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Ozet

Summary

Amag: Biz bu ¢alismada apoptotik siirecin 1s1 ile uyarilmis oldugu
kan dokusunda tespit edilen Iokositlerdeki apoptozisin
morfolojik Ozelliklerini, klasik bir histokimyasal boyama
metodu ile boyamak suretiyle aciklamay:r amacladik.

Materyel ve Metod: Anti-koagiilanl: tiipe alinan kan ornekleri 43
°C’ye dek 1sit1ldi ve temiz lamlara yayilarak Hematoksilin-
Eosin ile boyanip 151k mikroskobunda incelendi.

Bulgular: Isinin uygulanmaya basladigi ilk yarim saatlik siirede
hiicre konturlarinda sisme ve sekil bozuklugu dikkati
cekerken; 1 saat ve sonrasi donemde apoptotik cisimlerin
ortaya ¢iktig tespit edildi.

Tartisma: Apoptotik hiicrelerin taninmas1 amaciyla iginde klasik
histokimya, immunohistokimya, Flow cytometry gibi
degisik metodlarin da oldugu bircok teknik mevcuttur.
Klasik histokimya bu metotlar icinde en ucuz ve kullanimi
kolay olmasi nedeniyle dikkati ¢ekmektedir. Ancak
spesifitesinin diger metotlara gore az olmasi ve deneyim
gerektirmesi nedeniyle ancak rutin c¢alismalarda tercih
edilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Apoptozis, Fizyolojik hiicre 6liimii,
Histokimya, Hematoksilen-Eosin

Purpose: Our aim of study is to explain the morphological
features of apoptosis at leucocytes, stimulated by heat and
stained with classical histochemical staining method.

Materials and Methods: Blood samples, smeared on clear slides,
were heated to 43 °C, stained with Hematoxylin-Eosin and
evaluated under light microscope.

Results: After beginning to heat, during first 30 minutes we had
determined cellular membrane abnormalities and swelling.
1 hour later apoptotic bodies was appeared in the
cytoplasm.

Conclusion: So many methods including classical histochemistry,
immunohistochemistry, flow cytometry etc., were developed
by scientists to identify apoptosis in tissues. However,
classical histochemistry is useful because of inexpensiveness
and practical. But, this method is preferred only rutin
laboratory studies because of low sensitivity and also it
needs to experienced person.

Key Words: Apoptosis, Physiological cell death,
Histochemistry, Hematoxylin-Eosin
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[k olarak 1970 yilinda Kerr ve arkadaslar tarafindan
hiicrenin fizyolojik 6limii olarak tanimlanan apoptozis,
organizma icinde gerek dogum Oncesi ve gerekse dogum
sonrasi donemde yapisal anlamda cok Onemli degisik-
liklerin ortaya cikmasi icin gerekli bir siirectir. Nitekim
embriyonik donemde implantasyon
donemlerinde ve organogenezisin tiim basamaklarinda

preimplantasyon,

apoptozis oldukca yaygin olarak gozlenebilmektedir (1-4).
Organogenezis doneminde goriilen apoptozise 6rnek olarak
Miillerian ve Wolffian kanallarin gerilemesi, parmak arasi
perdelerin yok olmasi ve kalp gibi liimene sahip organlarin
liimenlerinin olusmasi verilebilir (3,4). Dogum sonrasindan
O0lime dek olan donemde ise immiin korunma
mekanizmalarinin  isleyisi, viicudun hiicre sayisinin
dengede tutulmasi, malignitelere kars1 koruyucu etki
olusturulmasi gibi bircok dnemli mekanizmanin isleyisinde
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apoptozis cok Onemli bir gorev {istlenmektedir (5).
Dolayisiyla tiim bu gelisimlerin izlenmesi ve gelisim
sirasinda meydana gelen aksakliklarin ortaya konmasi igin
organizma iginde apoptozisin varlifinin ve derecesinin
ortaya konmasi gerekmektedir. Giliniimiizde bu amagcla
birgok metot uygulanmaktadir. Bu metotlar icinde en
yaygin olarak kullanilanlart immunohistokimyasal metotlar
ve Hematoksilin-Eosin boyamadir. Immunohistokimyasal
metotlar uygulanmasi  suretiyle apoptotik  siirecin
gelisiminde etkin olduklan bilinen bcl-2, p53, caspase’lar
gibi daha bir¢ok proteinin doku orneklerindeki varliklar
tespit edilmek suretiyle apoptozise giden hiicreler
kolaylikla ve rakamsal degerlerle elde edilebilmektedir.
Hematoksilin-Eosin boyama metodu ise bircok rutin
histopatoloji laboratuvarinda degisik degerlendirmelerde
fikir sahibi olmak amaciyla kullanilmaktadir. Ornegin
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dokunun maligniteye yatkin olup olmadigi konusunda fikir
verici bir kriter olan ve dokudaki apoptotik hiicrelerin
normal hiicrelere oranim belirten apoptotik indeksin hesap-
lanmasinda veya hemopoetik sisteme ait malignitelerde
tedaviye verilen cevabin degerlendirilmesinde kullanilan
apoptotik hiicre varlig1 tespitinde bu metot efektif olarak
kullanilmaktadir. Ancak bu metotlarla yapilan degerlen-
dirmelerde dogru tan1 i¢in mutlaka apoptozisin morfolojik
ozelliklerinin iyi bilinmesi sarttir. Bizim bu ¢aliymamiz-
daki amacimiz kan hiicrelerindeki apoptozise ait
morfolojik bulgularin Hematoksilin-Eosin metodu ile
gosterimini saglamaktir.

