Cumhuriyet Univ. Sag. Bil. Enst. Derg. Kalkan ve Ugar 2016
2016 (1)2: 25-36

Cumbhuriyet Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Dergisi

http://www.cumhuriyet.edu.tr/sbe/index.php?cubid=1&Dil=TR&Id=1057

Kopeklerde Spermanin Alinmasi, Saklanmasi ve Suni Tohumlamada
Kullanilmasina Kisa Bir Bakis

Oguzhan KALKAN!'  Omer UCAR?

1Kalkan Veteriner Hekim Muayenehanesi, Merzifon/Amasya-TURKIYE
2Atatiirk Universitesi Veteriner Fakiiltesi Dolerme ve Suni Tohumlama Anabilim Dali, Erzurum-

TURKIYE
Gelis Tarihi / Received Kabul Tarihi / Accepted Yayin Tarihi / Published
10.10.2016 25.12.2016 31.12.2016

Ozet: Giiniimiizde biyoteknolojik bir olgu haline gelen suni tohumlama yénteminden, 6zellikle viicut yapilarimin
farkliligi nedeniyle ciftlesemeyen kopeklerde biiyiik ol¢iide yararlanilmaktadir. Suni tohumlama; alinan
spermanin, ortam sartlarindan korunmasi amaciyla sulandirilmasi, bazi kisa ve uzun siireli yontemler
kullanilarak saklanmasi ve uygun tekniklerle disiye aktarilmasi ile olasidir. Dolayisiyla, bu kisa derlemede,
kopeklerde sperma alma sirasinda erkege yaklasim, spermanin alinmasi (parmak manipiilasyonu, koni kaucuk
lastik ve el masaji ile elektrik uyarimlar1 (elektroejekiilator)), sulandirilmasi (Tes, Bes, Hepes, Pipes, Tris,
Tes/Tris ve ticari sulandiricilar ile 1:1-1:5 sulandirma oraninda), kisa (+4 °C’'de) - uzun siireli (ampul, pellet ve
payet ile) dondurarak saklanmasi (sivi azot icinde, -196 °C’de) ve suni tohumlama ydntemleri (kateterle
intravaginal, Norveg¢ kateteri ile intrauterin, endoskopik yontemle intrauterin ve cerrahi teknikle intrauterin)
hakkinda kisa bilgiler verilmistir.

Anahtar Kelimeler: képek, sperma alimi, dondurma-eritme, suni tohumlama

A Brief Overview of Semen Collection, Cryopreservation and its Usage in Artificial Insemination in Dogs

Summary: Today, the methods of artificial insemination, that have recently became a biotechnological
phenomenon, have being used in dogs especially for those partners that are largely unable to mate because of
differences in their body sizes. Artificial insemination is likely only by diluting the semen collected in order to
protect it from the environmental conditions, by using some short- and long-term preservation methods and by
transferring it into the females with proper techniques. Therefore, in this brief review, some data about the
approach to the male at the time of semen collection, as well as the collection itself (digital manipulation, conic
plastic rubber along with hand massage, and electrical stimulations (the electroejeculator)), dilution (Tes, Bes,
Hepes, Pipes, Tris, Tes/Tris and commercial extenders, at 1:1-1:5 dilution rate), short (at +4 °C) - and long-term
(in ampoule, pellet and straw) frozen storage (within liquid nitrogen, at -196 °C) of semen and artificial
insemination methods (intravaginal catheter, Norwegian intrauterine catheter, endoscopic intrauterine and
surgical intrauterine technique)) are given in dogs.
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1. GIRIS

1.1. Kisa Tanim ve Tarihge

Suni tohumlama, uygun teknik ve yontemlerle
erkekten alinan spermanin yine uygun teknik ve
yontemlerle ayni tiirden disilere nakledilmesidir.
Bu uygulamanin gerceklestirilebilmesi,
erkeklerden spermanin bol miktarda, kaliteli ve
teknigine uygun olarak alinmasi ile olasidir. Bu
bakimdan, hayvan tiirlerine 6zgii farkli sperma
alma ve degerlendirme yontemlerinin yeterince
bilinmesi ve uygulanmasi gerekmektedir. Son
yillarda biiylik gelisme gosteren ve gilinlimiizde
biyoteknolojik bir olgu haline gelen suni
tohumlama yodntemi, kapsadigi konularda baslica
bir endiistrinin dogmasina yol agmistir. Bu amagla,
kullanilan alet ve malzemelerin liretimi ve donmus
sperma ticareti bakimindan uluslararasi iliskileri
bulunan bir sanayi ve ticaret dali halini almistir.
Suni tohumlama ile erkek genotipinin en uygun ve

sekilde degerlendirilebilme

yaygin

bulundugu

sansinin

gibi, bulasicc  genital organ

hastaliklarinin  yayilmasint 6nlemek ve yavru
verimi oranini artirmak yoéniinden de bu yoéntem
en seckin ve kolay bir yaklasim olmaktadir. Son
yillardaki suni tohumlama faaliyetleri, hayvanlarin
1slah calismalarindan ziyade 6zellikle sagliklarinin
korunmasi amaciyla 6ne ¢ikmistir.

