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Ozet: Ulkemizin zenginliklerinden biri olan ve iistiin 6zellikler barindiran Tiirk Coban Képegi Kangal (Karabas),
diinyanin en eski ve en yaygin dogal ¢oban koépegi irkidir. Fakat gerek evcillestirmenin etkisi gerekse bilingsiz,
kontrolsiiz ¢iftlestirmeler sebebiyle kangal kopekleri sahip oldugu iistiin 6zelikler agisindan risk altindadir.
Ayrica venereal (ciftlesme ile bulasan) hastaliklar, damizlik képekler icin siirekli tehdit olusturmaktadir. Bu gibi
ozel tiirler gamet, embriyo, hiicre ya da DNA'lar1 dondurularak koruma altina alinabilmek ve kontrollii olarak
yavru almak miimkiindiir. Képek spermalarinin dondurularak saklanmasinda cesitli yontemler ve protokoller
iizerinde ¢alismalar devam etmektedir. Calismada Kangal irki kopeklerden alinan spermalar iki farkli sulandirici
ile sulandirilmis ve dondurulmustur. C6ziim sonu motilite oranlari agisindan BSA ile desteklenen sulandirici ile
daha yilksek degerler tespit edilmistir (%45 ve %55). Sonu¢ olarak Kangal Kopegi spermasinin
dondurulmasinda Tris-yumurta saris1 bazli sulandiricilara BSA ilavesi yapilmasinin suni tohumlama
uygulamalari sonrasi fertilite oranlarina olumlu etki edebilecegi degerlendirilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Kangal Képegi, Kryoprezervasyon, Sulandirici, Motilite

The Effect of Bovine Serum Albumin in the Cryopreservation of Kangal Dogs Sperm

Abstract: The Kangal dog significant richness of our country within region of Sivas is under risk at venereal
diseases and unconscious mating. Animal genetic resources in-situ and ex-situ methods can be protected using.
Ex-situ methods; animals outside the environment in which they live, to keep these animals or gametes,
embryos, is to protect the cells or DNA. The protection of specific species such as stud Kangal dogs, possible by
cryopreservation. The sperms from Kangal dogs were diluted and frozen with two different diluents in the study.
Higher values were determined by the diluent supplemented with BSA in terms of the post-thawing sperm
motility (%45 and %55). As a result, it is evaluated that the addition of BSA to Tris-egg yolk-based extenders in
freezing of Kangal dog semen can positively affect the fertility rates after artificial insemination.
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1. GIRIS

Ulkemizin zenginliklerinden biri olan ve iistiin
ozellikler barindiran Tirk c¢oban kopegi Kangal
(Karabas), diinyanin en eski ve en yaygin dogal
¢oban kopegi irkidir. Fakat gerek evcillestirmenin
etkisi gerekse bilingsiz, kontrolsiiz ciftlestirmeler
sebebiyle kangal kopekleri sahip oldugu istiin
ozelikler acisindan risk altindadir. Ayrica venereal

hastaliklar, damizlik koépekler icin siirekli tehdit

olusturmaktadir (11). Kopek yetistiriciliginde
venereal hastaliklarinin  6nlenmesi, genetik
yapilarinin  iyilestirilmesi,  Ustin  damizlik

niteliklere sahip kopeklerden en yiliksek olciide
yararlanilabilmesi ve gen kaynaklarinin korunmasi
biiytik 6nem tasir. Bu noktada biyoteknolojik bir
yontem olan suni tohumlama uygulamasi 6n plana
¢ikmaktadir (8). Kdpeklerde dondurulmus sperma
ile yapilan suni tohumlama sonrasi ilk canli yavru

1954 yilinda elde edilmistir (5). Bu tarihten

glinimiize kadar pek ¢ok arastirmaci suni
tohumlama wuygulamalarinda basarili sonuglar
kaydetmistir  (2,22,23,24). Giliniimiizde basta

Amerika Birlesik Devletleri olmak lizere Kanada ve
pek ¢ok Avrupa iilkesinde koépek spermasinin
dondurulmast endiistri haline gelmistir. Bu
iilkelerde cesitli sperm bankalar1 kurulmustur.

Koépeklerde suni tohumlama amaciyla taze sperma
ya da dondurulmus sperma kullanilabilmektedir.
Dondurulmus sperma suni tohumlama
uygulamalarinda yaygin olarak kullanilmasina
ragmen, taze sperma ile yapilan tohumlamalardaki

basar1 sansi daha yiliksektir. Bu sebeple fertilite

oranlarinin yiikseltilmesi yoniinde g¢alismalar
devam etmektedir (10).
Koépeklerde suni tohumlama uygulamasinin

basarili olabilmesi i¢cin uygun sekilde dondurulmus

spermanin  kullanilmasi  sarttir. ~ Spermanin
dondurulmasi isleminde ise pek cok faktoér basariyi
etkilemektedir. Bu faktorleri sulandirici secimi,

spermatozoon yogunlugu, kryoprotektif ajanlar,
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dondurma ve ¢dzme yontemi olarak siralamak
mimkindir (9, 16).

