumurta sarisi-sodyum sitrat sulandiricilarini
karsilagtiran Kabasakal (46), spermayi 1:3 oraninda hem Tris, hemde sodyum
sitrat ile sulandirmig ve 0.25 mfilik payetlerde dondurmustur. 40°C'de 15
saniyede eritilen payetlerde, motilite, 610 spermatozoa ve anormal spermatozoa
oranini tespit etmistir. Arastirici bu degerleri, %6 gliserolli Tris sulandiricisi igin
sirasi ile ortalama, %55.00+2.69, %55.85+4.48 ve %35.10+£5.03, %7 gliseroli
yumurta sarisi-sodyum sitrat sulandiricisi i¢in, %51.00+2.33, %56.55+3.68 ve
%43.55+7.75 olarak belirlemistir.

Képek spermasinin dondurulmasinda, Tris-fruktoz-Yumurta sarisi, Tris-
glukoz-yumurta sarisi, Laktoz-yumurta sarisi, GHgxLl, Nagase-Niwa
sulandirictlarini kullanan lvanova ve ark (43), bu amagcla 7 adet Aiman Kurt
képedinden 16 ejakulat alimiglar ve herbirini 5 esit kisima ayirarak yukaridaki 5
degisik sulandirici ile sulandirmiglardir. Pelletier 39°C'de 0.5 ml NaCl igerisinde
eritildikten 10 dakika sonra, motilite ylizdesi, t¢li boyama teknigi kullanilarak
akrozomal morfoloji ve mikrokomputer sperm analiz araci kullanilarak
spermatozoon'larin hizi 6lglimastir. Hem motilite, hemde saglam akrozom
orani Tris-fruktoz-yumurta sarisi sulandiricist ile GHa,L sulandiricisinda daha
yiksek bulunmusgtur. Ayni sulandiricilarda motilite eritme isleminden 10 dakika
sonra %7.4-39.3 arasinda, saglam akrozom orani %47-50 arasinda tespit
edilmigtir. Aragtiricilara (43) gore, kopek spermasinin diger ¢zellikleri dikkate
alindifinda, GHa,L sulandiricisinin igerdigi lipoproteinler ile Tris-fruktoz-yumurta
sarisi sulandiricisinin - mevcut gseker ve dider komponentlerinin  biraz
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degistiriimesi ile spermatolojik &zelliklerin ytkselecegi, diger sulandincilar ile

yapilan karsilagtirmalarla ortaya gikariimistir.

Degisik irklardan 7 adet erkek kopekten aldiklari spermalart %3.2 (w/v)
gliserollti Tris-sitrat-yumurta sarisi sulandiricisi ile sulandirdiktan sonra 0.5
ml'lik payetlerde donduran Badinand ve ark. (9), erittikten sonra motiliteyi,
ortalama %50'nin Gizerinde bulmuslardir.

%8.8 (viv) gliserolli Tris-sitrik asit-fruktoz sulandiricisi kullandiklari
galigmalarinda, Beagle irki képeklerden aldiklar spermalari payet yéntemine
goére donduran Gill ve ark. (35), eritme sonrasi motilite oranini %40-50 arasinda
bulmalarina ragmen donmus sperma ile yaptiklan tohumlamalardan gebelik
elde edememiglerdir.

Yedi adet Labrador Retriver'in her birinden 5'er ejakulat olmak tzere
toplam 35 ejakulatinin spermatolojik 6zelliklerini inceledikten sonra iki kisima
ayiran Platz ve Seager (67), bir kisimi santriftij edilmeden kontrol olarak, kalan
diger kisim 1470 devirde 5 dakika santriflije ederek kullanmiglardir. Santrifij
sonras! Ustteki seminal plazma aspire edilmigtir. Arastiricilar hem santrifiije
edilmis kismi, hemde kontrol olarak birakilan kisimi, %4 gliserolli %11 laktoz-
%20 yumurta sarisi sulandiricisi ile sulandirmiglar ve pellet metoduna gére
dondurmuslardir. Konsantre edilmemis pelletlerden eritme sonrasi %44,

konsantre edilen pelletlerden ise %46 motilite orani saptamislardir.

11 adet Alman Kurt képeginden aldiklar 47 ejakulati %11 laktoz -%20
yumurta sarisi ve %4 gliserol iceren sulandirici ile sulandiran Lees ve
Castleberry (48), spermalarn pellet formda dondurmus ve donma 6ncesi
ortalama %73.4 olan motilitesi, eritme sonrasi ortalama %50.2 olarak tespit
etmislerdir.

14 adet degisik irk kopekten aldiklar spermalari, iki farkli sulandirici ile
sulandirarak 0.5 ml'lik payetlerde donduran Yubi ve ark. (91), %8 (v/v) gliserollii
Tris ve %4 (viv) gliserolli yumurta sarnsi-laktoz sulandiricisi kullandiklari
caligmalarinda, Tris sulandiricisi ile motilite ve anormal spermatozoa oranlarini
donma Oncesi %58.75+13.0, %24.9+20.9 ve donma sonrasi %29.17+17.8,

%39.0+£18.4 olarak bulmuslardir. Laktoz sulandiricisi igin ise motilite ve anormal
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spermatozoa oranlarini donma 6ncesi %57.9+13.6, %29.75+23.9 ve donma

sonrasi %24.17+17.0, %34.41+£17 .4 olarak saptamiglardir.

%8 (viv) gliserolli, Tris tamponlu yumurta sarisi sulandiricist ile
sulandirdiklan spermalart, mi'de 80 x 10° spermatozoa olacak sekilde 0.5 ml'lik
payetlerde donduran Morton ve Bruce (54), eritme sonrasi ortalama %61.2

motilite bulmuslardir.

Képek spermasini degisik oranlarda gliserol (%4, %6, %8) iceren Tris-
sitrik asit-fruktoz-yumurta sarisi sulandiricisi ile 0.5 ml'lik payetlerde donduran
Ravaszova ve ark. (69), dondurma isleminin gesitli agsamalarinda, spermatoéoa
motilitesi ve akrozom bozukluklarini saptamiglardir. %4 ve %6 gliserol igeren
Tris sulandiricilarinda ekilibrasyon sonrasi motilite oranlari birbirine yakin
degerler igerirken, %8 gliserol iceren ¢rnekierde saptanan motilite degerleri
diisiik bulunmustur. Eritme sonrasi motilite ylizdesi gézontine alindiginda, %6
gliserollii sulandirict optimal géziiksede, %4 gliserolde en az akrozom hasari
saptanmigtir.  Aragtiricilar, hem motilite hende akrozom degerlerini
incelediklerinde, kdpek spermasinin dondurulmasinda en uygun gliserol
yogunlugunun %4-6 oldugunu bildirmiglerdir.
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3. MATERYAL VE METOT:

3.1. Hayvan Materyali:

Calismada materyal olarak, 6zel bir kopek ciftliginde barindirilan,
damizlik, secereli, degisik irklardan 2 yasli (Alman Kurt, Buldog, Chowchow,
Sibirya Husky, New Foundland) 5 adet erkek kopek kullanildi.