Diinyada ilk suni tohumlama, 13. yiizyillda Arap
asiretlerince kisraklarda uygulanmistir. Birinci
Diinya Savasi’nin bitimiyle suni tohumlamanin
Sovyet Rusya’da yaygin olarak kullanilmasindan
sonra, ilerleyen zamanlarda Avrupa iilkeleri ve
ABD’de 6nemli uygulama alani bulmustur. Bilimsel
olarak ilk suni tohumlama calismalari, 1780 yilinda
Italyan fizyolog Abbe L. Spallanzani tarafindan
baslatilmistir (8). Tiirkiye’de ise bu g¢alismalar ilk
olarak koyunlarda 1936’da, kisraklarda 1939’da,
ineklerde ise 1949 yillarinda baslamistir.

Bu baglamda, spermanin o6zelliklerini yitirmeden

hacmini ve yasama siiresini artirarak saklama
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olanaklar1 {lizerinde arastirmalar yogunlasmistir.
Yapilan bu yogun bilimsel ¢alismalar sonucunda,
hem kisa- hem de uzun siireli olarak, spermanin
dolleme giiclinii kaybetmeden saklanabilecegi ile
ilgili bilgiler zaman icerisinde ortaya konulmustur.
bakildiginda, tohumlamanin

Kopeklere suni

kullanilabilecegi  bircok  durum  mevcuttur.
Koépeklerde suni tohumlamanin yapilmasinin asil
nedenler ile

nedeni disi ve erkegin cesitli

ciftlesememesidir (1) ve hayvan sahiplerinin
istegidir (8). Disilerde; bunun en sik nedenleri;
Vajinal darlik, konformasyonel kusur, arka
bacaklarda zayiflik, psikolojik sorunlar ve agri1 gibi
problemlerdir. Yine, sebebi bilinmeyen infertilite
sorunlarinda da suni tohumlama denenebilir.
Erkeklerde; halsizlik, artrit gibi iskelet sistemi
sorunlari, erken ejakulasyon ve konformasyonel
defektler olmamasinin

dogal  ciftlesmenin

nedenlerinden bazilaridir. Deneyim
yokligu/eksikligi, yetistirilme tarzi olumsuzluklari
gibi psikolojik sorunlar da suni tohumlamanin
endikasyonlar1 arasindadir.

Bazi hayvan sahipleri bulasici hastaliklarin
kontrolii ve bunlarin 6niine gecilmesi icin suni
tohumlama istemektedir. Dogal ciftlesme ile erkek
kopeklerden disilere bulasabilecek enfeksiyoz
ajanlar suni tohumlama ile de gegebilecek 6zellige
sahiptir.
Ancak, suni tohumlama ile disi kopeklerden
erkeklere gecebilecek enfeksiyonlar engellenmis
olur. Suni tohumlamada kullanilacak tiim disi ve
erkek kopekler basta Brucella olmak iizere cinsel
yolla  aktarilabilecek  enfeksiyonlardan  ari
olmalidur.

Baz1 irk erkek kopeklerde ciftlesmeden sonra
prostat kanamasi ve hemospermi goriilebilir. Bu
kanama Von Willebrand hastaligi ile iliskili olabilir,
ama bu hastalik olmayanlarda da goriilmiistr.
olan

Suni tohumlama bdéyle bir sorun riski
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kopeklerde kullanilabilir. Herhangi bir temas
olmadigindan kanama ihtimali de ¢ok azalacaktir.
Kopeklerde suni tohumlama yetistiricinin veya
kopek sahibinin istegi dogrultusunda da herhangi
bir sorun olmadan da yapilabilir. Yine saf irklarin
ve degerli damizlik erkek kopeklerin daha verimli
bir sekilde kullanilmas1 ve sperma nakline olanak
saglanmasi icin de suni tohumlama yapilabilir (1).
1.2. Sperma Alma Sirasinda Erkek Kdopege
Yaklasim

Erkek kopekten ilk kez sperma alinacaksa, ortamda
Ostrustaki bir disi kopegin bulundurulmasi
zorunludur (Erkek c¢ok istekliyse bazen buna gerek
olmayabilir). Ortamda &strustaki bir disi kdpegin
bulunmasi, elde edilecek spermanin Kkalitesini
(6zellikle sperm yogunlugunu) arttirabilir. Bu
amacla, kizginliktaki bir disi képek bulunamazsa
kisirlastirilmis  bir disiye diisik doz 0Ostrojen
uygulanarak ostrusa getirilebilir. Ayrica, koépek
feromonlar1 da kullanilabilir. Bunlar; hydroxy
benzoik asit ya da dondurulmus halde saklanan

ostrustaki disi kopeklere ait vajinal svablardir (1).

Sekil 1. Vajinal Svab Almada Kullanilan Pamuk
Cubuklar (1).

Son yillarda yapilan ¢alismalarda, spermanin
alinmasindan 15 dakika once erkek kopege 0.1
mg/kg PGF2a uygulanmasi ile alinan sperm
sayisinda 6nemli derecede artislar kaydedilmistir.
Erkek kopekler vajinal svablara, sentetik kimyasal

maddelerden daha iyi yanit vermektedir. Spermay1
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alan kisinin tecriibesi de bu uygulama sirasinda
sperma almayi etkileyebilmektedir.

