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�lk olarak 1970 yılında Kerr ve arkada�ları tarafından 
hücrenin fizyolojik ölümü olarak tanımlanan apoptozis, 
organizma içinde gerek do�um öncesi ve gerekse do�um 
sonrası dönemde yapısal anlamda çok önemli de�i�ik-
liklerin ortaya çıkması için gerekli bir süreçtir. Nitekim 
embriyonik dönemde preimplantasyon, implantasyon 
dönemlerinde ve organogenezisin tüm basamaklarında 
apoptozis oldukça yaygın olarak gözlenebilmektedir (1-4). 
Organogenezis döneminde görülen apoptozise örnek olarak 
Müllerian ve Wolffian kanalların gerilemesi, parmak arası 
perdelerin yok olması ve kalp gibi lümene sahip organların 
lümenlerinin olu�ması verilebilir (3,4). Do�um sonrasından 
ölüme dek olan dönemde ise immün korunma 
mekanizmalarının i�leyi�i, vücudun hücre sayısının 
dengede tutulması, malignitelere kar�ı koruyucu etki 
olu�turulması gibi birçok önemli mekanizmanın i�leyi�inde 

apoptozis çok önemli bir görev üstlenmektedir (5). 
Dolayısıyla tüm bu geli�imlerin izlenmesi ve geli�im 
sırasında meydana gelen aksaklıkların ortaya konması için 
organizma içinde apoptozisin varlı�ının ve derecesinin 
ortaya konması gerekmektedir. Günümüzde bu amaçla 
birçok metot uygulanmaktadır. Bu metotlar içinde en 
yaygın olarak kullanılanları immunohistokimyasal metotlar 
ve Hematoksilin-Eosin boyamadır. �mmunohistokimyasal 
metotlar uygulanması suretiyle apoptotik sürecin 
geli�iminde etkin oldukları bilinen bcl-2, p53, caspase’lar 
gibi daha birçok proteinin doku örneklerindeki varlıkları 
tespit edilmek suretiyle apoptozise giden hücreler 
kolaylıkla ve rakamsal de�erlerle elde edilebilmektedir. 
Hematoksilin-Eosin boyama metodu ise birçok rutin 
histopatoloji laboratuvarında de�i�ik de�erlendirmelerde 
fikir sahibi olmak amacıyla kullanılmaktadır. Örne�in 
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Özet 
Amaç: Biz bu çalı�mada apoptotik sürecin ısı ile uyarılmı� oldu�u 

kan dokusunda tespit edilen lökositlerdeki apoptozisin 
morfolojik özelliklerini, klasik bir histokimyasal boyama 
metodu ile boyamak suretiyle açıklamayı amaçladık. 

Materyel ve Metod: Anti-koagülanlı tüpe alınan kan örnekleri 43 
oC’ye dek ısıtıldı ve temiz lamlara yayılarak Hematoksilin-
Eosin ile boyanıp ı�ık mikroskobunda incelendi. 

Bulgular: Isının uygulanmaya ba�ladı�ı ilk yarım saatlik sürede 
hücre konturlarında �i�me ve �ekil bozuklu�u dikkati 
çekerken; 1 saat ve sonrası dönemde apoptotik cisimlerin 
ortaya çıktı�ı tespit edildi. 

Tartı�ma: Apoptotik hücrelerin tanınması amacıyla içinde klasik 
histokimya, immunohistokimya, Flow cytometry gibi
de�i�ik metodların da oldu�u birçok teknik mevcuttur. 
Klasik histokimya bu metotlar içinde en ucuz ve kullanımı 
kolay olması nedeniyle dikkati çekmektedir. Ancak 
spesifitesinin di�er metotlara göre az olması ve deneyim 
gerektirmesi nedeniyle ancak rutin çalı�malarda tercih 
edilmektedir. 

Anahtar Kelimeler: Apoptozis, Fizyolojik hücre ölümü, 
                          Histokimya, Hematoksilen-Eosin 

T Klin Tıp Bilimleri 2002, 22:258-261 

 Summary 
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 oC, 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. 
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dokunun maligniteye yatkın olup olmadı�ı konusunda fikir 
verici bir kriter olan ve dokudaki apoptotik hücrelerin 
normal hücrelere oranını belirten apoptotik indeksin hesap-
lanmasında veya hemopoetik sisteme ait malignitelerde 
tedaviye verilen cevabın de�erlendirilmesinde kullanılan 
apoptotik hücre varlı�ı tespitinde bu metot efektif olarak 
kullanılmaktadır. Ancak bu metotlarla yapılan de�erlen-
dirmelerde do�ru tanı için mutlaka apoptozisin morfolojik 
özelliklerinin iyi bilinmesi �arttır. Bizim bu çalı�mamız-
daki amacımız kan hücrelerindeki apoptozise ait 
morfolojik bulguların Hematoksilin-Eosin metodu ile 
gösterimini sa�lamaktır.  

