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Apoptoz (fizyolojik hiicre 6limii), hiicre intihar1 olarak da bilinen fizyolojik bir olaydir. Apoptoz i¢in
sinyal alindiktan sonra hiicrede bir¢ok biyokimyasal (DNA pargalanmasi, fosfotidilserin molekiillerinin
ve morfolojik degisim (hiicre kiiciilmesi, kromatin
yogunlasmasi, apoptotik cisimcikler) gozlenir. Bu degisimleri saptamak i¢in ¢ok g¢esitli yontemler
DNA fragmentasyonu histokimyasal olarak (TUNEL) gosterilebilecegi gibi,
biyokimyasal (agoroz jel elektroforezi) olarak da gosterilebilir. Hatta, ELISA ile de gosterilebilir.
Transmisyon elektron mikroskopisi, apoptozun morfolojik olarak taninmasi icin iyi bir yontemdir.

Apoptosis (physiological cell death) also known as suicide of cells is physiological event. When cells
are determined to die by apoptosis, they indicate some biochemical (DNA fragmentation,
phosphatidylserine translocated to the outer leaflet of apoptotic cell membranes) and morphological
changes (cell shrinkage, chromatin condensation, apoptotic bodies) after indicate for apoptosis. These
changes can be determined by means of various methods. DNA fragmentation can be determined by
histochemical (TUNEL) and biochemical (agarose gel elecrophoresis) methods and ELISA. Transmition
electron microscopy is suitable method for morphological changes. In addition, apoptosis also can be
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GIRIS

Cok hiicreli organizmalarda hiicre béliinmesiyle artan
hiicre sayist hiicre o6liimleriyle dengelenir. Eger bir
organizmada bir hiicreye artik gereksinim duyulmuyorsa,
hiicre i¢i haberci sistemleri aktive edilerek o hiicrenin
intihar stireci baslatiir. Bu intihar siireci Yunanca'da
yaprak dokiimi anlamina gelen apoptoz ya da programli
hiicre oliimiiyle gergeklesir (10, 20, 26). Hiicre oliimleri
fizyolojik sartlarda meydana geldigi icin bu o6lim sekli
fizyolojik hiicre 6limi (physiological cell death) olarak da
adlandirlir (3, 9, 29). Canlinin basaril bir organ gelisimini
saglayabilmesi embriyonik gelisme sirasinda gergeklesen
hiicre o6limlerine baghdir (19, 26). Apoptoz; gelisim,
dokularda hiicre populasyonun korunmasi ve yaslanma
gibi hemostatik bir mekanizmanin saglanmasi amaciyla
fizyolojik olarak meydana gelir. Bunun yaninda hiicreler,
hastaliklar veya zararli ajanlar tarafindan zarar
gordigiinde veya immun reaksiyonlarda koruyucu bir
mekanizma olarak ortaya ¢ikar (11, 34, 37).

Apoptotik hiicreler organizmanin bazi dokularinda ve
hiicrelerinde siirekli olarak olusmaktadirlar ve bu olusum
omiir boyu devam etmektedir. Boylece 6liim (apoptoz) ve
yeniden yapim (mitoz) bu dokularda doku homeostazisini
olusturmak tiizere dinamik bir denge halinde siiregelir
(11).

*Sorumlu arastirmact: ogules@adu.edu.tr

Apoptotik indeks, apoptotik hiicre sayisinin yasayabilir
hiicrelere orani ile belirlenmektedir. Bunun i¢in dncelikle
apoptozun  hiicrelerde  goriiniir hale  getirilerek
belirlenmesi gerekir. Bu amagla ¢esitli morfolojik ve
biyokimyasal yontemler gelistirilmistir. Hazirlanan bu
derlemede apoptoza ugrayan hiicrelerde meydana gelen
morfolojik ve biyokimyasal degisiklikler belirtildikten
sonra, kullanilan yoéntemler hakkinda bilgi verilmesi
amagclanmistir.

Apoptotik Hiicrede Gézlenen Degisiklikler

Apoptoz icin sinyal alindiktan sonra hiicrede birgok
biyokimyasal ve morfolojik degisim gozlenir. Hiicre
kiiciilmeye ve kondanse olmaya baslar, hiicre iskeleti
dagilir ve ¢ekirdek zar1 yer yer erir. Cekirdek DNA’s1
pargalara ayrilir (9, 32).