Erkek kopek; bulundugu ortamin yasadigi yerden
farkli olmasi sebebiyle c¢evresel faktorlerden
etkilenmekte, yasadigi stres ve ozellikle klinik
ortaminda almis oldugu koku ve farkl tiirden
hayvanlarin sesleri (klinikte bulunan kedi ve diger
kopeklerden) sperma alma sirasinda
konsantrasyonu olumsuz etkilemektedir. Sperma
alma sirasinda erkek kopegin yaninda sahibinin de
bulunmasi yararh olacaktir (Hem hayvanin giiven
duymasina ve rahat zapt edilmesini saglar).
Sperma alma islemi sirasinda erkek kopegin agri
duymasina neden  olabilecek  her tiirli
rahatsizliklar (orsitis, prostatitis, ayak, bel ve
kalcadan koken alan agrilar) sperma alinirken
dikkat edilmesi gereken diger durumlardir (1).

2. ERKEK KOPEKLERDEN SPERMA ALMA
TEKNIKLERI

Glinimizde kopeklerden 1ii¢ degisik yontemle
parmak

sperma alinabilmektedir; a)

manipiilasyonlar, b) suni vajen ve )
elektroejakiilator ile sperma alma (1).

2.1. Parmak Manipiilasyonu ile Spermanin
Alinmasi

Kopeklerden penis masaji ile sperma almada
arastiricilar  iki  ayr1  teknik  kullanmislardir.
Bunlardan ilki; boga suni vajeninden adapte edilen
kauguk koni kilifin penis tlizerine gecirilmesi ile
uygulanan el masaj1 teknigi, digeri ise parmak
manipiilasyonlari teknigidir.

flk yoéntemde, suni vajen ile dereceli toplama
kadehi arasinda irtibati saglayan konik kauguk
lastikten (irtibat hunisi) yararlanilabilir. Ortamda
ostrustaki bir disi kopegin bulunmasi (6zellikle ilk
kez sperma alinan deneyimsiz kopekler icgin)
sperma aliminda kolaylik saglar. Sperma, kaygan
olmayan bir zeminde ve sessiz bir alanda
alinmalidir. Uygulayici, sol elinde konik sperma

toplama araci oldugu halde erkek kdpegin saginda



Cumhuriyet Univ. Sag. Bil. Enst. Derg.
2016 (1)2: 25-36

durur. Sag eli prepusyum iizerine ileri geri
kaydirma  hareketleri  yaparak  ereksiyonu
uyarmaya c¢alisir. Ereksiyonun ilk belirtisi olarak
bulbus glandis sismeye baslar. Penisin kavernoz
govdesi kanla doldugunda ereksiyon gerceklesir.
Peniste kan basincinin artmasiyla ereksiyon
sinirsel olarak uyarilir ve bu sirada vendz kanin
geri donmesi kismen inhibe olur ve penis arterleri
genisler. Ereksiyon tam olarak gerceklesmeden
once, prepusyum geriye dogru cekilerek bulbus
glandis aciga cikartilir ve konik sperma toplama
aracli penis lizerine gecirilir.

Eger bulbus glandis prepusyumdan disari
cikarilmadan dnce tam bir ereksiyon gerceklesirse,
hayvan agri duyar ve hizla ereksiyon kaybolur.
Toplama hunisini tutan elin bas ve isaret
parmaklari, bulbusun gerisine hafif ve ritmik
basinglar uygulamaya baslar. Pelvik itmelerin pik
seviyeye ulasmasini takiben (yaklasik 15-30
saniye), penis kauguk toplama hunisiyle birlikte
kaudale dogru ¢evrilir. Ejakulatin birinci ve ikinci
fraksiyonlari ilk 1-2 dakika icinde gelir. Toplamda
li¢c fraksiyonlu olan spermanin sperm yodniinden
zengin 2. fraksiyonu siit goriinlimiinde ve 0.5-5 ml

ortalama hacimdedir (1, 8).

Sekil 2. Kopekten El Masaji ile Spermanin
Alinmasi.

Sperma ejakiile edildikten yaklasik 1-3 dakika
sonra prostat kaynakli berrak bir siv1 (3. fraksiyon)
gelmeye baslar. Bu kisim, son kisimdir ve 5-45

dakika icerisinde 5-40 ml hacimde olabilir.
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Sekil 3. Spermatozoondan Zengin 2. Kisim (1).

Bu yontemde, sperm yoniinden zengin kismin
geldigi zamanin takip edilmesi ¢ok glictiir ve ¢ogu
zaman ejakulatin kisimlar1 istenmeden birbirine
karismaktadir. Yine bu yontemle, sperma alinirken
prepusyumda toplanan smegma preputi, sperma
numunesini kontamine edebilir.

Cam huni ve dereceli toplama kadehi yardimiyla,
parmak manipiilasyonlar1 yontemiyle sperma en
rahat tarzda almabilir. Cogu kopek, parmak
manipiilasyonlariyla sperma vermeye yatkindir.
Hayvan yerde ve ayaktayken sperma alinabilir.
Kizginlikta olan bir disi kopegin ortamda
bulunmasi sperma alma islemini kolaylastirir, fakat
her zaman gerekli degildir. Bu yontemde de
ortamda disi kopek varligi, alinan spermadaki
sperm sayisini yiikseltebilir.

Bir eline eldiven giymis sperma alacak kisi, erkek
kopegin sol arka kismindan ve prepusyum
iizerinden bulbus glandis'in kaudal kismina hafifce
masaj yapar. Sperma alma esnasinda, kaucuk
eldivenin alinan ejakulata temas etmesi, motiliteye
olumsuz  etki  yapabileceginden, temastan
sakinilmaldir.