Materyel ve Metod 
Organizma içinde apoptosisi uyaran etkenlerden 

biride ısı’dır (6). Çalı�mamızda, venöz yoldan alınıp 
antikoagülanlı tüpe (Vacuette 2ml K3E EDTA K3 
GREINER) konarak pıhtıla�ması önlenen kan dokusu 
örneklerinin ısıya maruz bırakılması suretiyle apoptotik 
sürecin uyarılması sa�landı. Bu amaçla alınan kan 
örnekleri 43oC’lik etüve konarak 15 dakika, 30 dakika, 60 
dakika, 4 saat ve 24 saat ısıtıldı. Süreler sonunda kan 
örne�i homojenize edildi ve 50 µl alınıp temiz lamlara 
yayıldı. Kan yayması havada kurumaksızın hemen metanol 
içine konarak 2 dakika süreyle fikse edildi. Fiksasyon 
tamamlandıktan sonra lamlar azalan alkol serilerinden 
geçirilmek suretiyle hidrate edildi. Hidrasyonun 
tamamlanmasını takiben yaymalar Hematoksilin-Eosin 
boyama tekni�iyle boyandı. Boyama için Mayer’s 
Hematoksilen ve %1’lik alkolik Eosin kullanıldı. Hidrate 
edilen preparatlar, Hematoksilin’de boyandıktan sonra ılık 
akar suda iyice yıkandı ve Eosine konuldu. Eosin’den 
çıkartılan preparatlar tekrar ılık akar su ile yıkanarak artan 
dereceli alkol serilerinden geçirilmek suretiyle dehidrate 
edildi ve ksilen ile �effaflandırma yapılıp Entellan ile 
kapatıldı. Elde edilen preparatlar Olympus BH-2 
mikroskopta de�erlendirilerek görüntülendi. 

Bulgular 
Isı uyarımlı apoptotik yola�ın uyarıldı�ı dönemin 

ba�langıcından sonuna kadar devam eden süreçte 
apoptozise ait morfolojik kriterler belirgin bir �ekilde tespit 
edildi. �lk olarak ısıya maruz bırakıldıktan sonra 15. ve 30. 
dakikalarda alınan görüntülerde apoptozisin ilk morfolojik 
belirtilerinden biri kabul edilen hücre konturlarında 
büzü�me ve kıvrımla�ma dikkati çekmekteydi. Ayrıca 
çekirdek kromatin yapısının kabala�maya ba�ladı�ı 
gözlendi. Hücre zarı bütünlü�ünü korumaktaydı (�ekil 
1,2). Bu dönem ısı faktörünün ortadan kaldırılması ile 
hücrenin apoptosise gidi�inin durup geriye normal hücre 
yapısına dönü�ün olabildi�i ba�langıç fazıydı. Bu süreçte 
preparatlardaki hücrelerin bir kısmının apoptotik sürece 
girdi�i ancak belirgin bir kısmının bu süreçten 

etkilenmedi�i tespit edildi (�ekil 3). �lerleyen dönemler 
olan 60. dakika, 4. saat ve 24. saatte alınan kan 
örneklerinden yapılan yaymalarda hücrelerin yine bir 
kısmında apoptotik sürecin ilerleyerek hücre içinde 
apoptotik cisimlerin ortaya çıkmaya ba�ladı�ı ve hücre 
konturlarındaki bozulmanın daha belirgin oldu�u görüldü. 
Ayrıca çekirdek kromatin yapısında belirgin derecede 
bozulma oldu�u görüldü. Eritrositlerin yapısında 4. saat ve 

 
�ekil 1. Isıya maruz bırakılan kan dokusunda 15. dakikada bulunan bir 
lökositte apoptozisin ilk morfolojik belirtileri. Hücre yuvarlak 
konturlarını yitirmeye ba�lamı� ve büzü�me ve kıvrımla�malar  
ba�lamı�. Ancak hücre zarı bütünlü�ünü korumakta. Çekirdek 
kromatininde belirginle�me mevcut. Eritrositlerin normal yapıda 
oldu�u görülüyor. FMB: x330. Hematoksilen Eosin. Bar:6 µ. 