Apoptoza ugrayan bir hiicrede laminin ve aktin
filamentlerinin kesilmesi sonucu sitoplazma c¢ekilmeye ve
kiigiilmeye baslar. Kromatin ve ¢ekirdekte bulunan yapisal
proteinlerin pargalanmasi sonucu cekirdekte
kondensasyon baslar ve ¢ogu zaman c¢ekirdek kromatinin
cekirdek membraninin i¢ yiiziine yerlesmesi nedeniyle at
nali biciminde goriilir. Hiicre buziilmeye ve kiigiilmeye
devam eder ve makrofajlarin taniyabilecegi ve normal
hiicrelerden daha kolay ayirt edilebilecegi membranla
cevrili kiigiik pargalara ayrilir. iglerinde sitoplazma ve
sikica paketlenmis organeller ve bazilarinda c¢ekirdek
pargalar1 da mevcut olan apopitotik cisimler meydana gelir
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(22, 26, 35). Cekirdek de hiicre gibi biizlisiir ve bazen
membranla sarili olarak birkag¢ pargaya ayrilabilir. Niiklear
porlar kromatinin membrana komsu olmadig1 bolgelerde
yogunlagirlar (22)

Apoptoz sirasinda apoptotik hiicrelerin
membranlarinda degisimler olur. En belirgin degisim
normalde hiicre membraninin sitoplazmik yiizeyinde yer
alan negatif yikli fosfotidilserin birimlerinin hicre
membranin dis yiizeyine ¢ikmasidir. Bunun sonucunda
kollektin (C1q) adi verilen gesitli proteinler apoptotik
hiicre zarina baglanmaktadir. Ayrica normalde hiicre
zarinda gizlenmis olan N-asetil glikozamin ve N,N-
diasetilsitabroz molekiilleri apoptozda agiga ¢ikarlar ve
makrofajlar  tarafindan  tanmnirlar  (24). Apoptotik
hiicrelerde goriilen morfolojik membran degisimlerinden
biri de hiicre igeriklerini icine alan ve membranla ¢evrili
vezikiiller biciminde apoptotik hiicrelerden kopan
tomurcuklardir. Bu kiigiik vezikiiller apoptotik cisim
olarak da adlandirilirlar. Bu degisimler apoptotik siirecin
sonlarina dogru goriilir (26).

Apoptozun en belirgin o6zelligi hiicre i¢i Ca ve Mg
bagimli endojen endoniikleaz enziminin aktivasyonu ile
kromozomal DNA’nin niikleozomal birimlere
parcalanmasidir. Apoptotik hiicrelerin DNA’s1 agaroz jel
elektroforezinde merdiven basamagina benzer (ladder
formasyonu) bir yap1 biciminde goériiliir. Bu, apoptoz i¢in
tipik bir goriinim saglar (4, 7, 9). Fragmantasyon
apoptotik hiicrelerde CAD (caspase activated DNaz-
kaspazla-aktiflesen deoksiriboniikleaz-) enzimi tarafindan
DNA’nin niikleozom birimlerine ayrilmasiyla saglanir. CAD
normal hiicrelerde ICAD’a (inhibitor of caspase-activated
deoxyribonuclease-kaspazla aktiflesen deoksiriboniikleaz
inhibitérii- DNA fragmentasyon faktér 45) bagh inaktif
formda bulunur ancak apoptoz sinyali alan hiicrelerde
kaspaz 3 tarafindan aktive edilir ve bu enzim DNaz
(endoniikleaz) oldugu i¢in ¢ekirdek DNA’sinin hizh
bicimde 180-200 baz ciftlik niikleozomal fragmanlara
ayrilmasini saglar (9, 26, 27).

Bu degisimlerin yaninda erken dénemde apoptotik
hiicreler iizerinde gelisen cepcikler (blebs) izlenebilir.
Ayrica, hiicrelerin sitoplazmasinda ortaya ¢ikan vakuoller
ve bazi hiicre tiplerinde “blister” olarak adlandirilan
hiicrenin sitoplazmasindan disariya tasar gibi goriilen bir
veya birka¢ tane biiyik vakuol de gozlenebilir. Bu
vakuoller (hayalet hiicre- ghost cell) hiicreden ayrilip
besiyeri icinde yiizebilirler (36).

Apoptozisin Belirlenmesinde Kullanilan Yontemler
Hematoksilen-eozin boyama

Hematoksilen-eozin (HE) ile boyanan preparatlar 151k
mikroskobu ile incelenir. HE hem hiicre Kkiltiiri
calismalarinda hem de doku boyamalarinda kolaylikla
kullanilabilir.