Glinlimizde kopek spermasimin kisa siireli ya da
dondurularak uzun siireli saklanmasi amaciyla
sperma sulandiricis1 olarak cesitli soliisyonlar
kullanilmaktadir. Bunlar arasinda Tes (N-Tris
[hydroxymethyl] methyll-2 aminomethene solfonic
acid), Hepes (N-2 [hydroxymethyl] piperazine-n-2-
ethane sulfonic acid) ve Pipes (piperazine-N, N-bis
-2-ethane sulfonic acid) gibi tristen daha iyi buffer
soliisyonlar kullanilmakla

kapasitesine sahip

beraber, son yillarda kopek spermasinin
dondurulmasinda daha ¢ok hazir ticari preparatlar
(Laiciphos, Biociphos, Biladyl, Triladyl,
CaniplusFreeze) tercih edilmektedir (16). Kopek
spermasinin sulandirilmasinin yani sira dondurma
islemindeki soguk soku hasarlarindan da
korunmasi gerekmektedir. Bu amacla sulandiriciya
cesitli kryoprotektif ajanlar ilave edilmektedir

(12). Kryoprotektif ajan olarak yumurta sarisi

dondurma islemlerinin  zararli etkilerinden
spermatozoayl  korumasi  amaciyla  kopek
spermasinin  saklanmasinda %1-20 oranlan

arasinda yaygin olarak kullanilmaktadir (4). Son
yillarda ise seminal plazma komponentlerinden

biri olan Bovine Serum Albumine (BSA) membran

stabilizatori olarak sulandiricilara ilave
edilmektedir (4,21).

Bu c¢alisma ile kangal kopegi spermasinin
dondurulmasinda farkh sulandirici

kompozisyonlarinin etkinliginin degerlendirilmesi
ve ¢ozdlirme sonrasi spermatolojik parametrelere
etkisinin ortaya koyulmasi amac¢lanmistir.

2. MATERYAL VE METOT

Calismadaki hayvan muayene ve denemeleri
Cumhuriyet Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel
Etik Kurulunun 19.02.2015 tarihli ve 8 sayil
karar1 dogrultusunda yiiriitilmistir. Calismanin
hayvan materyali Cumhuriyet Universitesi Kangal

Kopegi Arastirma ve Yetistirme Merkezi'nde
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bulunan Kangal irki erkek kopekler arasindan
secilmistir. Merkezde bulunan kdpekler damizlik
ozellikler agisindan incelenerek saglikli, irka ait
fenotipik ozellikleri tasiyan ve damizlik nitelikte
olan iki adet kopek deneye dahil edilmistir. Calisma
icin secilen kopekler ayni bakim besleme sartlarina
tabi tutulmustur.

Sperma Alma Uygulamasi

Calismada kullanilan hayvanlardan sperma elde
edilmesi i¢in penis masaji (onani) yodntemi
uygulanmistir (18). Bu yoOnteme alistirma igin
kopeklerden hayvan hastanesinde 6zel olarak
ayrilan muayene salonunda 0Ostrus periyodunda
bulunan disi kopek ile seksiiel stimulasyon
saglanarak {li¢ giin ara ile haftada iki kez sperma
alinmistir. Bu sekilde en az bir ay siireyle yonteme
alistirilan képeklerden daha sonra ¢alisma icin ayni
siklikta sperma alinmaya devam edilmistir.
Calismada bes hafta stlireyle her kopekten 10’ar
olmak iizere toplamda 20 ejekulat kullanilmistir.
Spermatolojik Muayene

Calismada spermalar hem dondurma o6ncesinde
hem ¢6zdirme sonrasinda muayene edilmistir.
Nativ sperma, sperma miktar1 (ml), spermatozoa
motilitesi (%), spermatozoa yogunlugu (x109),
anormal spermatozoa orani (%), 6lii spermatozoa
orant (%), spermanin pH degeri ve ydniyle
muayene edilmistir (Tekin 1994). Cozdiirme
sonrasl muayenesinde ise; spermatozoa motilitesi
(%),

spermatozoa orani (%), 6lii spermatozoa orani (%)

spermatozoa yogunlugu (x10¢), anormal
belirlenmistir.