Yar1 ereksiyon meydana geldiginde, prepusyal kilif
geriye dogru ¢ekilir. Bulbus glandisin arka kismina
prepusyumun  geri  c¢ekilmesi ve  basing
uygulamalar1 sonrasi ereksiyon saglanir. Pelvik
itme hareketleri basladiginda, penis sperma

toplama kadehine ¢arpabilir. Hemoraji ve travmaya
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sebep olmamak icin, sperma toplama kadehi
uzakta tutulur. Erkek koépek sperma vermeye
isteksizse, toplama kadehi elin bagparmagi aracilig:
ile tutularak, glans penisteki tlrethral olusuma
(urethral  orificium)  degdirilmek  suretiyle
ejakulasyon uyarilabilir. Pelvik itme hareketlerinin
bitmesinden sonra, penis kdpegin arka ayaklari
arasindan geriye dogru cevrilir. Bu sirada, bulbus
glandis'in arka kismina bas ve isaret parmaklari
arasinda ritmik basinglar uygulanmalidir. Sperma
alma islemi sona erdiginde, penis antibiyotikli bir
soliisyon ile yikanmali ve prepusyum igerisine
girmesi saglanmalidir (1).

2.2. Koni Kauguk Lastik ve El Masaji ile
Spermanin Alinmasi

Konik kaucuk lastik ucuna toplama kadehi
yerlestirilir ve lastik icine vazelin ya da benzeri bir
kayganlastirici siiriliir. Ortamda 6strustaki bir disi

kopegin varligi yararh olmaktadir.

Sekil 4: Koni Kauguk Lastik, Kayganlastirici Pomat
ve Toplama Tiipii (1).

Sperma alinirken, erkegin disinin vulva boélgesini
koklamas1 saglanmalidir. Bu sekilde, erkek kopek
daha rahat ve daha fazla sperma verebilir. Bir kisi
erkek kopegin sag tarafinda durarak, disi kopegi
koklamasina izin verir.

Spermay1 alacak kisi, erkek kopegin sag tarafinda

durarak sag elinde konik kaucuk lastigi tutar.
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Sekil 5: Koni Kauguk Lastik ve El Masaji ile Sperma
Alinmasi (1).

Penise prepusyumun dis kismindan yavas¢a masaj
yapan uygulayici, ereksiyon sekillenmesi sonrasi
penisi konik kauguk lastigin icine sokar. Pelvik
itme hareketleri sonrasi, lastik avug iginde tutulur
ve bulbus glandis'in arka kismina basing
uygulanarak penis geriye dondiiriiliir. Bu yontem,
alinirken fraksiyonu

sperma spermanin g

birbirinden ayr1 toplanamadigl i¢cin dezavantaj

icerir (1).

2.3. Elektrik Uyarimlar ile Spermanin Alinmasi
(Elektroejekiilator)

Kopeklerden elektroejakulatéor ile spermanin
alinmas1 mimkiindir. Ancak, genel anestezi altinda
uygulanan bu ydnteme zorunlu olmadikea
basvurulmamaldir.

9y s

Sekil 6. Elektroejakiilator Cihazi (1).
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Bu yontemde, bir rektal prob ve
elektrostimiilator’e ihtiya¢ vardir. Bipolar rektal
prob,  teknigine uygun olarak  rektuma
yerlestirildikten sonra, elektriksel acidan 140-180
mA akim ve 10-20 Volt gerilimlerle belirli
araliklarla ejakulasyon merkezi uyarilir ve sperma
alinir. Elektroejakulasyon yonteminde, elde edilen
sperma hacmi, prostat bezinin fazla
uyarilmasindan dolay1 dogal ciftlesmeden daha
fazladir. Ancak, elde edilen ejakulata idrar karisma
olasiligindan dolay1 tercih edilen bir metot degildir.
Cok kiymetli damizlik kopeklerden, diger
yontemlerle sperma alinamadigl zorunlu hallerde
kullanilabilir (1).

3. KOPEK SPERMASININ SAKLANMASI

3.1. Képek Spermasinin Kisa Siireli Saklanmasi
Sperma sogutulurken ya da nakledilirken daima
sulandirilmahidir.  Sulandiric;;  pH'nmin  stabil
kalmasini, enerjinin korunmasini, nakil sirasinda
sarsint1 ve 1s1 farkliliklarinin olusturdugu zararlara
kars1 spermatozoal membrani korumaya yardimci
olmaktadir.
Dondurulmus spermaya kiyasla, sulandirilip
sogutulmus sperma ile yapilan tohumlama sonucu
daha yiiksek gebelik elde edilmektedir. Sulandirilip
sogutulan kopek spermasinin potansiyel fertilitesi
i¢ faktore bagl olarak korunmaktadir. Bunlar;

a) Diistik 1s1da sperm metabolizmasinin azaltilmasi,
b) Sulandirici  katilarak  soguk  sokundan
korunmasi,

c) Soguk sokuna karsi képek sperm hiicrelerinin
direncinin yiiksek olmasidir.

Sperma sulandiricilary; uygun osmotik basing, besi
ortami, metabolik artiklar1 absorbe edebilme ve
spermatozoonlar1 sogugun zararli etkisinden
koruyabilme gibi genel 6zelliklere sahip olmalidir.
Spermatolojik ozellikleri saptanmis ve
sulandirilmis spermanin +5 °C’ye sogutulmasi ayri
bir 6zen gerektirir. Ciinkii, 17 °C’'nin altindaki ani

1s1 degisikliklerinde o6zellikle akrozomda geri-

30

Kalkan ve Ugar 2016

dontlsiimsiiz bozukluklar

olusabilmektedir (8, 9).

