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KOCLARDA SINAPTONEMA KOMPLEKSI'NIN
HiISTOMORFOLOJISi UZERINDE ARASTIRMALAR'

Emel ERGUN?

Investigations on the histomorphology of synaptonemal complex in the ram

Summary: The principal aim of this study was to investigate chromosome
pairing behaviour by synaptonemal complex analysis in the ram’s primer
spermatocytes. A modification of the Counce and Meyer microspreading technique
for primary spermatocytes was applied. This process was disrupted the cell
membranes; the synaptonemal complex was appeared as three parallel threads in
a two dimensional image. A tripartite proteinaceous complex had formed along the
bivalents. After phosphotungstic acid staining, the lateral elements were stained
densely and between them the weaker central element was distinguished. After
silver staining, the lateral elements were only stained. In this study, two prophase
stages-zygotene and pachytene- were identified. The sex chromosomes started

pairing at late zygotene.
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Ozet: Bu ¢alismanin amaci, koglarin primer spermatositlerinde sinaptonema
kompleksi analizi ile kromozomlarin eslesme davramigini incelemektir. Primer
spermatositler icin Counce ve Meyer’e ait mikroyayma tekniginin modifikasyonu
uygulandi. Bu uygulama ile hiicre membraninin yapisi bozularak, sinaptonema
kompleksi’'nin, iki boyutlu olarak ii¢ paralel iplik seklinde goriilmesi sagland.
Protein yapusindaki  bu il kompleks, bivalanlar boyunca gsekillenmisti.
Fosfotungstik asit boyamasindan sonra, lateral elementler yogun olarak boyandi
ve bunlarin arasinda daha zayif boyanan sentral element ayut edildi. Giimiis
boyamasindan sonra ise sadece lateral elementler girildi. Bu ¢alismada, iki
profaz asamasi-zigoten ve pakiten- tarumlandi. Seks kromozomlart geg zigotende

eslesmeye bugladh.

Anahtar kelimeler: Kog¢, mayoz, sinaptonema kompleksi.
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Giris

Mantardan insana kadar degisik canlilarda
kromozom eslesmesi izcrinde yapilan  si-
togenctik ¢aligmalann  ¢ogu, kromozomlarin
morfolojik nitelikleri iizerinde yogunlagmig ve
sinaptonema kompleksi ad1 verilen ugli bir ya-
pinin gozlemlerine dayandinlmigur. ( 1,18,29).

Sinaptonema kompleksi, iki lateral ve bir
sentral elementten olusur (1,3,23,24,30). La-
teral elementler, homolog kromozomlarin es-
lesme yiizeyinde yerlegir (25). Sitokimya ve
enzim c¢ahismalan ile bu elementlerin protein
yapisinda oldugu gosterilmistir (2,16,18,19,24).
Lateral elementlerde proteinlerle birlikte DNA
da bulunur, ama kromatindekinden ¢ok daha
diisiik konsantrasyondadr; sentral elementte ise
DNA yok denecek kadar azdir (18,19).

Sinaptonema kompleksi’ni ilk defa 1956
yilinda Moses (17) kerevitte, Fawcett (8) gii-
vercin, insan ve kedi primer spermatositlerinde
ince kesitte tantmlamuslardir. Ince kesit teknigi
zor ve ¢ok zaman gerektirdiginden pratik degeri
stmrhdir.  Boylece, alisilmig  elektron  mik-
roskopik tekniklere alternatif olarak "mik-
royayma” adi verilen yeni bir tcknik ge-
listirilmigtir (2,3,18). Tcknigin esasi, yiizey
geriliminden yararlanarak akoz bir zemin iize-
rinde mayotik hiicrelerin yayillmasina dayanir
(2,20). Hiicre ile ¢ckirdek membranlan par-
calamir ve niikleer unsurlarn ii¢ boyutlu diizeni
bozulur. Boylece yayilmig ¢ekirdek materyali
icinde spesifik boyanan sinaptonema komp-
leksleri de iki boyutlu olarak ii¢ paralel iplik
seklinde gorilir (21,22,27).