3.2. Spermanin Alinmasi:

Arastirma stresince her bir kopekten haftada iki kez sperma alindi.
Sperma alinmasinda parmak maniplasyonu tekniginden yararlanildi (81, 97,
101). Bu amagla, erkek képegdin cinsel olarak uyarilmasinda 6strusta bulunan
bir disi kdépekten faydalanildi (Resim 1). Sperma almadan 6nce, sag el'e steril
bir eldiven giyildi ve eldiven Uizerine kayganlastirici olarak antibiyotikli bir pomat
straldd. Erkek kopegin sol tarafinda durularak yavasga prepusyum (zerinden
bulbus glandis'in Uzerine masaj yapilarak ereksiyonun olusmasi saglandi
(Resim 2). Ereksiyon sonrasi hemen prepusyum geriye dogru ¢ekilerek bulbus
glandis tamamen ortaya cikarildi (Resim 3).' Sismeye basglayan bulbus
glandis'in hemen arkasindan bas ve isaret parmaklar arasinda penise ritmik
basinglar uygulandi (Resim 4). Sperma igermeyen birinci fraksiyon
alinmayarak, erkek kdépekte pelvik itmelerin pik seviyeye ulagmasini takiben
renk degisiminden kolayca ayirt edilebilen spermden zengin ikinci kisim, steril
ve isitiimis toplama kadehine alindi. Bu agamada, dogal ciflesmeye benzer bir
ortam saglamak amaciyla penis kranio-kaudal yénde bik{idi (Resim 5).
Spermden zengin ikinci fraksiyonun tamamlanmasi ve artik sperma igermeyen
berrak {glinct fraksiyonun gelmesi sirasinda, sperma toplama iglemine son
verildi. Kazanilan sperma, laboratuvarda 26°C'daki ben-marey'de saklanarak

oncelikle spermatolojik 6zellikleri incelendi.
3.3. Spermatolojik Ozelliklerin incelenmesi:

3.3.1. Sperma Hacmi: Parmak maniplasyonlari teknigi ile alinan
ejakulatlar dereceli sperma alma kadehinde toplandi ve sperma hacmi “ml”

olarak belirlendi.
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3.3.2. Spermatozoa Motilitesi: Bir damla sperma, lam uzerinde lamel
kapatilarak isitma tablali (38°C) binokiiler phase-contrast mikroskobunda 400

buyiutmede incelendi. Motilite, ileri yénde hareket eden hicreler dikkate alinarak
saptandi (%0-%100).

3.3.3. Spermatozoa Yogunlugu: Birim hacimdeki spermatozoa sayisi,
hemositometrik yontemle saptandi. Bu amagla, eritrosit pipetine 0.5 gizgisine
kadar spermadan, 101 gizgisine kadar %3'lik NaCl solusyonundan gekildi.
Boéylece sperma 200 misli sulandinimis oldu. Thoma laminda sayimi ve
hesaplamas! yapilan spermanin yogunlugu, ml'de milyon (x106/m|) olarak

belirlendi.

3.3.4. Olii-canli Muayenesi: Spermadaki 6lii spermatozoa oraninin
degerlendiriimesi eosin-nigrosin vital boyama yéntemiyle yapildi. Lam Uzerine
bir damla eosin ve iki damla nigrosin konduktan sonra, bir damla sperma eosin
boyanin hemen yanina damlatilarak karistirildi. Daha sonra bu karigim nigrosin
boya ile kanstirihp slrme froti hazirlanarak havada kurutuldu. Nigrosin fon
boyasi lizerinde, eosin boyayi alan kirmizi renkteki hicreler 6lu, boya almamis
renksiz goériilen spermatozoalar canh olarak degerlendirildi. Hazirlanan frotiler
binokiiler isik mikroskopunda 600 blyltmede 333 spermatozoa sayilarak
degerlendirildi. Canli spermatozoa orani asagidaki formil esas alinarak
saptandi ve % olarak kaydedildi.

Canli spermatozoa orani (%) = (Canli spermatozoa sayisit x 3) / 100
Eosin-nigrosin vital boyanin hazirlanmasi ( 42 ):
%5 eosin solusyonunun hazirlanmasi:

Eosin B 5.0¢r.

Aqua bidest g.s.p. 100 ml.

%10 nigrosin solusyonunun hazirlanmasi:
Nigrosin 10.0 gr.

Aqua bidest a.s.p. 100 ml.
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3.3.5. Morfolojik Muayene: Akrozom ve diger morfolojik bozukluklarin
incelenmesinde Hancock'un Formol-Tuz soltsyonu kullanildi. Tip igindeki 0.5
ml Hancock solusyonuna 1-2 damla sperma numunesi konularak tespit edildi.
Lam Uzerine kangimdan bir damla damlatildi ve Uzeri lamel ile kapatilarak
phase-contrast mikroskobunda immersiyon objektifinde (1500 blylatme)
incelendi. Hazirlanan preparatlarda toplam 100 adet spermatozoa sayildi ve

bunlar arasinda anormal formda olanlarin yizdeleri alindi.

Hancock'un Formol-Tuz Solusyonunun Hazirlanmasi (39):

Formalin (%35) 62.5 ml.
NaCl Ana Solusyonu 150.0 ml.
Tampon Ana Solusyonu 150.0 ml
Distile Su q.S.p. 500.0 ml.

NaCl Ana Solusyonunun Hazirlanmasi:

NaCl 9.01 gr.

Distile Su g.s.p. 500 ml.

Tampon Ana Solusyonunun Hazirlanmasi:

a)Na;HPO4.2H,0 21.682 gr.
Distile Su q.s.p. 500 ml.
b)K;HPO, ' 22 254 gr.
Distile Su q.s.p. 500 ml.

200 ml. (a) ve 80 ml. (b) solusyonu karigtirilarak tampon ana solusyon
elde edildi.
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Morfoljik muayeneler icin asagidaki spermatozoa kisimlarina ait

bozukluklar esas alindi (42):
a)Akrozomal bozukluklar (AB)
b)Basa ait diger bozukluklar (BB)
¢)Orta kisima ait bozukluklar (OB)
d)Kuyruga ait bozukluklar (KB)
e)Toplam morfolojik bozukluklar (TMB)
3.3.6. Spermanin pH degeri:

Spermanin pH degerini dederlendirmede pH indikatér kagidi kullantidi.
Spermanin pH'si renk skalasinda verilen dederlere bakilarak él¢tldi.