(irreversible)

Kryoprotektant madde ilave edilmeksizin alinan
spermanin sogutulmasi sonucu sperm hiicrelerinin
yasam siiresi ¢ok kisa siirer. Soguk soku sirasinda,
sulandiricidaki fosfolipidler, sperm hiicrelerinin
plazma membraninin lipid yapist ile Kkarsilikli
etkilesime girer ve korunmay:1 saglarlar. Sperm
hiicresinin membranina baglanan lipoproteinler,
sperma saklamada hiicresel biitiinligin (14)
korunmasina yardimci olur (1, 8).

3.2. Képek Spermasinin Uzun Siireli Saklanmasi
3.2.1. Képek Spermasinin Dondurulmasinda
Kullanilan Sulandiricilar

Kopek yetistiriciliginde, diger hayvan tiirlerinde
oldugu gibi, dolerme hastaliklarinin 6nlenmesi,
genetik yapilarinin iyilestirilmesi, istiin
bireylerden en yiiksek oOlciide yararlanilabilmesi,
seckin damizlik elde edilmesi ve gen kaynaklarinin

korunmasi haliyle biiyiik 6nem tasir.

Sekil 7: Spermanin Su Kabinda Sogutulmasi (1).

Bu kapsamda, bir¢ok kdpek irkinda spermatolojik

ozelliklerin ortaya konulmasinin yani sira,

spermanin uygun soliisyonlarla sulandirilarak
dondurulmasi, kisa ve uzun sireli saklanmasi,
gerektiginde suni tohumlama icin kullanilmasi ve

bunu takiben yiliksek doélverimi elde edilmesi
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hedefine yonelik arastirmalar uzun yillardan beri
stirdliriilmektedir.

Glinlimizde kopek spermasimin kisa siireli ya da
uzun streli (dondurularak) saklanmasi amaciyla
sperma sulandiricis1 olarak cesitli soliisyonlar
kullanilmaktadir.

Bunlar arasinda; Tes (N-Tris [hydroxymethyl]
methyl-2 amino-methene solfonic acid), Hepes (N-
2 [hydroxymethyl] piperazine-N-2-ethane sulfonic
acid) ve Pipes (piperazine-N, N-bis-2-ethane sulfo-
nic acid) gibi Tris’e kiyasla daha iyi buffer
kapasitesine sahip zwitterionic (gift kutuplu)

soliisyonlar kullanilmakla birlikte, son yillarda

kopek spermasmin dondurulmasinda daha ¢ok

hazir ticari preparatlar (Laiciphos, Biociphos,
Biladyl, Triladyl, Andromed, vs) tercih
edilmektedir (5).

Gergektende, Laiciphos, Biociphos ve Tes/Tris’ten
olusan ii¢ farkl sulandirici ile dondurulan képek
spermasinda ¢o6zdiirme sonrasi sperm motilitesi
Laiciphos, Biociphos ve Tes/Tris i¢in sirasiyla %65,
%70 ve %50, canli sperm orani ise %78, %80 ve
%865 olarak bildirilmektedir. Pipes, Bes, Tes, Tris
sulandiricilarina ii¢ degisik potasyumlu tampon
ilavesinin  (KHCOs, K3PO4, KOH) sperma
dondurulmasi iizerine etkileri incelendiginde; 1:2
oraninda %50 Pipes/KOH + %25 sodyum sitrat +
%25 dekstroz + %20 yumurta saris1 + %9 gliserol
ile ¢ozdiirme sonrasi en iyi sperm motilitesi elde
edilmistir (5).

Spermanin sivi azot buharinda dondurulmasinda,
sperm hiicrelerinin soguk sokundan olumsuz
etkilenmeleri nedeniyle spermatolojik 6zelliklere
ait degerler degisebilmektedir (8,10). Hiicre
membranlarinda olusan perforasyonlarin, 6zellikle
akrozomda bulunan ve fertilizasyonda gorev alan
enzimlerin (14) kaybina yol a¢tig1 ve bu durumdaki
sperm hiicrelerinin dolleme yetenegini kaybettigi

bildirilmektedir (4,8,9,12).
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Degisik ve cesitli oranlarda kryoprotektanlari
iceren sperma sulandiricilarinin, anilan dondurma

asamalarinda sperm hiicrelerini soguk etkisinden

korumalari, bulunduklar1 ortamdaki madde
aligverisini  ayarlamalari ve  membranlarin
cevresinde olusan buz kristalizasyonlarinin

olumsuz etkilerinin en aza indirilmesiyle oldugu
bilinmektedir (3).

Seminal plazma, spermatozoon ig¢in koruyucu
faktorleri icerdigi gibi, hiicre duyarlhiligini artirici
faktorleri de bulundurdugundan, ejakiile edilmis
spermadaki sperm hiicreleri epididimal spermaya
gore soguk sokuna daha duyarlidir ve daha fazla
olumsuz yonde etkilenmektedir (13).

Kopek spermasinin saklanmasinda yumurta sarisi,
dondurma islemlerinin zararh etkilerinden sperm
hiicrelerini korumak amaciyla bugiine kadar %1-
20 oranlarinda kullanilmistir.

Son yillarda spermanin dondurulmasi
calismalarinda (6,11) bir¢ok arastirmaci seminal
plazma kompanentlerinden biri olan BSA’dan

yararlanmis ve membran stabilizatorii olan
BSA’'nin yumurta sarisinin sperm membranlari
lizerine koruyucu etkisini gelistirdigini (2), hatta
BSA ile kombinasyonu durumunda yumurta sarisi
konsantrasyonunun disiirilebilecegini
bildirmislerdir.