Materyel ve Metod

Organizma i¢inde apoptosisi uyaran etkenlerden
biride 1sr’dir (6). Calismamizda, vendéz yoldan alinip
antikoagiilanli tiipe (Vacuette 2ml K3E EDTA K3
GREINER) konarak pihtilasmasi onlenen kan dokusu
orneklerinin 1s1tya maruz birakilmasi suretiyle apoptotik
stirecin uyarilmast saglandi. Bu amacla alinan kan
ornekleri 43°C’lik etiive konarak 15 dakika, 30 dakika, 60
dakika, 4 saat ve 24 saat 1sitildi. Siireler sonunda kan
ornegi homojenize edildi ve 50 pl alinip temiz lamlara
yayildi. Kan yaymas1 havada kurumaksizin hemen metanol
icine konarak 2 dakika siireyle fikse edildi. Fiksasyon
tamamlandiktan sonra lamlar azalan alkol serilerinden
gecirilmek  suretiyle  hidrate  edildi.  Hidrasyonun
tamamlanmasin1 takiben yaymalar Hematoksilin-Eosin
boyama teknigiyle boyandi. Boyama icin Mayer’s
Hematoksilen ve %1’lik alkolik Eosin kullanildi. Hidrate
edilen preparatlar, Hematoksilin’de boyandiktan sonra 1lik
akar suda iyice yikandi ve Eosine konuldu. Eosin’den
cikartilan preparatlar tekrar 1lik akar su ile yikanarak artan
dereceli alkol serilerinden gegirilmek suretiyle dehidrate
edildi ve ksilen ile seffaflandirma yapilip Entellan ile
kapatildi. Elde edilen preparatlar Olympus BH-2
mikroskopta degerlendirilerek goriintiilendi.

Bulgular

Is1 uyarimli apoptotik yolagin uyarildigi donemin
baslangicindan sonuna kadar devam eden siirecte
apoptozise ait morfolojik kriterler belirgin bir sekilde tespit
edildi. Tlk olarak 1s1ya maruz birakildiktan sonra 15. ve 30.
dakikalarda alinan goriintiilerde apoptozisin ilk morfolojik
belirtilerinden biri kabul edilen hiicre konturlarinda
biiziisme ve kivrimlasma dikkati c¢ekmekteydi. Ayrica
cekirdek kromatin yapisinin  kabalagsmaya basladigi
gozlendi. Hiicre zar biitiinliigiini korumaktayd: (Sekil
1,2). Bu donem 1s1 faktoriiniin ortadan kaldirilmas: ile
hiicrenin apoptosise gidisinin durup geriye normal hiicre
yapisina doniisiin olabildigi baslangi¢ faziydi. Bu siirecte
preparatlardaki hiicrelerin bir kismimin apoptotik siirece
girdigi ancak Dbelirgin bir kisrumin  bu  siirecten
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Sekil 1. Istya maruz birakilan kan dokusunda 15. dakikada bulunan bir
16kositte apoptozisin ilk morfolojik belirtileri. Hiicre yuvarlak
konturlarin1  yitirmeye baslamis ve biiziisme ve kivrimlagmalar
baslamig. Ancak hiicre zar1 biitiinligiini korumakta. Cekirdek
kromatininde belirginlesme mevcut. Eritrositlerin normal yapida
oldugu goriilityor. FMB: x330. Hematoksilen Eosin. Bar:6 L.