3.4. Spermanin Sulandiriimasi ve Dondurulmasi:

Spermatolojik 6zellikler incelendikten sonra, sperma iki esit hacime
ayrildi (split-sample). Herbir hacim, gliserol icermeyen modifiye yagsiz sutli
sulandirict (A1) ve Tris sulandiricisi (B1) ile oda isisinda (26°C) 1:1 oraninda

sulandinidt.
3.4.1. Siit ve Tris sulandiricilarinin Hazirlanmasi:

Sulandirict A1 Modifiye Siitlii Sulandiricinin Hazirlanmasi:

D (+) Glucose anhydrous 1gor.
Peniciline 1000 1U/ml.
Streptomycine 1000 pg/ml.
Yumurta saris! 10 ml.

Homojenize %0,1 yagl sut qg.s.p. 100 ml.
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Sulandirici B4:Tris Soliisyonunun Hazirlanmasi.

TRIS (C4H11NO3) 3.02gr.
(hydroxymethyl-aminomethane)

D (-) Fructose (CgH2Og) 1.25gr.
Citric acid 1.78 gr.
Peniciline 1000 IU/mi.
Streptomycine 1000 pg/mi.
Yumurta sarisi 20 mi.
Bidistile su a.s.p. 100ml

Calismada modifiye Sutli sulandiricinin hazirlanmasinda 6zel bir firma
tarafindan {Uretilen homojenize edilmis %0.1 yagh inek suti kullanild.
Sulandiricilarda kullanilan tavuk yumurtalari giinlik olarak temin edildi.
Yumurtalar etil alkol ile silindikten sonra kurutuldu. Kabugu kirildiktan sonra
yumurta aki, steril kurutma kagidinda giderildi ve yumurta sarisi huni sekline

getirilmis kurutma kagidinin iginden dereceli meziire akitildi.

Dereceli cam toplama kadehinde sulandirilmis (sulandirici A4, B, ile)
sperma, iginde +26°C’da su bulunan kaba aktarildi ve buzdolabina yerlestirildi.
Spermanin 1sist kademeli bir sekilde 2 saat igerisinde +5°C'a sogutuldu. Bu
amagla su kabina kiglk buz pargalan atildi ve buz parcalarinin direkt olarak

sulandinlmig spermaya dedmemesine dikkat edilerek sogutma hizi bir
termometre ile kontrol edildi.

3.4.2. %4 ve %7 Gliserollii Sulandiricilarin Hazirlanmasit:

Satlh sulandiricida (Sulandirici A4) islem géren sperma 2 saat sire ile
+5°C'a sogutuldu. Sogutma iglemi sonucunda sulandiriimis sperma yine iki esit
hacime ayrilarak herbir hacim %4 ve %7 gliserolli sitlii sulandirici ile islem
g6rdal.
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Sulandirici Az: %8 gliserollii satlii sulandiricinin hazirlanmasi.

Gliserol 8 ml.
Sulandirict A4 92 ml.
100 ml.

Sulandirici As: %14 gliserollii siitlii sulandiricinin hazirlanmasi.

Gliserol 14 ml
Sulandirict Ay 86 ml
100 mi

Sulandirici By: %8 gliserollii Tris sulandiricisinin hazirlanmasi.

Gliserol 8 ml.
Sulandirici By 92 ml.
100 ml.

Sulandirici Bs: %14 gliserolli Tris sulandiricinin hazirlanmasi.

Gliserol 14 ml.
Sulandirict By 86 ml.
100 ml.

+5°C'da bulunan ve iki esit hacime ayrilan sttt ve Trisli sulandirici ile
islem gérmis spermalara, sulandirict Ay, Az ve B, , Bs ilave edildi (gliserolli
sulandirictlar). Bu amagla, gliserolsiiz sitli sulandirict (A¢, By) ile islem gérmus
spermanin hacimi kadar sulandirici A, , Az ve B, , Bsilave edildi. Gliserolizasyon
igslemi S'er dakika araliklarla 10 esit hacimde gergeklestirildi. 50 dakikada
tamamlanan bu iglemden sonra spermalar +5°C'da 2 saat sire ile

ekilibrasyon'a birakildi.



35

Belirtilen iglemler tamamlandiktan sonra finalde:

a) %4 gliserollii siitlii sulandirici ile islem gérmils sperma,
b) %7 gliserollii sitli sulandirict ile islem gbérmiis sperma,
¢) %4 gliserollii Tris sulandiricisi ile islem gérmiis sperma,
d) %7 gliserollii Tris sulandiricisi ile islem gérmis sperma,

olmak Uzere dort farkli grup olusturuldu. Bu farkh gliserol oranlarini iceren
degisik sulandiricilarla iglem gérmis, +5°C'daki ekilibrasyon'u tamamilanmig
sulandirict + sperma numuneleri pellet yéntemine gére donduruldu. Bu amagla,
hazirlanan k}uru (COy) buz diskine 0.2 ml sulandiriimis sperma damlatilarak 2-3

dakika sire ile (parlaklik kayboluncaya dek) —79 °C'da donduruldu.

Her bir gruptan en az 5 pellet hazirlandi. Etiketlemeden sonra donmus
pelletler sivi azot konteynerinde bulunan her bir kdpek i¢cin ayrn numaralanmis
kanisterlere aktarilarak -196°C'da depolandi. Her bir kdpek icin 4 farkh
sulandirict grubundan 5’er pellet olmak tzere toplam 20 pellet donduruldu.
Calisma 10 kez tekrarland! ve sonugta 5 adet kdpege ait toplam 1000 pellet
dondurulmus oldu. Pelletler sivi azot icerisinde -196°C'da en az bir hafta

muhafaza edildi.
3.4.3. Pelletlerin Eritilmesi:

+37°C'a ayarli ben-marey icerisine dizilmis ependorf tliplerinde bulunan
0.5 ml. eritici solusyonda 30 saniyede bir pellet eritildi. Eritme sonrasi spermaya
motilite ve morfolojik muayenelerden olusan testler uygulandi, sonugta

saptanan degerler kaydedildi.

Ayrica caligma slresince +26°C'da 1:1 sulandirma sonrasi, +5°C'a
sogutma sonrasi ve ekilibrasyon sonrast sperma’ya motilite ve morfolojik

muayenelerden olusan testler yapildi.
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* Eritici Solusyonun Hazirlanmasi:

Sodyum Clorur (NaCl) 0.9gr.

Bidistile su a.s.p. 100 mi.