Kimi arastiricilar (7), BSA’y1 kopeklerde sperma
sulandirmada kryoprotektan etkisinden
faydalanmak icin %6 (w/v) gibi ylksek oranda
kullanirken, kimileri de %5 (w/v) oraninda protein
destegi olarak faydalanmislardir. Uysal ve ark. (10)

kopek spermasinin dondurulmasi iizerine BSA'nin

etkilerini inceledikleri ¢alismalarinda; BSA ve
yumurta sarisinin sulandiricida tek  basina
kullanilmalariyla alinan sonuglarla

karsilastirildiginda, %10 yumurta sarist + 10

mg/ml BSA iceren M-Tris sulandiricisiyla,

¢ozdiirme sonrasi en

motilitesi (%50,5) ve HOS-test degeri (%58,5)

yluksek spermatozoa
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bulmuslardir. Dolayisiyla, yumurta sarisi ile BSA

kombinasyonunun sinerjik etki olusturmasi
dolayisiyla spermatozoonlari soguk sokundan daha
ifade Kopek

farkh

iyi  korudugunu etmislerdir.

spermasinin dondurulmasinda
sulandiricilarin  etkinliginin degerlendirilmesinin
yani sira, dondurma/¢ézdiirme islemleri esnasinda
soguk sokunun sperm hiicrelerine verdigi hasari
azaltmak i{izere membran stabilizatérii olarak
kullanilan BSA'nin (4), ¢6zdiirme sonrasi Kimi
spermatolojik parametrelere etkisinin ortaya
konulmasi da amag¢lanmistir.

3.2.2. Képek Spermasinin Dondurulmasi ve
Eritilmesi

Kopek spermasinin dondurulmasi g¢alismalarinda,
baslangigta ampul yoéntemine kiyasla daha c¢ok
pellet metodu benimsenmis ve basarili gebelik
oranlar1 elde edilmistir. Gilinlimiizde yapilan
calismalarda ise, sperma 0.25 ml ve 0.5 ml'lik
payetler icerisinde dondurulabilmektedir. Kopek
spermasinin dondurulduktan sonra, 12 yildan fazla
bir siire saklanabildigi ve bu siirenin spermatozoa
lizerinde ¢ok az bir fertilite diisiikliigiine yol actigi,
ayrica donmus koépek spermasinin eritme sonrasi
in vivo sartlarda, yasam omriiniin ise ortalama 12
saat kadar oldugu bildirilmektedir (1, 8).

Kopek spermasinin dondurulmasinda; en sik
kullanilan kryoprotektif madde olan gliseroliin
optimal yogunlugu %3-4 arasinda degismekle
birlikte, kullanilan sulandiricinin tipine goére bu
oran farklilik gostermektedir (8, 9). Genelde, ¢cogu
¢iftlik hayvanina ait dondurmaya hazir payetler
siv1 azot seviyesinin 4 cm yukarisinda 5 dakika
stireyle bekletilir ve hemen sivi azot i¢cine daldirilir
(7,9).

Kopeklerde spermanin yari-programlanabilir bir
biyolojik dondururucu yardimiyla dondurularak
yapilan bir tez ¢alismasinda, %2 gliserol (v/v) ve

%20 yumurta saris1 iceren Tris-fruktoz-sitrik asit

sulandiricisiyla, +4 °C’den -9 °C’ye -0.5 °C/dak., -9
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°C’den -20 °C’ye -40 °C/dak., -20 °C’den -120 °C’ye -
100°C/dak. 6n sogutma sonrasi, spermanin direkt
siv1 azot i¢ine daldirmasiyla basarili olunmustur.
Bu yolla, az sayida bireylerle yapilmis olsa da %40-
70 aras1 (¢ogunlukla %40-45) bir eritme-sonrasi
motilite elde edilmistir (8).

Yapilan bazi c¢alismalarda, ¢ok disiik gliserol
oranlar1 eritme sonrasi yeterli koruyucu etkiyi
saglamada basarisiz olurken, ¢ok yiiksek gliserol
oranlar1 ise akrozom iizerinde hasarlara neden
olmaktadir. Ancak, sulandirilmis spermadaki diisiik
gliserol oranlar1 (%2’ye kadar, v/v) +4 °Cde
saklamada in vitro akrozom reaksiyonu (AR)
(14)

olusturmazken, daha yiiksek oranlar (%6'ya kadar)

yoninden non-fizyolojik  bir  hasar

fizyolojik AR’yi olumsuz yonde etkilemektedir

(8,9). Kopek spermasinin pellet formda
dondurulmasi amaciyla, genellikle “%4 gliserolli
%11 laktoz ve %20 yumurta sarisi” ya da “%4
gliserolli yagsiz sit - sulandiricisi

kullanilmaktadir (1, 8).