Sekil:2. Istya maruz birakilan kan dokusunda 30. dakikada alinan
fotografta 2 adet l6kositte apoptozise ait erken donem morfolojik
bulgular gozlenmektedir. Her iki hiicrenin ¢apindaki azalmaya ve her
iki  hiicrenin ¢ekirdek yapisinda meydana gelen kromatin
belirginlesmesine ve ayrica c¢ekirdek biitiinliigiiniin  bozulmaya
bagladigina dikkat ediniz. FMB: x330. Hematoksilen Eosin. Bar:6 L.

etkilenmedigi tespit edildi (Sekil 3). ilerleyen donemler
olan 60. dakika, 4. saat ve 24. saatte alinan kan
orneklerinden yapilan yaymalarda hiicrelerin yine bir
kisminda apoptotik siirecin  ilerleyerek hiicre iginde
apoptotik cisimlerin ortaya ¢ikmaya basladigi ve hiicre
konturlarindaki bozulmanin daha belirgin oldugu goriildii.
Ayrica ¢ekirdek kromatin yapisinda belirgin derecede
bozulma oldugu goriildii. Eritrositlerin yapisinda 4. saat ve
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Sekil 3. Isiya maruz birakilan kan dokusunda 1. saatte bulunan iki
hiicreden eozinofil normal yapisini korurken, diger 16kositte belirgin
derecede biiziisme, kromatin yapisinda kabalasma ve apoptotik
cisimlerin ortaya ¢iktign goriilityor. Eritrositlerin yapisinda da sekil
bozukluklart oldugu goriilmektedir. FMB: x 330. Hematoksilen-Eosin.
Bar: 6 1.

Sekil 4. Isiya maruz birakilan kan dokusunda 4. saatte bulunan
apoptotik bir hiicrede hiicre ¢apinda azalma ve biiziisme yaninda

sitoplazma icinde bulunan apoptotik cisimlerin  goriintimii.
Eritrositlerin yapisinda da sekil bozukluklar1 ve adezyonlar oldugu
goriilmektedir. FMB:x 330. Hematoksilen Eosin. Bar:6 .

24. saat’lerde alinan yaymalarda sekil bozukluklari oldugu
goriildi (Sekil 3,4,5).

Tartisma

Fizyolojik hiicre oliimii olarak da tanimlanan
apoptozis, embriyogenezis doneminden baslayarak tiim
yasam boyunca organizmanin sekillenmesi, hiicreler
arasinda dengenin saglanmasi ve savunulmasinda oldukga
onem arz eden kompleks bir mekanizmadir. Diger hiicre
olim sekilleri olan onkozis ve nekrozis’den farkli olarak
fizyolojik bir siire¢ olmasi nedeniyle viicuda zarar
vermemektedir. Ancak degisik Oliim sinyallerine maruz
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Sekil 5. Isiya maruz birakilan kan dokusunda 24. saat sonunda tespit
edilen apoptotik bir hiicrede biiziisme, hiicre konturlarinda bozulma ve
apoptotik cisimlerin goriiniimii. Eritrositlerin yapisinda da  sekil
bozukluklar1 oldugu goriiliiyor. FMB:x 330. Hematoksilen Eosin.
Bar:6 .

kalan hiicrenin hangi tip 6liimii segecegi ilgili sinyalin tiirt,
siddeti ve siiresi ile yakindan ilgilidir. flging olarak nekroza
neden olan 6lim sinyalleri tiim hiicreleri etkilemesine
kargin apoptozise neden olan sinyaller hiicrelerin ancak bir
boliimiinii etkilemektedir. Bunun yaninda nekroz siirecine
giren hiicrenin geriye doniisii miimkiin olmamakla birlikte;
apoptozis  siirecine giren bir hiicre mitokondrial
transmembran  potansiyeli  etkilenmedik¢e  uyaranin
kalkmas: durumunda normal yapisina geri donebilir (7-9).
Bu reversibl donemde hiicrede ilk goriilen morfolojik
degisiklik hiicre konturlarinda biiziisme ve kivrimlagsmadir.
Ancak hiicre zar1i normal goriiniimiindedir. Cekirdek
kromatin yapisinda yogunlagsma basglamasi dikkati ¢eken
bagka bir morfolojik ozelliktir. Ilerleyen donemlerde
kromatin olduk¢a kaba bir goriiniim alir ve sonunda
cekirdek zar1 dagilir. Sitoplazma icine salinan kromatin
hemen zarla sarili vezikiiller haline getirilir ki bu yapilar
apoptotik cisimler olarak adlandirilir. Apoptotik siirecte
kritik donem, hiicrede mitokondrial diizeyde degisikliklerin
ortaya ¢ikmaya bagladifi donemdir. Eger hiicrede
mitokondrial transmembran potansiyeli artmissa artik
hiicre irreversibl doneme girerek apoptozis siirecini
tamamlar ve dagilir. Dagilan hiicre partikiilleri ¢evrede
mevcut makrofajlar tarafindan fagosite edilir. Tim bu
siirecin sonunda ortamda geriye higbir hiicresel artik
kalmaksizin hiicre yok edilmis olur (8-11).