Kompleks’in yapilanm gostermede kul-
lanilan tekniklerin ¢ogu, bu elementlerin im-
munositokimyasal nitelikleri ile boyanma 6zel-
liklerine dayandinlir. Bu amagla etanollii
fosfotungstik asit (PTA) ve giimiig imp-
regnasyonundan  yararlanilir.  Formol  tes-
pitinden sonra PTA ile boyanan sper-
matositlerdeki sinaptonema kompleksleri'nin
lateral elementleri, homojen olarak goriiliir;
sentral element ise zayif boyanir (27,29).

E. ERGUN

Lateral elementler ve niikleolus or-
ganizatorleri (NOR) giimiigleme ile de bo-
yamrlar (29,30). Eksenler iizerinde giimiisiin bi-
rikimi graniiler tarzdadir. Sentral element bu
tcknikle goriilmez (6,18).

Leptotcnin sonunda ve zigotenin bas-
langicinda homolog kromozomlar arasinda si-
napsis baglar ve lateral elementler biraraya gelir
(15). Erken zigoten, otozomal kromozomlarin
tam olarak sinaps yapmamas ile karakterizedir.
Geg zigoten ¢ekirdegi, daha ilerlemig bir sinaps
ile karakterizedir (10,11). Pakitende  si-
naptonema kompleksi tiim uzunluklan bo-
yunca, kardes olmayan iki kromatit’in homolog
DNA segmentlerini birlestirerek fermuar sek-
linde kesintisiz ilerler (27,29). Bunun sayisi
otozomlarin haploid sayisina karsiliktir (18,20).

Mayotik hiicre bolinmesi sirasinda mey-
dana gelen ikinci Onemli olay, genetik rc-
kombinasyondur (2,19,23). Sinaptonema komp-
leksi boyunca, rekombinasyonu katalize eden
multienzim kompleks yerlerini gosteren re-
kombinasyon nodiilleri bulunmaktadir (23).
Erken rekombinasyon nodiilleri, zigotende kro-
mozomlar eslesmeye bagladigi zaman bu-
lunurlar (4,23). Sinapsisin baslangi¢ ycrlerinde
bunlanin varlifi, homolog kromozomlarin es-
lesmesinde rol oynadiklanm gosterir (7,23,28).
Ge¢ rekombinasyon nodiilleri, pakitende kro-
mozomlar tamamen sinaps yaptigi zaman bu-
lunurlar. Pakitendeki bir rekombinasyon no-
diilii, krosing over’in gergeklestigi yeri gosterir
(23,27).

Memeli seks kromozomlan ga-
metogeneziste seksiiel dimorfizm gosterir. Oo-
geneziste X kromozomlan biitiiniiyle cslegir ve
rekombinasyona katilir. Oysa spermatogene-
ziste, heteromorfik ve biiyiik bir kismi homolog
olmayan X ve Y kromozomlarinin eslcgsmesi ve
rekombinasyonu spesifik bir alanda 1
mirlanmisur. X ve Y kromozomlan arasindaki
bu segmente pseudootozomal bolge (PAR) adi
verilir (5,13). Eslesme ve krosing over, bu ho-
molog segmentte meydana gelir (12).
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Pakiten mayotik profazda uzun bir asa-
madir. Bu zaman i¢inde spermatositler ve 6zel-
likle XY kromozomlart bir takim morfolojik
degisiklikler gecirirler (6,19,25,26). X ve Y
farklilagmalari, ilerleyen yapisal karmasikliga
gbre gruplandifi zaman bir dizi sekillendirir.
Bu morfolojik tiplere gore zigoten ve pakitenin
alt asamalarimi tanimlamak miimkiin olur
(10,13,21,25,27). XY iftindeki degisiklikler
tiire 6zgiidiir (21). Aragtirmacilar tarafindan bu
konuda farkl kriterler sunulmaktadir (5,12).