glukoz"
Kopek spermasini
payetlerde dondurmada ise genellikle “yumurta
sarisi- Tris - fruktoz - sitrik asit tamponlu %3
gliserolli” sulandiricilar tercih edilmektedir (1).
Genel anlamda, eritme sonrasi sperm motilitesinin
>2%40, anormal spermatozoa oraninin ise <%30
olmasi gerekir (2,9).
Koépek spermasini sulandirmada siklikla 1:1- 1:8
oranlar1 (agirlikla 1:4 orani) kullanilmaktadir (8).
Bu oranlar, alinan spermadaki spermatozoon
yogunluguna bagh olarak degisebilmektedir. Pellet
yontemine gore dondurulan spermanin eritilmesi
icin ise, ayrica, dondurma protokoliinde kullanilan
sulandirici ya da serum fizyolojik iceren bir tiipte
37 °C’de 30 saniyede eritilmesi gereklidir (1, 8).
Payet yontemine gore ise; dondurulan kopek
spermasinin eritilmesi i¢in siklikla ii¢ farkl derece
ve 1sida su banyosu kullanilmaktadir. Bunlardan
ilki 0,25’lik payetler i¢in 37 2C’de 30 saniye (veya
35 2C'de 60 saniye; 8) iken, ikincisi 0,5 ml'lik
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payetler icin 75 2C’de 6,5 saniye ve 70 °C’de 8
saniyedir (8, 11).

Kopeklerde sperma ml’de 100 milyon doz olacak
sekilde sulandirilirken, bir payet basina diisen
sperm yogunlugu ise 25-50 milyon arasindadir (2).
4. KOPEKLERDE SUNi TOHUMLAMA
TEKNIiKLERI

Koépeklerde baslica dort farkli tohumlama teknigi
kullanilir (1, 8):

1. Kateterle intravaginal,

2. Norveg Kateteriyle intrauterin,

3. Endoskopik Yontemle intrauterin,

4. Cerrahi Teknikle intrauterin.

4.1. Kateterle Intravaginal Tohumlama
Uygulanmasinin kolay olmasi ve o6zel bir alet-
ekipman gerektirmemesinden dolay1 tercih edilen
bir yontemdir. Kopekler icin vaginal tohumlama,
plastik bir katater ile vaginal bosluktan bir direngle
karsilasilincaya kadar kataterin ilerletilmesi ve
spermanin  vaginanin cranialine  birakilmasi
seklinde yapilan bir yontemdir.

Uygulanisi: Képek uygun bir yere alimir. Kuyruk
yana c¢ekilir ve vulva a¢iga ¢ikarilir. Vulva fizyolojik
tuzlu su vb. bir siv1 ile dikkatle yikanir ve giizelce
kurulanir. Dezenfektanlarin spermatozoa iizerine
toksik etkisinden dolayi, vulvanin yikanmasi islemi
icin dezenfektan kullanilmamalidir. Hayvanin arka
ayaklar1 hafif ayrilarak yukar1 kaldirilir. Yer ile
yaklasik 45-60 derece a¢1 yapmasi saglanir. Vagina
aralanir ve Kkatater vaginanin dorso-cranial
yoniinde ilerletilir. Biraz ilerledikten sonra katater
yatay hale getirilir. Vaginal bir direng ile
karsilasincaya kadar, yani cervix'in oniine kadar
katater ilerletilir ve sperma oraya birakilir.
Spermanin geri akisini engellemek icin disi kdopek
15-20 dakika ayn1 pozisyonda arka ayaklar1 havada
olacak sekilde tutulur ve vulva (clitoris) bolgesine
masaj yapilir. Tohumlanan képek yaklasik 1 saat
tutulmal ve abdomene

sakin basing

uygulamamaya da dikkat edilmelidir.
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Disi kopeklerde vajinanin uzun olmasi, para-
servikal bolgede daralma, serviksin ventral acili
olmasi gibi anatomik nedenlere bagh olarak
serviksi gecerek intrauterin tohumlama yapmak
biraz giictiir. Taze ve donmus sperma ile kolay
uygulanabilir olmasi  sebebiyle, intravaginal
tohumlama bir¢ok arastirmaci tarafindan 6nerilmis
ve bu konuda c¢alismalar yapilmistir (8). Yapilan
arastirmalarin ¢ogunda, taze sperma ile yapilan
intravaginal tohumlamalardaki gebelik oranlarn
oldukga yiiksektir. Bu yontemle (ozellikle taze
sperma ile) yapilan tohumlamalarda %80 basari

saglanmaktadir (1).

Sekil 8. intravaginal Tohumlama Seti (1).

4.2. Norvec Kateteri ile intrauterin Tohumlama
Anilan yontem, Norve¢’li Dr. John Fougner
tarafindan 1970 yilinda tilkilerin intrauterin
tohumlanmalarinda kullanilan bir kateter olarak
gelistirilmistir. Daha sonra, kopeklerde de ilk
olarak Iskandinav iilkelerinde basariyla kullanim
alani bulmaya baslamistir (8). Bu yiizden, baz
kitaplarda Iskandinav kateteri olarak anilmaktadir

(Scandinavian stainless steel catheter).
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Sekil 10: Ug Farkh Boyda Norveg Kateterleri (1).

Uygulamisi: Oncelikle, sert plastikten yapilmis ince

borucuk vajen icerisine yavasca sokularak

serviksin 6niine kadar getirilir.

Sekil 11. Sert Plastik quucugun Vajenden
Serviksin Oniine Kadar Ilerletilmesi (1).

Sol el ile abdomenden oncelikle sert plastik
¢ubugun yeri saptanarak uterusun konumu
saptanmaya calisilir. Ardindan, celik kateter bu
kilifin

icerisinden yine yavasca gecirilir ve

kateterin ucu tespit edilerek, serviksin ucu ile karsi
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karsiya getirilmesine calisilir ve yavasca iceriye
sokularak trans-servikal giris saglanir. Intrauterin
tohumlama sirasinda disi koépegin arka kismi

havaya kaldirilmalidir.