Calisma siresince taze spermada; motilite, 61U canli, yodunluk, anormal

spermatozoa orani, pH degerleri incelendi.
3.5. Sonuglarin istatistiksel Degerlendiriimesi:

Spermatolojik bulgularin istatistiksel degerlendiriimesinde, Duncan Testi
kullanildi (21, 26).
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4. BULGULAR:

4.1. Taze Spermada Saptanan Spermatolojik Ozellikler:

Calismada kullanilan degisik irklardan 5 adet képegin herbirinden alinan
10'ar ejakulatta saptanan spermatolojik ézellikler Tablo 1'de gdsterildi. Sibirya
kurdu'na ait taze spermada; 1.40+0.39 ml hacim, %85.50+4.97 motilite,
492.00+241.74x10%ml spermartozoa  yoguniugu, %83.90+7.89 canh
spermatozoa ve 6.601£0.31 pH degeri saptandi. Morfolojik olarak %3.60+2.98
akrozom (Resim 7, 8, 9, 12, 14), %2.90+2.46 bas (Resim 10), %7.00+3.65 orta
(Resim 10, 11), %4.00£5.45 kuyruk (Resim 9, 13) anomalileri olmak (tizere
toplam % 17.50+9.40 bozukluk bulundu. Chow chow irkinda; 1.94+0.64 ml
hacim, %84.50+4.37 motilite, 674.30+295.78x10%ml spermatozoa yogunlugu,
%87.10+4.35 canh spermatozoa ve 6.70+0.34 pH saptandi. Morfolojik olarak
%2.30+1.41 akrozom, %2.20£1.61 bas, %8.90+4.20 orta, %8.00+4.80 kuyruk
anomalileri olmak Gzere toplam % 21.40+6.02 bozukluk bulundu. Ingiliz Buldog
kopegine ait taze spermada saptanan spermatolojik 6zellikler, 1.87+0.67 ml
hacim, %87.50+4.85 motilite, 327.00+125.61x10%ml spermartozoa yoguniugu,
%91.00£3.49 canh spermatozoa ve 6.65+0.33 pH degeri, %2.50+1.50
akrozoma, %3.70+1.49 basa, %4.80+1.75 orta kisima, %5.60+5.12 kuyruga ait
olmak Uzere toplam % 16.60+6.41 morfolojik bozukluk bulundu. Alman
Kurdu'na ait taze spermada; 1.89+0.80 ml hacim, %87.00+5.37 muaotilite,
491.00+280.90x10%ml  spermartozoa yogunlugu, %89.60+4.22  canli
spermatozoa, 6.70+0.34 pH degeri, %3.40+3.20 akrozoma, %3.40+2.67 basa,
%2.20+1.39 orta kisima, 4.40+3.23 kuyruga ait olmak Uzere toplam %
13.40+7.21 morfolojik bozukluk saptandi. Newfoundland irki'nda ise; 1.32+0.39
ml  hacim, %83.00+4.21 motilite, 438.00+183.59x10%/ml spermartozoa
yogunlugu, %86.80+5.07 canli spermatozoa ve 6.70+0.25 pH, %4.50+2.71
akrozoma, %8.40+2.59 basa, %4.30+3.33 orta kisima, %3.80+1.47 kuyruga ait

olmak lizere toplam % 21.00+3.46 bozukluk saptandi.
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4.2, +26°C'da Siit ve Tris Sulandiricilari ile Sulandirnlan Képek
Spermasinda Ekilibrasyon Agamasina Kadar Saptanan

Spermatolojik Ozellikler:

+26°C'da sit sulandiricisi ile sulandirma sonrasi tim kdpeklerde
saptanan ortalama motilite, akrozom, bas, orta, kuyruk ve toplam morfolojik
bozukluk oranlari sirasiyla, %84.00+5.05, %4.00i2.25, %5.04+3.22,
%3.06+3.30, %6.2845.59 ve %13.3846.65 olarak saptandi. Ayni degerler, Tris
sulandiricisinda sirasiyla; %84.30i5.97, %3.52+2.40, %3.88+2.98, %3.98+3.39,
%8.1245.22 ve %19.50+7.90 olarak saptandi (Tablo2). Belirtilen o6zellikler
+5°C'ye sogutma sonras! sitli sulandiricida sirasiyla ortalama; %81.20+5.20,
%3.88+2.13, %5.00+3.36, %2.38+2.25, %11.46+7.16 ve %22.72+8.22 iken, Tris
sulandirnicisinda; %82.20, %4.0412.46, %4.16+3.12, %2.08+2.01, %14.16+7.00
ve %24.44+7 .89 olarak saptandi (Tablo 3).

Finalde %4 ve %7 olmak tzere iki farkl gliserol orani igeren st ve Tris
sulandiricilarinda gliserolizasyon asamas! sonras! saptanan spermatolojik
ozellikler Tablo 4'de gdsterilmistir. %4 gliserolli sutlu sulandiricida saptanan
ortalama motilite, akrozom, bas, orta, kuyruk ve toplam morfolojik bozukiuk
oranlari siraslyla ortalama, %75.5046.08, %6.32+2.98, 5.62+3.83, %2.02+2.05,
%8.66+3.86 ve %22.62+6.60 olarak saptandi. %7 gliserollli sttli sulandiricida
ayni ozellikler sirasiyla, %59.70+9.65, %8.08+3.03, %6.00+4.72, %2.00+1.80,
%10.00+4.26 ve %26.08+7.11'idi. %4 gliserolli Tris sulandiricisinda;
%79.8016.14, %5.94x3.17, %5.4013.96, %1.7411.44, %B.74+3.94 ve
%21.82+7.11, %7 gliserolIUA Tris sulandiricisinda ise; %72.80+6.78,
%7.98+3.50, %5.22+3.70, %2.04+2.43, %11.08+5.98 ve %26.32+7.67 olarak

saptandi.

Ekilibrasyon sonras! igin %4 gliserolli sttli sulandiricida saptanan
ortalama motilite, akrozom, bas, orta, kuyruk ve toplam morfolojik bozukluklar
sirasiyla, %71.60+5.84, %6.88+2.88, %6.54+3.85, %2.12+2.14, %9.10+4.92 ve
%24.6417.21, %7 gliserolli sit sulandiricisinda sirasiyla, %53.40+8.94,
%10.28+3.52, %6.78+3.18, %1.62+1.57, %9.10+4.50 ve %27.78+6.89, %4
gliserolld  Tris sulandiricisi  igin  sirasiyla, %77.20+6.07, %6.56+2.61,
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%6.14+3.62, %2.14+1.82, %8.70+4.94 ve %23.54+6.34 , %7 gliserolli Tris
sulandiricist  i¢in  sirasiyla, %70.20£5.79, %10.66+£3.23, %6.08+3.39,
%1.86+1.88, %9.32+4.36 ve %27.92+7.64 olarak saptandi (Tablo 5).