Bu calismada kog¢ spermatositlerinde, si-
naptonema kompleksi  anomalilerinin  ta-
nimlanmasi i¢in bir standart gelistirebilme gay-
retiyle, 151k ve elektron mikroskop diizeyinde
normal sinaptik donem ve otozomal kro-
mozomlar ile XY kromozomlannin asamaya
bagll olarak sekillenen farklilagmalan arag-
unlmstir.

Materyal ve Metot

Calisma igin gerekli materyal, Ankara Et
ve Balik Kurumu ile Sincan Belediyesi mez-
bahalarindan saglandi. Arastirmada, puberteye
ulagmus ¢esitli yas gruplanindan 25 kogun tes-
tisleri materyal olarak kullanildi.

——a o

k.

Sinaptoncma kompleksi’nin elektron mik-
roskopik olarak incelenmesi amaciyla testis par-
calant Hank’s dengeli tuz soliisyonuna aktarild.
Counce ve Meyer’e (3) ait mikroyayma yon-
teminin modifikasyonu ilc hazirlanan ve eta-
nollii fosfotungstik asit (PTA) ile boyanan pre-
paratlar  Carl-Zetss EM  9§-2  model
transmission clektron mikroskobunda incclendi.

Sinaptonema kompleksi’'nin 151tk mik-
roskobunda inceclenmesi amaciyla ayn sekilde
testis parcalann Hank’s dengeli tuz soliisyonuna
alindi. Boyama ig¢in, Howell ve Black’in (9)
kolloidal giimiis tcknigi uygulandi.

Bulgular

Mikroyayma tekniginin uygulanmasi si-
rasinda, testis dokusunun tiftiklenmesi ile hiic-
reler patlatildiginda ve yayma medyumunun yii-
zeyine degdirilmek suretiyle aktarildifinda,
yiizey gerilimi degisikliklerinden dolayi, farkh
caplarda yayilan primer spermatosile ait ¢e-
kirdek materyali goriildii. Membranlann lize ol-
masiyla sekillenen niikleoplazma uniform,
yogun boyanmus bir zemin olugturdu. Bu se-
kilde yayilmis c¢ekirdek materyalinde si-
naptonema komplcksi iki lateral ve bir sentral

Sckil |. Bir sentral element (s) ve daha yogun boyanmiy ikt lateral elementten (L) olusan
sinaptonema kompleksi. PTA.x 27708.
Figure 1. The synaptonemal complex consists of a central element (s) and densely stained two
lateral elements (L).PTA.x 27708.
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elementten olusan ii¢ paralel iplik bi¢iminde
goriildii (Sekill L,s).

Etanollii fosfotungstik asit boyamasindan
sonra lateral elementler sentral elementten daha
yogun gozlendi (§ekill). Bu boyaya hem lateral
hem de sentral element pozitif yanit verirken,
giimilg nitrat ile sadece lateral clementler bo-
yand1. Eksenler iizerinde giimiigiin birikimi gra-
niilerdi (Sckil 2).

Hiicrc populasyonunda profaz  asa-
malarindan zigoten ve pakiten goriildi. Oto-
zomal kromozomlarin eslesme durumuna gore,
zigotenin iki alt agamast tanindi. Erken zi-
gotende bivalan kromozomlar sinapsise bag-
ladi, ancak eslesmemig lateral elementler (ak-
siyal clementler) ¢opunluktayd: (Sekil 3 ok
baglar). Ancak, bu agamada seks kro-
mozomlar, otozomal kromozomlardan ayirt
edilemedi. Homologlarin eslesmesinde rol oy-
nadif ileri siiriilen crken rekombinasyon no-
diilleri de goriildii (Sekil 3 oklar).

E. ERGUN

Geg zigoten gekirdegi ise otozomlarin iler-
leyen sinapsisi ile karakterizeydi (Sekil 4).
Erken zigoten asamasinda XY cifti ayirt edi-
lememesine karsin, geg zigotende XY'nin ho-
molog bolgeleri arasinda sinapsis belirgindi
(Sckil 4 X,Y).