Spermalarin Dondurulmasi

Elde edilen spermalardan motilitesi %80 ve
lizerinde olan, anormal orani %10'u gecmeyen
nitelikte olanlar dondurulma islemine alinmistir.
Dondurma islemi i¢in her kdpegin spermasi iki esit
kisma béliinerek birinci kisim her payette 200 x
106 motil spermatozoa bulanacak sekilde Tris-

Yumurta sarisi soliisyonu ile ikinci kisim ise Tris-
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Yumurta Sarisi-BSA sulandiricisi ile
sulandirilmistir.
Kontrol grubunda sulandirici  olarak  Tris

sulandiricist %20 oraninda yumurta sarist ile
kombine edilmistir. Deneme grubunda ise %20
yumurta sarist yerine %10 yumurta saris1 + 10
mg/ml BSA bilesimi kullanilmistir (Tablo 1).

Tablo 1. Tris - Yumurta sarisi bazhi sulandiricinin

icerigi

icerik Miktar
Tris 29¢g
Fruktoz 1,25g
Sitrik asit 132g
Gliserol 8,0 ml
Yumurta sarisi %20
Distile su 100,0 ml

Spermalar sulandirildiktan hemen sonra 0,5 ml’lik
payetlere cekilip acik olan uglar1 1s1 yardimiyla
kapatilmistir. Sonrasinda buzdolabina (+4 0°C)

yerlestirilmis ve 1,5 saat ekilibrasyona
birakilmistir. Ekilibrasyon siiresi sonunda payetler,
siv1 azot seviyesinden 4 cm yiikseklikte (-120 °C)
10 dakikada dondurulmus ve -196 °C'deki sivi
azotta saklanmistir. Spermalarin  bulundugu
payetler 37 9C’deki su banyosunda 30 saniyede
cozdiirilerek  spermatolojik muayeneye tabi
tutulmustur. Calismada elde edilen bulgularin
istatistiksel analizi icin Student-T test yontemi
kullanilmistir.

3.BULGULAR

Calisma sonunda fenotipik olarak irk 6zelliklerini
yansitan 2 Kangal kopegine ait 40 doz (0,5ml’lik)
sperma dondurulmustur. Képeklerden alinan nativ
spermalarin motilite oranlari sirasiyla %70 ve %75
olarak bulunmustur. Nativ spermadaki anormal
spermatozoon orani ise sirasiyla %9,2 ve %8,9
olarak tespit edilmistir. Taze spermada belirlenen
spermatolojikparametreler istatistiksel farklilik
gostermemekle birlikte Tablo 2’de sunulmustur

(P>0.05).
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Tablo 2. Taze spermada belirlenen spermatolojik

ozellikler
Kopek | Hacim | Motilite | Yogunluk | Anormal | ph
(ml) (%) (x109 orani
(%)
1 2,2 75 317,2 9,2 6,6
2 1,9 70 265,5 8,9 6,5

Calismada ¢oziim sonu motilite oranlari sirasiyla
%45 ve %55 olarak belirlenmistir. Coziim sonu
anormal spermatozoon orani ise sirasiyla %18,8 ve
%13,4 olarak tespit edilmistir. C6ziim sonrasi
motilite ve anormal spermatozoon orani agisindan

kontrol grubuna oranla deneme grubunda 6nemli

derecede ylksek sonuclar tespit edilmistir
(P<0.05). Calismada sulandirma sonrasi1 ve
¢ozdiirme sonras1 belirlenen  spermatolojik

parametreler Tablo 3’te sunulmustur.

Tablo 3. C6ziim sonu spermatolojik degerler (%)

Sulandirici Motilite | Anormal Olii
spermatozoa | spermatozoa
orani orani

Kontrol 45 18,8 35,1

Deneme grubu 55 13,4 22,3

4. TARTISMA

Kopek spermasinin dondurulmasinda bugiine

kadar krebs-ringer, sodyum sitrat, laktoz, siit gibi
soliisyonlar kullanilmis olmakla beraber, son
yillarda yogun olarak Tris, Tes, Bes, Hepes, Mes,
Pipes, Mops gibi zwitterionic bufferlar disinda
kopek spermasi, Laiciphos, Biociphos, Biladyl ve
CaniplusFreeze gibi ticari preparatlarla da uzun
stireli saklanabilmektedir (7,13). Dondurma islemi
spermatozoonlar iizerinde bircok olumsuz etkiye
yol acabilmektedir. Bunlardan biri de membran
biitiinliigiiniin bozulmasidir. Spermatozoa
motilitesi spermatozoanin bulunduklar1 ortamda
madde alisverisleri, yani membranlarindan madde
transportuyla iligkilidir.

yakindan Dolayisiyla
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membranlar1t  saglam  spermatozoanin  motil
oldugundan so6z edilebilir. Calismada, Tris-yumurta
sarisi ile dondurulmus spermalardan elde edilen
¢O6zliim sonu spermatozoa motilitesi (%45) Tris-
Yumurta sarisi-BSA ile dondurulanlardan (%55)
onemli o6l¢iide diisiik bulunmustur (P<0.05). Bu
¢alismada, dondurulmus spermalardan elde edilen
¢ozdiirme sonrasi spermatozoa motilitesi, Dagkin
ve ark/larinin buldugu degerden (%62,5) diisiik
bulunmustur (3).