 

�ekil:2. Isıya maruz bırakılan kan dokusunda 30. dakikada alınan 
foto�rafta 2 adet lökositte apoptozise ait  erken dönem morfolojik 
bulgular gözlenmektedir. Her iki hücrenin çapındaki azalmaya ve her 
iki hücrenin çekirdek yapısında meydana gelen kromatin 
belirginle�mesine ve ayrıca çekirdek bütünlü�ünün bozulmaya 
ba�ladı�ına dikkat ediniz. FMB: x330. Hematoksilen Eosin. Bar:6 µ. 
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24. saat’lerde alınan yaymalarda �ekil bozuklukları oldu�u 
görüldü (�ekil 3,4,5). 

Tartı�ma 
Fizyolojik hücre ölümü olarak da tanımlanan 

apoptozis, embriyogenezis döneminden ba�layarak tüm 
ya�am boyunca organizmanın �ekillenmesi, hücreler 
arasında dengenin sa�lanması ve savunulmasında oldukça 
önem arz eden kompleks bir mekanizmadır. Di�er hücre 
ölüm �ekilleri olan onkozis ve nekrozis’den farklı olarak 
fizyolojik bir süreç olması nedeniyle vücuda zarar 
vermemektedir. Ancak de�i�ik ölüm sinyallerine maruz 

kalan hücrenin hangi tip ölümü seçece�i ilgili sinyalin türü, 
�iddeti ve süresi ile yakından ilgilidir. �lginç olarak nekroza 
neden olan ölüm sinyalleri tüm hücreleri etkilemesine 
kar�ın apoptozise neden olan sinyaller hücrelerin ancak bir 
bölümünü etkilemektedir. Bunun yanında nekroz sürecine 
giren hücrenin geriye dönü�ü mümkün olmamakla birlikte; 
apoptozis sürecine giren bir hücre mitokondrial 
transmembran potansiyeli etkilenmedikçe uyaranın 
kalkması durumunda normal yapısına geri dönebilir (7-9). 
Bu reversibl dönemde hücrede ilk görülen morfolojik 
de�i�iklik hücre konturlarında büzü�me ve kıvrımla�madır. 
Ancak hücre zarı normal görünümündedir. Çekirdek 
kromatin yapısında yo�unla�ma ba�laması dikkati çeken 
ba�ka bir morfolojik özelliktir. �lerleyen dönemlerde 
kromatin oldukça kaba bir görünüm alır ve sonunda 
çekirdek zarı da�ılır. Sitoplazma içine salınan kromatin 
hemen zarla sarılı veziküller haline getirilir ki bu yapılar 
apoptotik cisimler olarak adlandırılır. Apoptotik süreçte 
kritik dönem, hücrede mitokondrial düzeyde de�i�ikliklerin 
ortaya çıkmaya ba�ladı�ı dönemdir. E�er hücrede 
mitokondrial transmembran potansiyeli artmı�sa artık 
hücre irreversibl döneme girerek apoptozis sürecini 
tamamlar ve da�ılır. Da�ılan hücre partikülleri çevrede 
mevcut makrofajlar tarafından fagosite edilir. Tüm bu 
sürecin sonunda ortamda geriye hiçbir hücresel artık 
kalmaksızın hücre yok edilmi� olur (8-11). 

Çalı�mamızda da kan hücrelerinde apoptotik sürecin 
uyarılıp ba�latılması için edinilmesi ve kontrolü kolay ve 
etkin bir uyaran olan ısı kullanılmı�tır. Daha önceden 
yapılan çalı�malarda (12) ısı etkenine maruz bırakılan kan 
materyalinde ilk yarım saat içinde morfolojik bozukluklar 
olu�maya ba�laması dikkati çekmi�tir. Nitekim 
çalı�mamızda da kritik derece olarak kabul edilen 43oC 

 

�ekil 3. Isıya maruz bırakılan kan dokusunda 1. saatte bulunan iki 
hücreden eozinofil normal yapısını korurken, di�er lökositte belirgin 
derecede büzü�me, kromatin yapısında kabala�ma ve apoptotik 
cisimlerin ortaya çıktı�ı görülüyor. Eritrositlerin yapısında da �ekil 
bozuklukları oldu�u görülmektedir. FMB: x 330. Hematoksilen-Eosin. 
Bar: 6 µ. 

 

�ekil 4. Isıya maruz bırakılan kan dokusunda 4. saatte bulunan 
apoptotik bir hücrede hücre çapında azalma ve büzü�me yanında 
sitoplazma içinde bulunan apoptotik cisimlerin görünümü. 
Eritrositlerin yapısında da  �ekil bozuklukları ve adezyonlar oldu�u 
görülmektedir.  FMB:x 330. Hematoksilen Eosin. Bar:6 µ. 
 