Mikroyayma teknigi kullanilarak giimiistin
lateral elementlerde biriktigi elektron mik-
roskopta oldugu gibi 151k mikroskobunda da go-
riildii (Sekil 5).

Pakiten asamasindaki pek ¢ok sper-
matositte tiim otozomal kromozomlarda uzun-
luklann boyunca sinaptonema kompleksi se-
killenmisti (Sekil 6). Sinaptonema kompleksi
karyotipi, 2n=54 diploid say: ile, bir cift seks
kromozomu (XY), 3 submetasentrik ¢ift ve 23
akrosentrik otozomal bivalandan olugmustu.
Biitiin preparatlarda 6zellikle 3 submctascntrik
kromozom ¢ifti uzunlugu, submedian ki-
netokorlan (Sekil 6 oklar) ve NOR (Sckil 6 n)
tasima durumu ile dikkati ¢ekti. NOR’lar si-
naptonema kompleksleri’nin  uglanna  tu-
tunmustu.

Sckil 2. Sinaptonema kompleks’lerinde sadece lateral elementler graniiler tarzda pozitit reaksiyon gostermekic.
Giimiig nitrat.x 11250.
Figure 2. Thc only latcral elements showed granular positive reaction in the synaptonemal complexes.
Silver nitrate.x 11250.




KOCLARDA SINAPTONEMA KOMPLEKSI'NIN HISTOMORFOLOJ1SI UZERINDE ARASTIRMALAR

30

K]
L
¥y
l‘ L G ewae
. O, N
: » *
A .
B 4
- {
Lt . . . "
t . N, . ‘.;,
’ .3.5. {4‘&-‘, ¥ .. .
e . ™ Y8 e e .

Sekil 3. Erken zigotende aksiyal elementler (ok baglari), eslesmig bivalanlar (s) ve crken rekombinasyon
nodiilleri (oklar) goriilmekte. PTA.x 3428.
Figure 3. The axial elements (arrow heads), synapsed bivalents (s) and carly recombination nodules (arrows)
in the carly zygotene. PTA. x 3428.

Sckil 4. Geg zigotende bivalanlar ve scks kromozomlari (X,Y) goriilmektie PTA.x 4628.
Figure 4. The bivalents and the sex chromosomes (X,Y) were seen in the late zygotene. PTA.x 4628.
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Sekil 5. Sinaptonema kompleksi'ni olugturan lateral elementler (ok). Giimiig nitrat. x800.
Figure 5. The lateral clements of the synaptonemal complex (arrow). Silver nitrate.x 800.

$ckil 6. Otozomal kromozomlar normal bir sinaptoncma kompleksi yapisinda ve iig submetasentrik ¢iftin kinetokorlari
(oklar) ile NOR  bolgeleri (n) goriilmekte. PTA x 2750.
Figure 6. The autosomal chromosomes showed a normal sinaptonemal complex structure and the kinetochores of 3 sub-
metacentric pairs (arrows) and nucleolus organiser regions (NOR) (n) were seen. PTA.x 2750.
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Primer spermatositler, otozomal kro-
mozomlarn sinaptik durumuna ve XY ciftinin
morfolojisine gore profaz alt asamalarina ay-
nldi. Otozomal bivalanlar ayn1 uzunluktaki ho-
mologlar arasinda tam bir sinapsis gosterirken,
X ve Y kromozomlar: bir ugta eglesmig, esit
uzunlukta olmayan iki kromozom olarak ta-
nind1. X ve Y'nin farkli olan uzunluklan, bun-
lan1 tamimlamak i¢in giivenilir bir kriter oldu. X
ve Y kromozomlarinin eslesmemis eksenleri ise
pakitenin bagindan sonuna kadar morfolojik de-
gisiklikler gecirdi. Seks kromozomu ck-
senlerinin sinapsisi, desinapsisi ve morfolojik
farklilagmasi ile ge¢ zigoten ve pakitende seks
bivalaninin 5 tipi tanumlandi.