4.3. %4 ve %7 Gliserol igeren Siit ve Tris Sulandiricilarinda Eritme

Sonrasi Saptanan Spermatolojik C')zelli.kler:

Eritme sonrasi motilite ve morfolojik muayenelerde saptanan ortalama
spermatolojik degerler Tablo 6'da gosterilmigti. %4 gliserolli st
sulandiricisinda eritme sonrasi ortalama motilite, akrozom, bas, orta, kuyruk ve
toplam morfolojik bozukluk oranlar sirasiyla, %68.36£11.71, %31.36+£11.43,
%4.40+3.17, %1.3411.70, %3.42+3.32 ve %40.52+11.51, %7 gliserolli st
sulandiricisinda; %32.38+18.35, %55.36+14.50, %4.38+3.45, %1.59+2.70,
%3.20+2.76 ve %64.54+14.63, %4 gliserolli Tris sulandiricisinda;
%60.02+13.21, %33.62+12.86, %4.68+3.79, %1.39%1.99, %4.33+3.31 ve
%44.03+12.51, %7 gliserolli  Tris sulandiricisinda; %30.74i17.06,
%55.23+15.51, %4.69+3.54, %1.14+1.67, %3.78+3.03 ve %64.85+14.85 olarak

saptandi.
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Tablo 2.+26°C'da 2 farkh sulandirici ile sulandirilan spermadaki spermatolojik
ozellikler (n=50).

Motilite Morfolojik Bozukluklar (%)
Sulandirici (%)
Akrozom Bas Orta Kuyruk Toplam
St
Sulandiricisi | 84.00+5.05% | 4.00+2.25% | 5.04+3.22% | 3.06+3.30° | 6.28+5.59" | 13.38+6.65°
Tris
Sulandiricisi 84.30+5.97* | 3.52+2.40% | 3.88+2.98" | 3.98+3.39% | 8.1245.22* | 19.50+7.90°
3P dikey kolanlarda farkh harf tagiyan degerler arasindaki fark énemiidir ( p<0.05 ).
Tablo 3.+5°C'da 2 farkl sulandirict ile sulandirilan spermadaki spermatolojik
ozellikler (n=50). ‘
Motilite Morfolojik Bozukluklar (%)
Sulandiricl (%)
Akrozom Bas Orta Kuyruk Toplam
Sat
sulandinicisy | 81.20£5.20° | 3.88:2.13" | 5.0043.36" | 2.38+225" | 11.4647.16" | 22724822
Tris
sulandiricis) | 82.2016.15% | 4.04+2.46% | 4.16+3.12° | 2.08+2.01" | 14.16+7.00" | 24.44+7.89°
2P dikey kolanlarda farkl harf tagiyan degerler arasindaki fark énemlidir ( p<0.05 ).
Tablo 4. Képekler arasinda 4 farkli sulandiricida gliserolizasyon sonrasi saptanan
spermatolojik 6zellikler (n=50).
Morfolojik Bozukluklar (%)
Motilite .
Sulandirici Akrozom Bas Orta Kuyruk Toplam
(%)
%4gliserol. ) .
Siit sul. 75.5016.08" | 6.32+2.98 5.6213.83° 2.02£2.05° 8.66:3.86° | 22.6216.60°
%7gliserol.
Siit sul. 59.70+9.65° | 8.08+3.03° | 6.00+4.72° 2.00+1.80° 10.00£4.26™ | 26.08+7.11°
%A4gliserol. .
Tris sul. 79.8016.14° | 5.94%3.17 5.40+3.96° 1.74+1.44° 8.74:3.94" | 21.82+7.11°
%7glisrol. .
Tris sul. 72.80+6.78° | 7.98+3.50° | 5.22+3.70° 2.0412.43° 11.0815.98% | 26.32+7.67°

2P dikey kolanlarda farkh harf tagiyan degerler arasindaki fark énemlidir ( p<0.05 ).
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Tablo 5. 4 farkli sulandiricida ekilibrasyon sonrasi saptanan spermatolojik 6zellikler

(n=50).
Morfolojik Bozukluklar (%)
Motilite
Sulandiric Akrozom Bas Orta Kuyruk Toplam
(%)
%4gliserol. . .
Sit. sul. 71.60+5.84 6.88+2.88 6.54+3.85° | 2.12+2.14° 9.10:4.92% | 24.64+7.21°
%7gliserol.
Siit sul. 53.40+8.94° | 10.28+3.52° | 6.78+3.18° 1.62+1.57* 9.10+4.50° 27.7846.89°
%A4gliserol. .
Tris sul. 77.2046.07° | 6.56:2.61° | 6.143.62° | 2.14:1.82° 8.70:4.94° | 23.5416.34"
%7gliserol. .
Tris sul. . | 70.20£5.79° | 10.6613.23" | 6.08+3.39° | 1.86+1.88" 9.32+4.36° | 27.92+7.64°
abe dikey kolanlarda farkli harf tagiyan degerler arasindaki fark énemlidir ( p<0.05 ).
Tablo 6. 5 kdpekte farkli sperma sulandiricilarinda eritme sonrasi saptanan
spermatolojik dzellikler (n=250).
Morfolojik Bozukluklar (%)
Motilite
Sulandirici Akrozom Bas Orta Kuyruk Toplam
(%)
%A4gliserolli ) . .
Sitli sul. 68.36+11.71% | 31.36+11.43" | 4.40£3.17% | 1.34+1.70" | 3.42+3.32° | 40.52+11.51°
%7gliserolli
Sitla sul. 32.38+18.35° | 55.36214.50" | 4.38+3.45% | 1.59+2.70° | 3.20+2.76" | 64.54+14.63°
%A4gliserolll b . .
Tris sul. 60.02+13.21° | 33.62+12.86" | 4.68+3.79* | 1.39+1.99%° | 4.33+3.31% | 44.03+12.51°
%7gliserollu ) .
Tris sul. 30.74+17.06° | 55.23+15.51% | 4.69+3.54* | 1.14+1.67" | 3.78+3.03*" | 64.85+14.85°

abe dikey kolanlarda farkii harf tagiyan degerler arasindaki fark énemlidir ( p<0.05 ).
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6. TARTISMA VE SONUG:

Caligmada 5 farkh kopek irkindan alinan taze spermada; en digik ve en
yikksek spermatolojik O©zellikler olarak, 1.32+0.39-1.94£0.64 ml hacim,
%83.00+4.21 - %87.50+4.85 motilite, 327.00+125.61 x 10%/ ml - 674.30+295.78
x 10° / mi spermatozoa yogunlugu, %83.90+7.89 - %91.00+3.49 canl
spermatozoa orani, 6.60+0.31 - 6.70+£0.34 pH ve %2.30+1.41 - %4.50+2.71
akrozom'a, %2.20+1.61 - %8.40+2.59 bas’a, %2.20+1.39 - %8.90+4.20 orta
kisim'a, %3.80+1.47 - %8.00+4.80 kuyruga ait olmak tzere %13.40+7.21 -
%21.40+6.02 toplam morfolojik bozukluk elde edilmigtir. Degisik irklardan
olusan erkek kopeklerin bireysel spermatolojik 6zellikleri arasinda istatistiksel
agidan onemli farkliliklar saptanmistir (p<0.05) (Tablo 1). Erkek képeklerde
saptanan spermatolojik 6zellikler, irk, ¢evre ve uygulanan sperma alma
teknigine bagh olarak olduk¢a degigkenlik gostermektedir (40, 70, 88). 5
kopegin genel ortalama spermatolojik 6zellikleri ise, 1.68+0.64 mi hacim,
%85.50+4.87 motilite, 484.46+251.35x10%m| spermatozoa yogunlugu,
%87.68+5.60 canli spermatozoa orani, 6.67+0.31 pH ve %3.26+2.51
akrozom'a, %4.12+3.08 bas'a, %5.44+3.75 orta kisim'a, %5.16+4.40 kuyruga ait
olmak Uzere toplam %17.98+7.16 morfolojik bozukluk olarak bulunmusgtur.
Caligmada taze spermada saptanan bu spermatolojik degerlerin genel olarak,
birgok arasgtirmacinin elde ettigi spermatolojik dzelliklere benzer ve donma
caligmalarinda kullanilabilir oldugu séylenebilir (19, 44, 45, 46, 93).

Erkek képeklerden alinan spermalar sat ve Tris sulandiricisi ile 26°C'de
sulandiriimis ve 5 kdpege ait 50 6rnek ortalamasini igeren dederler Tablo 2’de
gosterilmigtir. Motilite ve morfolojik bozukluklar her iki sulandiricida da
istatistiksel agidan benzer bulunmustur. 5°C'ye sogutulan sulandinimis
spermalarda yine belirtilen spermatolojik &zellikler sulandiricilara gore
degismemistir (Tablo 3). Elde edilen degerler, her iki sulandiricinin da, gerek
26°C'de ve gerekse 5°C'de depolamada, képek sperma sulandiricisi olarak

kullanilabilecegini gbstermektedir. Cogu arastirmacida, sit ve Tris
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sulandiricllarinin - oda Isisinda veya 5°C'de depolamada basariyla
kullanilabilecegini bildirmis ve c¢alismada saptadigimiz bulgulara benzer
degerler saptamistir (8, 13, 14, 16, 38, 50).

5°C'de gliserolizasyon sonrasi en yiliksek motilite %79.8016.14 ile %4
gliserolli Tris sulandiricisinda saptanirken, en disik degerler %59.70+9.65 ile
%7 gliserolli sutlli sulandinicida saptanmistir (p<0.05). %4 gliserolit sttt
sulandiricida %75.50+6.08, %7 gliserolli Tris sulandiricisinda ise %72.80+6.78
motilite saptanmig ve aralarindaki fark énemsiz bulunmustur. 5°C'e sogutma
sonrasi motilite  bulgulart genel olarak degerlendirildiginde, Tris'li
sulandincilarin sttlli sulandiricilara gére spermatozoa canhligini daha iyi
korudugu goérulmektedir (Tablo 4). Ekilibrasyon sonrasinda da yine benzer
sonuglar alinmig ve Tris’li sulandiricilar stt'li sulandiricillara gére daha yliksek
motilite oranlari vermigtir. Her iki sulandiricida da %4 gliserol orani optimal
bulunmasina ragmen %4 Tris'li sulandiricilar spermatozoa canliigini korumada

daha iyi sonuglar vermistir.

Bas'a, orta kisima ve genel olarak kuyruga ait morfolojik bozukluklar
5°C'ye sojutma ve gliserolizasyon sonrasi sulandiricilara ve gliserol oranlarina
gore farkliliklar géstermistir (p<0.05). %7 gliserol orani her iki sulandiricida da,
akrozomal bozukluklar ve toplam morfolojik bozukluklari 6nemli oranda
arttirmistir. Ayni gliserol oranlarn dikkate alindiinda akrozomal ve toplam
morfolojik bozukluklar her iki sulandiricida da benzer bulunmustur. Yiksek
gliserol oranlarinin spermatozoa motilitesi ve morfolojisine zarar verdigi, Tris'li
sulandincilarin sutld sulandiricilara gére spermatozoa motilitesini korumada
daha etkili olduju saptanmistir. Codu aragtirmacinin elde ettigi bulgular
calismamizi destekler niteliktedir ve 5°C'de depolamada sit ile Tris
sulandiricilart igin optimal gliserol oranlarinin %4 oldugunu bildirilmiglerdir (48,
54, 69, 91).

250 ornek ortalamasinda eritme sonrasi en yiksek motilite
%68.36£11.71 motilite ile %4 gliserolll sutll sulandiricilarda - saptanmstir
(p<0.05). En dustk sonuglar ise %30.741£17.06 ile %7 dliserolli Tris
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sulandiricisinda ve %32.38+18.35 ile %7 gliserolli sUtli sulandiricida elde
edilmistir. Her iki sulandirnicida da %7 gliserollti sulandiricilarda saptanan disuk
motilite bulgular! beklenilen bir sonug¢ olarak karsimiza ¢ikmistir. Ancak, donma
oncesi en yiksek matilitenin %4 gliserollt Tris sulandiricisinda saptamamiza
ragmen, eritme sonrasinda bu sulandiricida %60.02+13.21 motilite bulunmasi
ve bu degerin %4 gliserolli sttll sulandiricida saptanan motilite degerinden
6nemli oranda dusik olmasi sasirticidir. Képek spermasinin dondurulmasinda
sut'li sulandiricilarin  kullaniimasina iligkin detayli bilgiler edinilmemesine
kargin, boga ve kog¢ gibi diger tirlerde sut'li sulandiricilarin basar ile
kullanildi§i, eritme ve donma iglemlerinde spermatozoa canliliini ve
morfolojisini korumada basarili oldugu ve inek sttinin mikemmel bir sperma
sulandiricisi oldugu ¢odu arastirmacinin ortak géristdir (1, 4, 30, 33, 34, 42,
64). Pellet yontemine gére kdpek spermasini dondurmada %4 gliserolli sut'li
sulandiricilarin oldukga basanli oldugu, Tris'li sulandiricilara gére 6zellikle
donma ve eritme iglemlerinde Ustiin oldudu saptanmistir. Bunun nedeni, sitteki
stit proteinleri, kazein gibi albumin ve globulinler ile kalsiyum iyonlar gibi
kryoprotektif ajanlar ve ayrica sit ile yumurta sarisinin sinerjik etkisine
baglanabilir (1, 4, 30).