Calismamizda da kan hiicrelerinde apoptotik siirecin
uyarilip baslatilmasi icin edinilmesi ve kontrolii kolay ve
etkin bir uyaran olan 1s1 kullamlmustir. Daha 6nceden
yapilan caligmalarda (12) 1s1 etkenine maruz birakilan kan
materyalinde ilk yarim saat icinde morfolojik bozukluklar
olusmaya  baglamasi  dikkati  ¢ekmistir.  Nitekim
calismamizda da kritik derece olarak kabul edilen 43°C
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(12) 1stya maruz birakilan kan materyalinde 15. dakikada
alinan Orneklerde bazi hiicrelerin konturlarinda bozulma ve
biizisme oldugu dikkati ¢ekmistir. Ayrica kromatin
yapisinda meydana gelen kabalagma ve dagilma tarzindaki
degisiklikler apoptozisin ilk doénemi olan reversibl doneme
uygunluk gostermektedir. Istya daha uzun siire maruz
birakilan materyallerden yapilan yayma orneklerinde yine
hiicrelerin bir kisminda kromatin yapisinin oldukga
kabalastigi hatta bazi hiicrelerde apoptotik cisimlerin
ortaya ciktig1 goriilmiistiir. Bu apoptotik cisimlerin varligi
artik apoptotik siirecin kritik donemi astifi ve hiicrenin
oliim kararimin alindig: irreversibl doneme girdigi seklinde
yorumlandi. Calismada dikkati ¢eken bir diger nokta ayni
metoda maruz birakilan materyalden alinan orneklerde
farkli fazlarda apoptotik hiicrelerin bir arada olmasi
yaninda normal hiicrelerin de bulunmasiydi. Bu bulgular
hiicrelerin apoptozise kars1 direng gosterme derecesinin
hiicrenin kendi direnci yaninda bir ¢ok farkli faktorlere de
bagli oldugunu ortaya koymaktadir. Dolayisiyla
apoptosis’in  olduk¢a kompleks karar mekanizmalari
sonrasinda gelistigini soylemek yanlis olmayacaktir.
Bununla birlikte preparatlarda bircok alanda eritrositlerde
meydana gelen sekil degisikliklerinin uzun siire yiiksek
1stya maruz birakilmaya bagl olarak ortaya ¢ikmis yapisal
degisiklikler olduguna karar verildi. Bu degisiklikler artan
ortam 1s1sina bagh olarak gelisen hiicre membrani hasarlari
sonucu ortaya cikan sekilsel anomaliler olarak yorumlandi.
Nitekim bu hiicreler yiizeylerindeki elektriksel yiik ve
yapilarinda mevcut siv1 ile plasmanin izoosmolar olmalari
nedeniyle normalde birbirlerine yapisma  egilimi
gostermemektedir (13). Ancak hem yiizey membraninda
meydana gelen hasarlar sonucu bu elektriksel aktivitelerin
bozulmasi hem de eritrositlerin hipoosmolar duruma
gecmesi nedeniyle ve ¢ok sayida eritrosit biiziigmeleri ve
adezyonlar1 goriilmektedir.

Sonuc

Apoptosisin  morfolojik  bulgularinin  klasik  bir
histolojik boyama teknigi olan Hematoksilen-Eosin metodu
ile ortaya konmast ve degerlendirilmesi bilimsel
caligsmalarda ve tanisal yaklasimlarda oldukca kullanighdir.
Ancak imkanlar elverdigi siirece bu sonuclarin
immunohistokim-yasal metotlarla ve/veya Flow-Cytometry
teknigi ile de desteklenmesi daha yararli olacaktir. Bununla
birlikte, = immunohistokimyasal = metotlarla  yapilan
degerlendirmenin boyamadan sonraki 2-3 giin icerisinde
olmasi gerekmektedir. Dolayisiyla ilerleyen bir dénemde
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ayni materyal incelenmek istendiginde
immunohistokimyasal boyanin etkisi azaldigi veya
kalmadigr icin tekrar boyama yapilmasi gerekecektir ki bu
zaman ve kaynak kaybina neden olacaktir. Bu nedenle
immunohistokimyasal olarak boyanip tan1 konulan
materyallerin saklanmasi i¢in Hematoksilen-Eosin metodu
ile boyama yapilmasi bu israf1 onleyecektir.
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