HE boyamada, hematoksilen boyasi kromatini
boyadigindan apoptotik hiicreler nukleus morfolojisine
gore degerlendirilir. Gozlenebilen degisiklikler sunlardir:
hiicre kiiciilmesi veya sitoplazmik kii¢iilme, kromatinin
kondanse olmasi ve nukleus zarinin periferinde
toplanmasi, nukleusun kiiglilmesi veya pargalara
boéliinmesi (22, 36) (Sekil 1).

Giemsa boyama

Giemsa ile boyamada, hematoksilen-eozin ile
boyamada oldugu gibi nukleus morfolojisi esas alinarak
apoptotik  hiicreler  taninir.  Sitoplazma  sinirlari
hematoksilen boyamaya gore daha iyi secilebilmekle
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birlikte hematoksilen boyamaya belirgin bir Ustiinligi
yoktur (39).

[ -
Sekil 1. Apoptotik hiicreler (oklar) (HE boyama) (25).

Floresan mikroskopi

Floresan mikroskopi, floresan maddelerin (orn.
Hoechst boyasi, DAPI “4,6-diamidine-2’-phenylindole”,
propidium iyodiir, akridin orange, etidyum bromiir, FITC
“fluorescein isothiocyanate”) kullanilmasiyla yapilan bir
boyama seklidir. Floresan boyalar DNA’ya
baglanabildiklerinden hiicrenin kromatini dolayisiyla
nukleusu gorinir hale gelebilir. Hiicre Kkdltiri
calismasinda kullanilirlarsa, canli hiicre ile yasayan
hiicrenin ayirimina olanak tanirlar. Canli ve 6li hicre
ayrimini yapabilmek i¢in, canli veya o6lii tim hiicreleri
boyayabilen bir boya (6rn. Hoechst boyasi) ile sadece 6li
hiicreleri boyayabilen bir baska boya (6rn. propidium
iyodiir) beraber kullanilir. Membrani saglam olan (canl)
hiicreler, propidium iyodir gibi sadece membran
biitiinligii bozulmusg (61i) hiicreleri boyayan bir madde ile
boyanmazlarken, 6lii veya canli tiim hiicrelere girebilen
Hoechst boyasi ile boyanirlar. Kuskusuz, bu yodntemle
hiicrelerin 6lii ya da canli oldugu anlagilabilir ama oli
hiicrelerin apoptozla veya nekroz ile 6liip 6lmediklerinin
ayrimi, hematoksilen boyamada oldugu gibi nukleus
morfolojisine bakilarak yapilir. Kromatin kondensasyonu
veya nukleus fragmentasyonu olan hiicrelerin apoptotik
hiicreler olduklarini diisiindiiriir (36,39) (Sekil 2.1 ve Sekil
2.2). Nekrotik, apoptotik ve normal hiicre ayirim:1 Tablo
1’de 6zetlenmistir.

Sekil 2.1. N, Normal hiicreler- Hoechst boyama (31).
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Sekil 2.2. A, Apoptotik hiicreler- Hoechst boyama (31).

Tablo 1. Floresan mikroskopide apoptotik hiicrelerin
nekrotik ve normal hiicrelerden ayirimi.

Hoechst Propidiyu Apoptotik
boyasi m iyodiir morfoloji
Nekrotik . . )
hiicreler
Apoptotik . ) .
hiicreler
Normal . ) )
hiicreler
Elektronmikroskopi

Morfolojik degisikliklerin en dogru olarak gozlendigi
bir  yontemdir. Sitoplazmik  kiiglilme, kromatin
kondansasyonu ve fragmentasyonu izlenebilirken,
mitokondrinin durumu, hiicre zar1 ya da nukleus
membraninin biitinligliniin bozulup bozulmadig1 gibi
subselliiler detaylar da incelenebilir (39) (Sekil 3).

Faz kontrast mikroskopi

Bu tiir mikroskop sadece hiicrelerin kiiltiir ortaminda,
hiicreyi veya hiicre toplulugunu incelemek amaciyla
kullanilir. Olen hiicreler yapistiklar1 substratumdan (alt
tabaka) ayrilacaklar1 igin besiyeri icinde yilizmeye
baslarlar. Bu hiicreler faz kontrast mikroskobu ile
gozlenebilirler. Mitoza giden hiicreler de faz kontrast
mikroskobuyla gozlenebilirler. Fakat bu hiicreler ayni
zamanda apoptotik hiicrelerin erken evredeki goriintileri
ile karigabilirler. O yiizden ayrimlari hemen hemen
imkansizdir. Faz kontrast mikroskobu ile apoptotik
hiicreler tizerinde gelisen cepcikler (blebs) izlenebilir.