Kopek spermasiin dondurulmasi iizerine c¢alisan

bir diger arastirmaci ise laiciphos, biociphos ve tes

/tris’ten  olusan U¢ farkhh  sulandiaa ile
dondurduklar1 kopek spermalarinin ¢oézdiirme
sonrasi  spermatozoa  motilitesini  laiciphos,

biociphos ve tes/tris icin sirasiyla %65, 70 ve 50
canli spermatozoa oraninmi ise %78, 80 ve 65
saptadiklarim bildirmistir (16).

Pipes, bes, tes, tris sulandiricilarina ¢ degisik

potasyumlu tampon ilavelerinin kopek
spermasinin  dondurulmasi lizerine etkilerini
inceleyen arastirmacilar, 1/2 oraninda %50

Pipes/KOH + %25 sodyum sitrat + %25 dekstroz +
%20 yumurta saris1 + %9 gliserol ile ¢ozdiirme
sonrasi en iyi spermatozoa motilitesi elde
etmislerdir (17).

Yumurta saris1 ve BSA spermay1l soguk sokuna
etki

karsi koruyarak

(14,20).  Bir

kriyoprotektan
gostermektedir calismada
sulandiriciya membran stabilizatérii olarak BSA
eklenmesinin spermatozoa lizerine olumlu etkisi
oldugunu bildirilmistir (1). Ayrica BSA'nin en
onemli ozelliklerinden biri de spermanin
dondurulmasi islemi sirasinda antioksidan o6zelligi
ile oksidatif reaksiyonlar sonucu ortaya ¢ikan

serbest radikalleri elimine etmesi yaninda soguk

sokunun zararli etkilerinden spermatozoayi
korumasidir (6,15).
Kimi arastiricilar  kryoprotektif  etkisinden

faydalanmak i¢cin %6 (w/v) gibi ylksek miktarda
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BSA'y1
kullanirken, kimileri de (2, 10) %5 (w/v) oraninda

képek spermasinin sulandirilmasinda
protein destegi olarak faydalanmislardir (4,20).
Kopek spermasinin dondurulmasi iizerine BSA'nin
etkilerinin incelendigi bir diger calismada, BSA'nin
ve yumurta sarisinin sulandiricida tek basina
kullanilmalariyla ulasilan sonuglarla
karsilastirildiginda, %10 yumurta sarist + 10
mg/ml BSA iceren Tris sulandiricisiyla, ¢6zdiirme
sonrasl en yliksek spermatozoa motilitesi (%50,5)
elde ettiklerini, yumurta sarisl BSA
kombinasyonunun sinerjik etki olusturdugu ve
soguk sokundan spermatozoayr daha iyi
korudugunu ifade edilmistir (19,21).

Yapilan ¢alismada literatiir verilerine paralel
olarak BSA ile kombine edilen Tris-yumurta sarisi
sulandiricisi ile daha iyi ¢6zlim sonu spermatalojik
degerlere ulasilabilecegi belirlenmistir. Bununla
birlikte her iki sulandiriciyla elde edilen ¢ozdiirme
sonrast  anormal  spermatozoa  oranlarinin
fertiliteyi olumsuz etkileyecek diizeylere (%20)
ulasmadig1 gozlenmistir.

Yapilan arastirmalarla sunulan c¢alismada elde
edilen arasindaki farkhliklar

sonuglar cesitli

etmenlere bagl olarak sekillenmis olabilir.

Ozellikle kullanilan hayvanlarin bakim besleme ve
ik farkhliklari, sulandirici kompozisyonlar1 ve
dondurma ¢oézdiirme prosediirlerindeki farkliliklar
spermatolojik parametrelere etki etmektedir.

Calismadan elde edilen bulgular
degerlendirildiginde, kangal kopegi spermasinin
dondurulmasinda tris-yumurta sarisi-BSA bazh
sulandirici ile BSA icermeyen gruba oranla daha
yiksek ¢6ziim sonu spermatolojik degerler elde
edildigi, ile kombine

BSA’'nin yumurta sarisi

edilmesi durumunda, spermatozoa motilitesini

gelistirdigi ve spermatozoa anormal oranim

azalttig1 tespit edilmistir.
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