Sekil 12: Norvec Kateteri ile Trans-Servikal Suni
Tohumlama (1).

Sekil 13. Celik Kateterin Plastik Borucugun
Icerisinden Gegirilisi ve Spermanin Verilmesi (1).

Sperma yavasca serviksin icerisine gecirilmis
kateterden aktarilir. Norve¢ kateteri ile trans-
servikal tohumlamada, iki adet 0,5 m!'lik payet (her
birinde 75 milyon sperm) kullanilmaktadir.

Anilan teknik uzmanlik gerektirmektedir. Buna disi
kopeklerde serviksin hayli dar-kisa olusu ve durus-
acisinin neden oldugu 6ne striilmektedir (1).

4.3. Endoskopik Yontemle intrauterin
Tohumlama

Bu yontemle tohumlama icgin tecriibe, zaman ve

sabir gerekmektedir. Endoskop cihazina kamera

baglantis1 yapilarak, endoskoptan gegirilen kateter
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icin oldukg¢a kolaylik saglamaktadir. Bu amacla,

boyu uzatilmis cystourethroscope
kullanilmaktadir.

Bu alet, 30 derecelik oblik goriis acisinda bir
teleskop ve soguk bir 151k kaynagindan
olusmaktadir. Endoskopun calisma uzunlugu 29
cm’dir. Tohumlama 6 ile 8 numara Fransiz idrar
kateteri ile gergeklestirilir.

Bu yontemin

uygulanmasinda, hayvanin

hareketsizlestirilmesi son derece 6nem
tasimaktadir. Bu amagla, 6zel bir hidrolik platform
izerinde bulunan disi kopegin, tasmasindan
baglandiktan sonra, saga sola hareketinin ve
oturmasinin engellenmesi i¢cin karin bélgesinden
bir bant ile baglanmasi da gerekir.

Uygulanmisi:  Endoskop  vajinanin  igerisine
yerlestirilir ve vajinal duvarin arasindan iceriye
bakilir. Erken 6strus ve prodstrusta; disi kopegin

vajina duvari 6demli ve vajina lumenini dolduran

durumdadir. Ostrusun baslamasiyla birlikte, bu
duvar  dehidrasyona ugrayarak daha iyi
gozlemlenmeye olanak verir. Dorso-median

duvarin kaudal ¢ikintis1 olduk¢a dardir. Serviksin
vajene bakan yiizili, kaudo-ventral ya da ventral
yonde oldugundan goézlenemeyebilir.

Anestezi ve sedasyon olmaksizin dstrustaki birgok
disi kopek trans-servikal tohumlama sirasinda
rahatsizlik duymaz. Kateter endoskopun dikkatli
servikal kanaldan

maniplasyonu ile iceriye

ilerletilmelidir. ~Operatdér, spermay1 verirken

gozlemleme yaparak spermanin geriye akmasi
halinde durur ve kateterin pozisyonunu
kiigiik 1rk

kopeklerde, serviksin c¢ok dar olmasi nedeniyle

degistirerek yeniden dener. Bazi
daha kiiciik c¢apli endoskoplar kullanilmalhdir.
Dogru zamanda, disi ve erkek kdpegin fertilitesinin
iyi oldugu ve spermanin uterus icerisine verildigi
durumlarda gebelik orani %80’nin iizerindedir (1).

4.4. Cerrahi Teknikle intrauterin Tohumlama
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Bu teknikte, operasyon oncesi hayvan a¢ birakilir
ve genel anestezi uygulanir. Operasyon bu konuda
deneyimli bir Veteriner Hekim tarafindan kornu
uterilere uygun yerden (median ya da lateral)
acilarak yapilir. Tohumlama dozu olarak, donmus-
eritilmis sperma i¢in 5-10 milyon, taze sperma i¢in

ise 2-5 milyon spermatozoa yeterlidir.

Sekil 14. intrauterin Tohumlamalarda Kullamlan
Endoskopi Cihazi (3).

Uygulamisi: Oncelikle, ovaryumlar follikiiler ve
luteal gelisim yoniinden incelenir ve kaydedilir.
Operasyonla aciga c¢ikarilan kornu uterinin orta
hattindan ve damarsiz bir yerinden enjektore
cekilmis taze ya da donmus-eritilmis sperma
iceriye verilir. Bu islem sonrasi, hayvana
ovulasyonu uyarmak icin GnRH’nin yeterli dozda
uygulanmasi gereklidir (1).

5.SONUC

Diger tiim hayvanlarda oldugu gibi, kopeklerde de
basarili bir sperma alma, 6n degerlendirme, isleme,
dondurma-eritme ve suni tohumlama sonucu elde
etmek icin; spermanin alinmasindan baslayarak
suni tohumlama isleminin gercgeklestirilmesi ve
sonucunun takibine kadar tiim protokol
basamaklarinin biiyiik bir dikkat ve titizlikle
yuriitilmesi gerekir. Elde edilecek sonuglarinin
giivenilirligi icin, suni tohumlama stlirecinde
bastan-sona kadar hem erkek (libido, sperma,
genetik, saglik, vs.) hem de disi bireyin (6strus,

viicut yapisi, saglik, beslenme-barinma, vs.) kolektif
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katkilarinin bir ‘biitiinlik’ icerisinde ele alinmasi
zorunludur (9).
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