Tip 1 seks bivalam ge¢ zigotende meydana
geldi (Sckil 4 XY). Bu asamada otozomlar
heniiz eslesmeyi tamamlamamisken, X ve Y ek-
senleri arasinda sinaptonema kompleksi mev-
cuttu. Y’nin toplam uzunlugunun yaklagik
%50’si X ile eslesti ve bu alt asamada seks kro-
mozomlannin eslesmemis lateral elementleri
herhangi bir farklilagma gostermedi.

Tip 2’de X ve Y ckscnleri arasinda si-
napsis maksimum uzunluga ulasti (Sckil 7). Tip
3 X ve Y kromozomunun desinapsisi ile ka-
rakterize oldu. Sinaptonema kompleksi tip
2’den daha kisayd: (Sekil 8). Tip 4 XY ciftinde
sinaptoncma kompleksi mevcut degildi (Sekil 9
yildiz), u¢ uca bir iliski sozkonusuydu. Tip 5
XY ciftinde ise eksenlerde boéliinmeler, dal-
lanmalar gozlendi (Sckil 10). XY’nin es-
lcsmemis segmentlerinin, pakitenin ilerlcyen
asamalarina bagh olarak goriiniimii ve boyutlan
degisikti. X ve Y cksenlerini ayirt etmek zordu.

Tartigma ve Sonug

Homolog kromozomlarin eksenlerini mey-
dana gctiren, iki lateral ve bir sentral ele-
mentten olusan sinaptonema kompleksi’nin
genel yapisi pek ¢ok organizmada Snemli 6l-
¢iide benzerdir (1,3,23,24,30).

Sinaptonema komplcksi, protcin ya-
pisindadir  (2,16,18,19,24).  Sitokimyasal re-
aksiyonlar sentral bolge proteinlerinin lateral
element proteinlerinden farkhh oldugunu gos-
termistir (6,29,30). Bu caligmada, bir protein

Sekil 7. Tip 2 XY kromozomu. PTA.x 13500.
Figure 7. Type 2 XY chromosome. PTA.x 13500.
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Sekil 8. Tip 3 XY kromozomu.PTA.x 13500.
Figure 8. Type 3 XY chromosome. PTA.x 13500.

Sckil 9. Tip 4 XY ¢iftinde ug uca iligki (yildiz). PTA.x 10500.
Figurc 9. End to end association in the type 4 XY pairs. (asterisks). PTA.x 10500.




boyas: olan fosfotungstik asite hem lateral hem
de sentral elementler pozitif yanit verirken,
glimiig nitrat ile sadece lateral elementler bo-
yanmugtir. Moses’e (18) gore giimiigiin sentral
bolgede goriilememesi, burada DNA’nmin ol-
madiin gosterir.

Bu alanda yapilan ¢alismalar, sinapsis ve
desinapsiste sinaptonema kompleksi’'nin ka-
litatif ve kantitatif 6zelliklerinin bivalana pa-
ralel oldugunu ve eglesme sirasinda homolog
kromozomlan bir araya getirdigini gostermekte-
dir (1,18,20). Bu ¢aligmada, 26 otozomal kro-
mozom ve 1 XY iftinc sahip oldugu bilincn
koglarda, haploid kromozom sayisina esit 26
otozomal sinaptonema kompleksi ve 1 XY ¢if-
tinin mevcut oldugu goriilmiistiir.

Sinaptik donemin tanimlanmasy, infertil er-
keklerdeki mayotik mutasyon olaylarinda, si-
naptik anomalilerin tanisi i¢in bir standart olug-
turmas: agisindan gereklidir. Sinaptik anomaliler
sadece pakitende taninabilir. Presinaptik kon-
figiirasyonlar, pakitendeki sinaptik anomaliler
ile kangmaz. Ciinkii sinaptonema komp-
leksleri’nin morfolojisi tamamen farklidir ve
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Sckil 10. Tip 5 XY cifti eksenlerindeki dallanmalar. PTA.x 12300.
Figure 10. Branches in the type 5 XY pair’axes. PTA.x 12300.

erken asamalarda seks kromozomlar ayirt edi-
lemez (26). Calismadaki gozlemler de, koglarda
mayozun farki: asamalarinin ka-
rakterizasyonunu saglamisur. Erken zigotende
seks kromozomlarinin tamimlanamamasiyla,
bunun diploten agsamasiyla kangtunlmayacagini
diigiindiirmiigtiir.