Hiicreler heniiz substratuma yayillmis haldeler ise
hiicrelerin sitoplazmasinda ortaya ¢ikan vakuoller de
gozlenebilir. Ayrica, bazi hiicre tiplerinde “blister” olarak
adlandirilan hiicrenin sitoplazmasindan disariya tasar gibi
goriilen bir veya birkag tane biiyiik vakuol de gozlenebilir.
Bu vakuoller hiicreden ayrilip besiyeri i¢inde yiizebilirler.
icleri bos kiiresel yapilar olarak goziikiirler. Bu vakuoller
olasilikla baz arastirmacilarin hayalet hiicre (ghost cell)
olarak adlandirdiklar yapilardir. Hiicre kiiltiirii ortaminda
apoptoza giden hiicrelerin baslangigda hiicre membranlari
intakt olmasina ragmen ileri donemlerde sekonder nekroz
gelisir ve boOylece membran bitiinlikleri bozulur.

Sekonder nekroz asamasina kadar olan siire iginde non-
vital boyalar denen (6rn. propidium iyodiir) boyalarla
boyanacak olurlarsa apoptoz baslamis olmasina ragmen
hiicreler bu boyalarla boyanmazlar. Ciinkii membran
biitiinliigii halen tamdir. Sekonder nekroz gelistikten sonra
membran bitinligi bozulur ve hiicreler non-vital
boyalarla boyanma 6zelligi kazanmaya baglarlar.

Blisterlerin olustugu asamada membran biitiinligi
halen tamdir ve bu asamada nukleus morfolojisindeki
degisiklikler floresan boyalarla gozlenebilir. Fakat bu
dénem uzun siirmez dakikalar icinde membran biitiinligi
bozulur. Istenirse hem faz kontrast mikroskopisi hem de
floresan mikroskopisi ayni anda kullanilabilir. Boylece
nukleusu renklendirilmis ve belirgin bir sekilde ortaya
konmus hiicrelerin faz kontrast mikroskopisi fotograflari
elde edilebilir (36).

Sekil 3. 1, Nekrotik Hiicre 2, Apoptotik (A) ve normal (N) hiicre 3,
Nekrotik Hiicre 4, Apoptotik Hiicre 5, Normal Hiicre 6, Apoptotik
Hiicre (38).

Anneksin V yéntemi

Normal hiicrelerde hiicre zarinin sitoplazmik yiiziinde
membran lipidlerinden biri olan fosfatidilserin (PS)
bulunmaktadir. Eger hiicre apoptoza giderse normalde i¢
ylzde yerlesmis olan PS molekiilleri hiicre zarinmn dis
ylziine transloke olurlar. Bu yer degistirme hiicre
membran bitinligiinin bozulmadig1 apoptotik hiicre
6limiiniin erken donemlerinde meydana gelir. Anneksin-
V, hiicrenin dis ylizeyine transloke olan fosfatidilserine
baglanabilen bir protein oldugu i¢in, floresan bir madde
(6rn. FITC) ile isaretlenerek apoptotik hiicre goriniir hale
getirilebilir (6, 12, 16, 21, 23, 33, 40). FITC-Anneksin-V
komplesinin hiicre yiizeyindeki fosfatidilserine baglanma
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orant flow sitometri ile Oolciilebilmektedir. Nekrotik
hiicrelerin  yiizeylerinde de Anneksin-V baglanmasi
goriilebildigi i¢in ikinci boya olarak propidyum iyodir
eklenmektedir. Annexin V-FITC (green fluorescence) ve
non-vital boya olan propidium iodide (red fluorescence)
ile ayn1 zamanda boyanan hiicreler, canl hiicreler (FITC-
PI-), erken apoptotik hiicreler (FITC+PI-) ve ge¢ apoptotik
veya nekrotik hiicrelerin (FITC+PI+) birbirinden ayirt
edilmesine izin verir (15, 21, 23, 33).