Sut ve Tris sulandiricilarinda, akrozomal bozukluklar %4 gliserol
ilavelerinde %7 gliserol oranlarina gére énemli derecede disik bulunmustur
(p<0.05). %4 gliserolli sut ve Tris sulandiricilarinda saptanan akrozomal
bozukluklar benzerdir. Ancak, en dusik toplam morfolojik bozukluklar
%40.52+11.51 ile %4 gliserolll sut'li sulandiricilarda saptanmigtir. Donma ve
eritme islemleri esnasinda soduk goklarina kargl, %4 gliserolli sut'la
sulandiricilarin - képek spermatozoa canliigi ve morfolojik butinlGgint
korumada daha etkili oldugu sonucuna variimistir. Bununla beraber Tris'li
sulandiricilar igin optimal gliserol oraninin %4 oldugu ve bu sulandiricinin da
kopek spermasinin dondurulmasinda kullanilabilir 6zellikte oldugu sdylenebilir.
Her iki sulandirnicida da %7 gliserol orani gerek spermatozoa canhligina ve

gerekse morfolojik btlinlige zarar vermistir.
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Kopek spermasinin dondurulmasinda yaygin olarak kullanilan Tris'li
sulandiricilara ilave edilen gliserol oranlari arastirmacilara goére far‘khllklar
gostermektedir. Badinand ve ark. (9), %3.2 gliserolli Tris sitrik asit-fruktoz
sulandincis! ile spermayi dondurmuslar ve eritme sonrasi %50 motilite
bulmuslardir. Thomas ve ark. (85) Tris-sitrat sulandiricisina final yogunlugu %4
olan gliserol eklemigler ve eritme sonrasi ortalama %35 motilite elde etmislerdir.
Olar ve ark.(63), Tris sulandiricisinda %4 (v/v) gliserol oranini optimal
bulduklarini ve ortalama %41 motilite saptadiklarini bildirmiglerdir. Ravaszova
ve ark. (69), %4 (v/v) gliserolli Tris-sitrik asit-fruktoz sulandiricisinda 0.5 ml'lik
payetlerde dondurdugu spermalarda, eritme sonrasi ortalama %60 motilite ve
%65 normal akrozom orani saptamiglardir. Thomas ve ark. (84), %6 gliseroll(
Tris-fruktoz-sitrik asit sulandiricisinda, 0.5 mllik payetlerde eritme sonrasi %55
motilite bulmuslardir. Kabasakal (46), Tris-sitrik asit-fruktoz sulandiricisina %6
gliserol (v/v) eklemis ve 0.25 ml'lik payetlerde dondurmus ve eritme sonrasi Tris
sulandiricisinda %55 motilite ve %35 anormal spermatozoa orani saptamistir.
Battista vé ark. (10), %6.4 (v/v) gliserollii Tris-sitrik asit-fruktoz sulandiricisi ile
0.5 mllik payetlerde dondurdugu spermalardan, eritme sonras! ortalama %60
motilite elde etmistir. Goéruldigu Uzere, eritme sonrasi %4 gliserolli Tris
sulandiricisinda elde ettijimiz motilite degerlerinin oldukga basarili oldugu
goriimektedir. Keza, aragtirmada edilen sonuglarin, bazi aragtirmacilarin eritme
sonras! saptadiklar motilite ve morfolojik bozukluklarn ile karsilagtirildikiarinda,
istlin oldugu sdylenebilir (9, 63, 85).

Pek ¢ok aragtirici, payet yéntemine gére dondurduklari spermalarda, Tris
sulandiricilarinda yiiksek gliserol oranlarini énermislerdir. Bunlardan benzer
sekilde %8 (viv) gliserolli Tris-sitrik asit-frukioz sulandiricisinda 0.5 mllik
payetlerde dondurduklari spermalardan, Theret ve ark. (83) eritme sonrasi
ortalama %60-80, Andersen (6) %50-70, Wilson (87) %60-70, Yubi ve ark.
(91) %30 motilite ve % 40 anormal spermatozoa orani, Morton ve ark. (54)
%61 motilite oranlar: elde etmislerdir.

Bunlara kargin, Yurdaydin ve Kotzab (93), %8.8 glliserolli (v/v) Tris-
sitrat-glukoz sulandiricisinda 0.25 ml'lik payetlerde dondurdugu spermalarda
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eritme sonrasi ortalama %46 motilite ve %27 anormal spermatozoa orani
saptarlarken, Gill ve ark. (35), %8.8 (v/v) gliserol iceren Tris-sitrik asit-fruktoz
sulandiricisinda 0.5 ml'lik payetlerde dondurduklari spermalarda, eritme sonrasi
%40-50 matilite belirlemiglerdir.

Bu ¢aligmalarda sonuglar dikkatle incelendiginde eritme sonrasi motilite
oranlarinin %30 ila %80 arasinda, morfolojik bozukluklarin ise %27-50 arasinda
degistigi gorilmektedir. Sunulan galismada, %7 gliserolli Tris'li sulandiricilarda
saptanan eritme sonrasi motilite bulgularn yukaridaki - arastiricilarin buldugu
sonuglar ile benzerlik gésterirken, saptanan morfolojik bozukluklarin diger bazi
aragtirmacilann bildirdigi degerlerden daha ylksek oldugu séylenebilir (35, 46,
83, 93). Aradaki farkliiklar, buylk 6lgide sperma dondurma teknigine
baglanabilir.  Keza, Tris'li sulandiricilarin pellet yéntemine  gére
dondurulmasinda %4 gliserol orani da basariyla kullaniimistir. Thomas ve ark.
(85), %4 dgliserolli (v/v) Tris sulandiricisinda payet ile pellet ydntemini
kargilagtirmiglar, bu gliserol oranininda pellet yénteminin tstin oldugunu ve

motilite oranint dnemli oranlarda yiksek bulduklarini bildirmiglerdir.

Sonug olarak; 1) Kopek spermasinin pellet yéntemine gére
dondurulmasinda sit'lt sulandiricilarin basari ile kullanilabilecegi, 2) Donma ve
eritme iglemlerinde sUt'li sulandiricilarda %4 gliserol oraninin optimal oldugu,
3) Satia ve Tris'li sulandiricilarda pellet yéntemine gére dondurmada %7
gliserol oraninin spermatozoa- motilitesi ve morfolojisine énemli oranda zarar
verdigi, 4) %4 gliserolli Tris sulandiricisinin da pellet yéntemine gére
dondurmada kullanilabilecedi, 5) +5°C'de ekilibrasyonda, %4 gliserolli Tris
sulandinicisinin sut'ld sulandiricilara gére daha Ustin bulunmasina ragmen,
donma ve eritme iglemlerinde spermatozoa canliligi ve morfolojisini sat'la
sulandirict kadar koruyamadi§i elde edilen sonuglardan anlasiimaktadir, 6)
Ayrica, kdpek spermasinin dondurulmasinda sut'lii sulandinei kullaniimasina
iligkin gahigmalarin sinirli sayida oldugu dikkate alinmali ve aragtirmalara fertilite

sonuglarini da igerecek galismalarla devam edilmelidir.
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7. RESIMLER

Resim 2. Prepusyum tzerinden, bulbus glandis'e masaj uygulanarak

ereksiyon'un saglanmasi.
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Resim 3. Glans penis'in prepusyumdan disariya ¢ikartiimasi ve bulbus

glandis'in, bas ve isaret parmaklar araciligi ile tespit edilmesi.