 
�ekil 5. Isıya maruz bırakılan kan dokusunda 24. saat sonunda tespit 
edilen apoptotik bir hücrede büzü�me, hücre konturlarında bozulma ve 
apoptotik cisimlerin görünümü. Eritrositlerin yapısında da  �ekil 
bozuklukları oldu�u görülüyor. FMB:x 330. Hematoksilen Eosin. 
Bar:6 µ. 
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(12) ısıya maruz bırakılan kan materyalinde 15. dakikada 
alınan örneklerde bazı hücrelerin konturlarında bozulma ve 
büzü�me oldu�u dikkati çekmi�tir. Ayrıca kromatin 
yapısında meydana gelen kabala�ma ve da�ılma tarzındaki 
de�i�iklikler apoptozisin ilk dönemi olan reversibl döneme 
uygunluk göstermektedir. Isıya daha uzun süre maruz 
bırakılan materyallerden yapılan yayma örneklerinde yine 
hücrelerin bir kısmında kromatin yapısının oldukça 
kabala�tı�ı hatta bazı hücrelerde apoptotik cisimlerin 
ortaya çıktı�ı görülmü�tür. Bu apoptotik cisimlerin varlı�ı 
artık apoptotik sürecin kritik dönemi a�tı�ı ve hücrenin 
ölüm kararının alındı�ı irreversibl döneme girdi�i �eklinde 
yorumlandı. Çalı�mada dikkati çeken bir di�er nokta aynı 
metoda maruz bırakılan materyalden alınan örneklerde 
farklı fazlarda apoptotik hücrelerin bir arada olması 
yanında normal hücrelerin de bulunmasıydı. Bu bulgular 
hücrelerin apoptozise kar�ı direnç gösterme derecesinin 
hücrenin kendi direnci yanında bir çok farklı faktörlere de 
ba�lı oldu�unu ortaya koymaktadır. Dolayısıyla 
apoptosis’in oldukça kompleks karar mekanizmaları 
sonrasında geli�ti�ini söylemek yanlı� olmayacaktır. 
Bununla birlikte preparatlarda birçok alanda eritrositlerde 
meydana gelen �ekil de�i�ikliklerinin uzun süre yüksek 
ısıya maruz bırakılmaya ba�lı olarak ortaya çıkmı� yapısal 
de�i�iklikler oldu�una karar verildi. Bu de�i�iklikler artan 
ortam ısısına ba�lı olarak geli�en hücre membranı hasarları 
sonucu ortaya çıkan �ekilsel anomaliler olarak yorumlandı. 
Nitekim bu hücreler yüzeylerindeki elektriksel yük ve 
yapılarında mevcut sıvı ile plasmanın izoosmolar olmaları 
nedeniyle normalde birbirlerine yapı�ma e�ilimi 
göstermemektedir (13). Ancak hem yüzey membranında 
meydana gelen hasarlar sonucu bu elektriksel aktivitelerin 
bozulması hem de eritrositlerin hipoosmolar duruma 
geçmesi nedeniyle ve çok sayıda eritrosit büzü�meleri ve 
adezyonları görülmektedir. 

Sonuç 
Apoptosisin morfolojik bulgularının klasik bir 

histolojik boyama tekni�i olan Hematoksilen-Eosin metodu 
ile ortaya konması ve de�erlendirilmesi bilimsel 
çalı�malarda ve tanısal yakla�ımlarda oldukça kullanı�lıdır. 
Ancak imkanlar elverdi�i sürece bu sonuçların 
immunohistokim-yasal metotlarla ve/veya Flow-Cytometry 
tekni�i ile de desteklenmesi daha yararlı olacaktır. Bununla 
birlikte, immunohistokimyasal metotlarla yapılan 
de�erlendirmenin boyamadan sonraki 2-3 gün içerisinde 
olması gerekmektedir. Dolayısıyla ilerleyen bir dönemde 

aynı materyal incelenmek istendi�inde 
immunohistokimyasal boyanın etkisi azaldı�ı veya 
kalmadı�ı için tekrar boyama yapılması gerekecektir ki bu 
zaman ve kaynak kaybına neden olacaktır. Bu nedenle 
immunohistokimyasal olarak boyanıp tanı konulan 
materyallerin saklanması için Hematoksilen-Eosin metodu 
ile boyama yapılması bu israfı önleyecektir. 
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