Solari (25), fare XY c¢iftinde hem cslesen
hem de farkli bolgeler oldugunu bildirmigtir.
Eslesme bolgesinde sinaptonema kompleksi ge-
killenirken, diger bolgede kromozomal cksenler
serbesttir. Insan, rat, hamster, kopek gibi de-
gisik memeli tiirlerinin XY cifti iizerindeki ¢a-
ligmalar parsiyal sinapsis oldugunu gos-
termektedir (21,22). Bu ¢aligmada da XY ’nin
parsiyal sinapsisi destcklenmektedir.

Memelilerde pakiten alt asamalarini be-
lirlemedeki esas kriter, seks kromozomlarinin
eslesme durumu ve morfolojisidir (10,13,21,25,
27). X ve Y kromozomlan gerek morfolojik
farklilagmalari, gerekse eslesme ve desinapsis
zamamyla otozomal kromozomlardan farklidir.
Bu ozellikler ttirlere 6zgiidiir (21,23,28). Bu ¢a-
lismada, X ve Y kromozomlan, Villagomez'in
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(28) domuzlardaki bulgularyla benzer olarak,
geg zigotende uzunluklarnin biyiikk bir bo-
limiinde eslesmisti ve eslegmemis eksenlerde
farklilagma yoktu.

Cahgmada tanimlanan 5 tip XY cifti, Jo-
seph ve Chandley’in (12) rat’larda, Dai ve
ark.’mn (5) koglardaki bulgulan ilc bag-
dagmaktadir. Bu, ge¢ zigotenden geg pakitene
kadar olan asamalar1 kapsar.

Arastirmada, baglica iki mayotik profaz
asamas! -zigoten ve pakiten- gozlendi. Vil-
lagomez. (28) tarafindan yabani domuzlarda ya-
pilan ¢aligmada oldugu gibi, tamamen es-
lesmemis aksiyal element gosteren hiicre yoktu.
En ¢ok gorillen asama pakitendi. Zigotenin
erken ve ge¢ asamalan gozlendi. Erken zi-
gotendc aksiyal elementler cogunluktayken, geg
zigolende  eslcsme  hemen  hemen  ta-
mamlanmisu. Bu gozlemler, Moses’in (20)
hamsterde, Jimenez ve ark.’nin (10) kostebekte,
Jones ve Croft'in (11) gekirgedeki bulgulanyla
tam uygunluk gostermistir.

Mayotik  rckombinasyon,  sinaptonema
kompleksi ile iligkili, rekombinasyon no-
diillerinin varlig ile kargilikli iliskilidir. Aras-
tirmacilara gore, zigotende gozlencn erken re-
kombinasyon nodiilleri, homologlarin
eslesmesinde rol oynar; pakitendeki nodiiller
ise krosing over bolgeleridir (7,23,28). Bu ¢a-
lismada, zigotende aymi nodiiller izlenmistir.
Ancak, diger nodiillerin krosing over bol-
gelerini gosteren kiyazma sayisiyla uygunluk
gosterip gostermedigini belirlemek zordur.

Sonug olarak elde edilen bulgular, bivalan
kromozomlar ilc sinaptonema kompleks’leri
arasindaki paralclligi vc kromozomlann es-
lesmesinde kompleks’in onemini bir kez daha
gostermistir.  Ayrica "mikroyayma” teknigi,
gerek normal gerckse anormal kromozom es-
lesmesi durumlannt incclemek igin uygun bir
teknik olarak goriilmiistiir. Bu teknik ile po-
liploidi, asinapsis, XY anormallikleri gibi kro-
mozomal diizensizlikler, kromozomlarin ek-
senlerine kargihk gelen lateral clementlerin
incelenmesi ile ortaya gikarnilabilecektir,

E. ERGUN
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