Resim 4. Birinci fraksiyon'un pelvik itme hareketleri ile birlikte digariya

akitiimasi.
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Resim 5. Pelvik itme hareketlerinin tamamlanmasini takiben, penis'in arka
bacaklarin arasindan geriye dogru bukilmesi ve spermatozoon'lardan
zengin ikinci fraksiyon'un toplanmasi.

Resim 6. Normal bir képek spermatozoon'nunun phase-contrast mikroskopta

gorantmu (x1000 buydtme).



Resim 7. Akrozom'u ¢ézilmis bir spermatozoon (x1000 buyitme).

Resim 8. Akrozom'u deforme bir spermatozoon (x1000 buytitme).
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Resim 9. Eritme sonrasi phase-contrast mikroskopta gézlemlenen diger
morfolojik bozukluklar (x1000 biiyttme).
a) Akrozomda meydana gelen defektler.
b) Kuyruk kisminin birbiri tizerine dolanmasi.

Resim 10. Anormal bas (a), orta kismin bas'tan ayriimasi (b) ve distal

protoplazmik damlacikli (c) bir spermatozoon (x1000 bilyiitme).
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Resim 12. Coézilmekte olan bir akrozom (x 1000 buyttme).
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Resim 14. Kismen akrozom'u disari gikmis bir spermatozoon (x1000 biyutme).
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9. OZET:

Caligmada canli materyal olarak, saf irk, damizlik, 2 yash 5 adet (Alman Kurt,
Buldog, Chow chow, Sibirya Husky, New Foundland) erkek kopek kullanildi.
Arastirma siresince, parmak maniplasyonlar teknigi uygulanarak haftada iki kez
olmak tzere toplam 50 ejakulat alindi. Hacim, motilite, yogunluk, canli spermatozoa,

pH ve morfolojik muayenelerden olusan spermatolojik 6zellikler saptand.

Alinan sperma 2 esit hacime ayrilarak %1 glikoz, %10 yumurta sarili yagsiz
sGtli sulandirict ve %1.78 sitrik asit, %1.25 fruktoz'lu Tris (%3.2) sulandiricisi ile oda
isisinda 1:1 oraninda sulandirildi. 2 saatte 5°C’ye sogutulan st ve Tris sulandiricilari
ile sulandinimig spermalar yine iki esit hacime ayrildilar. Finalde, Tris sulandiricisi
%4 - %7 dgliserollt ve sutli sulandirici %4 - %7 gliserolli olacak sekilde

gliserolizasyon islemi uygulanarak 4 grup olusturuldu.

Bes farkli itk képege ait spermalarin motilite ve anormal spermatozoa oranlar
her asamada degerlendirildi. Sperma oda isisinda sulandirildiktan sonra ve 5°C'ye
sogutulduktan sonra yapilan incelemelerde sulandiricilar arasinda énemli bir fark
saptanmadi. Gliserolizasyon sonrasi en yilksek motilite %79.80+6.14 ile %4 gliseroll
Tris sulandiricisinda bulunurken, en dustik motilite %59.70£9.65 ile %7 gliserolli stt
sulandiricisinda elde edildi (n=50). En ylksek akrozomal ve toplam morfolojik
bozukluklar, %7 gliserolli sut ve Tris sulandiricilarinda saptandi. 2 saatlik
ekilibrasyon sonrasinda da belirtilen spermatolojik &zellikler ayni dogrultuda elde
edildi. 0.2 ml pelletlerde dondurma ve eritme sonrasi ise en ylksek motilite
%68.36+11.71 ile %4 gliserolli sutli sulandirncida elde edildi (p<0.05). Buna en
yakin bulgular, %60.02+13.21 ile %4 gliserolli Tris'li sulandiricida saptandi. %7
gliserolli st veTris sulandiricisinda motilite degerleri énemli oranlarda dusik
bulundu. Toplam morfolojik bozukluklar ele alindiginda ise en distk bozukluklar yine
%40.52+11.51 ile %4 gliserolli sit sulandiricisinda bulundu. %7 gliserolli sit ve Tris
sulandiricilarinda saptanan morfolojik bozukluklar istatistiksel agidan énemli oranda
yiksek bulundu. Sonug olarak koépek spermasinin dondurulmasinda gerek
spermatozoa canliligini ve gerekse morfolojik buttnligini korumada %4 gliserolli
sutli sulandiricilarin pratikte basariyla kullanilabilecegi, stt ve Tris sulandiricilari igin

%7 gliserol oraninin optimal olmadigi sonucuna varildi.
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10. SUMMARY

Five male dogs of various breeds at 2 years of age were used in the study.
During the study, two ejaculates per week and total 50 ejaculates were collected
from each male by digital manipulation technique. Spermatological evaluations as
volume, motility, spermatozoa concentration, live spermatozoa rate, pH and

morphologic examinations were carried out.

Semen was divided into two equal parts. One part was diluted with skimmed
milk extender containing 1% glucose and 10% egg yolk, and the other part with Tris
(3.2%) extender containing 1.78% citric acid, 1.25% fructose at rate 1:1 at room
temperature. Semen extended with milk and Tris extenders and cooled to +5°C in
two hours were divided again into two equal parts. Both samples were undergone to
glycerolisation in such a manner to have Tris extender with a final 4-7% glycerol and

milk extender with a final 4-7% glycerol.

Motility and abnormal spermatozoa rates of the semen of 5 different dog
breeds were evaluated at every stage. No significant difference between the
extenders was observed during the examinations after the dilution of semen at room
temperature and cooled to +5°C. Highest motility after glycerolisation was obtained
from the 4% glycerol containing Tris extender as 79.80+6.14% and lowest motility
was obtained from the 7% glycerol containing milk extender as 59.70+9.65% (n=50).
Highest acrosomal and total morphological defects were observed in 7% glycerol
containing extenders. After 2 hours equilibration period same spermatological results
were taken. After freezing in 0.2 ml paillettes and thawing, highest motility was
68.36+11.71% in 4% glycerol containing milk extender (p<0.05). Most similar findings
were 60.02+13.21% in the 4% glycerol containing Tris extender. Motility results of 7%
glycerol containing milk and Tris extenders were significantly low. When total
morphological defects were considered lowest defect rate was 40.52+11.51% in the
4% glycerol containing milk extender. The morphological defect rates of %7 glycerol
containing milk and Tris extenders were importantly high. At the end of the study, we
concluded that 4% glycerol containing milk extender can be used successfully to
prevent spermatozoa morphology and live-spermatozoa rate, and 7% glycerol is not

an optimal rate for milk and Tris extenders.
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