TUNEL yontemi

DNA kiriklarinin in situ olarak taninmasini saglar (13,
17, 39). Apoptotik parcalanma sonucu DNA uglari, DNA
polimeraz  veya  Klenow fragmenti kullanilarak
isaretlenebilmektedir. Ancak terminal deoksiniikleotidil
transferaz (TdT) kullanilarak yapilan isaretleme goreceli
olarak daha duyarli bir yontem olarak bulunmustur.
Konvansiyonel parafin Kkesitleri, TdT ve nonizotopik
isaretli niikleotidler (siklikla biyotinli dUTP) kullanilarak
yapilan in situ isaretleme ardindan floresan veya
enzimatik goriintiileme, apoptotik hiicreleri digerlerinden
ayirmada yeterli olmaktadir. Bu yéntem yaygin olarak
“TdT-dUTP nick-end-labelling” sézciiklerinin kisaltilmasi
olan “TUNEL” yontemi adiyla anilmaktadir (1, 11, 17)
(Sekil 4).

- .

Sekil 4. Karaciger dokusunda apoptotik hiicreler (X).

M30 yontemi

M30 yonteminde apoptotik hiicreler, sitokeratin 18’in
kaspazlarin etkisiyle kirilmasi sonucu agiga c¢ikan yeni
antijenik  bolgenin  immunohistokimyasal yontemle
boyanmasi  prensibine gore belirlenirler. Sadece
sitokeratin 18’i eksprese eden dokularda kullanilmasi
miimkiindiir. Bu dokular epitelyal kaynakli dokulardir (18,
36) (Sekil 5).

Sitokeratin 18 (CK18) tek kath ve glanduler epitel
hiicrelerinde bulunan tip 1 intermediate filament
proteinidir. Cogunlukla akciger, karaciger, prostat, gogiis
ve kolon kanser tiplerinde eksprese edilirken, lenfoid ve
noral hiicrelerde bulunmaz (8).

Kaspaz-3 yéntemi

Kaspaz-3 yontemi ile sadece apoptotik hiicrelerde
olusan aktif kaspaz-3 immunohistokimyasal boyama
metoduyla belirlenebilir. Bunun igin, dokunun kaspaz-3
eksprese ettiginin bilinmesi ya da ¢alisilan dokuda
apoptoza yol agan ajanin kaspaz-3’'ii kirip kirmadiginin
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bilinmesi gerekir. Ancak, bu bilinirse apoptotik hiicreler bu
metodla tespit edilebilirler (23, 36).
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Sekil 5. M30 CytoDEATH ile pozitivite veren mide mukozasindaki
apoptotik epitel hiicreler (sABC boyama metodu) (14).

Agaroz jel elektroforezi

Agaroz orta biiyiikliikte ve biliyitk DNA molekiillerini
elektroforezle ayirmak i¢in en yaygin destek ortamidir.
Ayristirillacak molekillerin  biyiikligiine bagh olarak
genelde % 0.3 ile 2 agaroz konsantrasyonlar: kullanilir.

En ¢ok 50 kb’a kadar olan niikleik asitler agaroz jel
elektroforezi ile ayristirilabilir. Agaroz konsantrasyonu
ayarlanarak jelde molekiillerin hareket ettigi porlarin ¢ap1
degistirilebilir. Jelin konsantrasyonu arttik¢a, porlarin ¢ap1
kugtlir. Boylece kiiciik DNA pargalar i¢in yiiksek, biiyiik
DNA pargalan igin ise diisitk agaroz konsantrasyonlari
kullanilarak niikleik asitlerin en iyi sekilde ayrilmalari
saglanir.

Agaroz jeller genellikle floresan bir boya olan ethidium
bromide ile boyanir ve UV 15181 altinda DNA pargalari
gortntiillenir., DNA'nin jelde goriniir hale gelmesi,
ethidium bromide’in DNA'nin iki zinciri arasina girerek
300 veya 360 nm dalga boyundaki 15181 sogurmasi sonucu
floresan etki gostermesi ile gergeklesir (2).

Apoptotik hiicrelerdeki endontikleaz aktivasyonu
kromatinin oligoniikleozomal pargaciklara ayrilmasina
neden olur. Bu enzim kalsiyum ve magnezyum bagimli
olup, DNA’da tipik olarak 180-200 baz ¢ifti ve katlar1
bi¢iminde bir parcalanmaya yol agar. Bu pargalanma
paterni, agoroz jel elektroforezinde merdiven bigiminde
“ladder pattern” izlenir ve apopotoz i¢in tipiktir (1, 4, 5, 7,
9). Agaroz jel elektroforez giivenilir sonuglar veren
kalitatif bir analiz yontemidir (5, 30).

Western blotting

Western blotlama ya da immunoblotlama denilen
yontem, bir protein karisimi i¢indeki belirli bir proteini ve
biiytikligiinii saptamak i¢in kullanilan nicel bir yontemdir.
Bu metot istenilen bir proteine karsi yonlendirilen yiiksek
kalitede bir antikor kullanimina baghdir. Bu antikor prob
olarak kullanilarak ilgili protein bir karisimin iginden
saptanabilir. Western blot hiicrede ne kadar protein
biriktigini gosterir (2).

Bu metot yardimiyla apoptoza 6zgii baz1 proteinlerin
eksprese olup olmadiklarinin (6rn. bcl-2) ya da kirilip
kirilmadiklariin (6rn. kaspaz-3) saptanmasi miimkiindir.
Sitokrom c’nin mitokondriye ¢ikip ¢ikmadigi da bu
metodla belirlenebilir. Yalniz, sitokrom c tespitinde 6nce



[Apoptozu Belirleme Yéntemleri]

alt-fraksiyonlama yapilarak hiicrenin mitokondriyal ve
sitoplazmik fraksiyonlar1 ayrilir. Ardindan, normalde
sitoplazmik  fraksiyonda  bulunmasi  beklenmeyen
sitokrom c’nin bu fraksiyonda tespit edilmesi halinde
hiicrelerin apoptoza gittikleri anlasilir (39).

Flow sitometri

Flow sitometre lazer kaynakli florometre ile pargacik
151k yayilimi analizi bilesiminden olusur. Flow sitometrede
farkli molekiiller, hiicreler ve pargaciklar, diisiik ve dik
acil 151k yayilhmi kullanilarak biiyiikliik ve sekil olarak
ayrilabilir. Bu hiicreler, molekiller veya pargaciklar 13-
phycoerithrin, FITC ve rhodamine-GG gibi farkll o6zel
floresan isaretleyicilerle veya boya isaretli antikorlarla
isaretlenebilir (1).

Flow sitometri yardimiyla, floresan bir madde ile
isaretlenmis antikor kullanilarak apoptozda eksprese
oldugu bilinen her hangi bir hiicre yiizey proteininin
saptanmasit miimkiindiir. Bdylece apoptotik hiicreler
belirlenebilir. Kolay uygulanabilir olmasi, asir1 uzun zaman
almamas1 ve kantitatif sonu¢ verebilmesi agisindan
klinikte apoptozun belirlenmesi agisindan kullanishdir.

Apoptoz flow sitometri uygulamasinda iki sekilde
belirlenir.

a. Floresan bir madde olan propidium iyodir
kullanilarak,

b. Anneksin V kullanilarak (15, 23, 33, 36).

ELISA (Enzyme linked immunosorbent assay)

ELISA  testi, viral, bakteriyel ve paraziter

enfeksiyonlarin tanisinda ve apoptozun belirlenmesinde
kullanilan, serolojik tani yontemlerinden biridir. ELISA
yonteminde, antijen-antikor kompleksine bir enzimle
isaretli antiglobulinin ilave edilmesi ve sonra substratin
eklenmesi ile eger antijen veya antikor var ise renk
olusumunun gozlenmesi esasina dayanmaktadir. Duyarh
spesifik ve ¢cabuk sonuc veren bir testtir.

Apoptozda gorilen ilk olay, sitoplazma igine
niikleozomlarin salinmasini takip eden DNA
fragmentasyonudur (28). ELISA ile gerek kiiltiirii yapilmis
hiicre populasyonlarinda, gerekse insan plazmasinda DNA
fragmentasyonunu tespit etmek miimkiindir. Ayni sekilde
M30 diizeylerinin 6l¢iimii de mimkiindiir (23, 36).

ELISA analizinde, ELISA pleytlerindeki sitoplazmik
niikleozomlar1  belirlemek ve yakalamak igin iki
niiklozomal epitopa spesifik bir ¢ift monoklonal antikor
kullanilir. Bu analiz yontemi agaroz jel elektroforez ile
apoptotik DNA merdiveninin belirlenmesinden yaklasik
500 kat daha fazla duyarli ve ¢ok sayida ornegin test
edilmesi agisindan daha uygundur (28).

SONUC

Apoptozun pek ¢ok fizyolojik ve patofizyolojik stirecte
onemli gorevler {stlendigi agiktir. Histolojik olarak,
apoptotik indeksle apoptotik hiicre sayisinin yasayabilir
hiicrelere orani bulunmaktadir ve bu indeks, apoptozun
siddetini ya da oranini belirtmektedir.
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