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Apoptotik hiicrede yapisal degisiklikler ve tayin
metodlarinin karsilastiriimasi
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Inénti Universitesi Tip Fakiiltesi Farmakoloji Bolimii, MALATYA

Programlanmig hiicre 6limii olarak tanimlanan apop-
toziste gozlemlenen dedisiklikleri erken apoptozis ve
ge¢ apoptozis diye siniflamak mumkindir. Kabaca
dzetlemek gerekirse, erken ddénemlerde membran
fonksiyonlarinda sadece polarite kaybi varken geg
apoptoziste ise; hasarlanmig membran fonksiyonunu
takiben bleb (sitoplazmik gikinti) formasyonlan olugur.
Yine erken apoptoziste, DNA merdiveninde elektro-
forezde bulgu vermeden kromatin kondensasyonu
olurken, ileri evrelerde ise DNA fragmentasyonu olur
ve bu bulgular elektroforetik ve histokimyasal olarak
tespit edilebilmektedir (1). Erken dénemin karakteristik
bulgularindan bir digeri ise mitokondriyal membran
potansiyelindeki azalma (2), ve fosfatidilserin (PS)’ in
yer degistirmesidir (3).

Plazma Membranindaki Degisiklikler:

Apoptoziste membran bitinligl nekrozdan farkli
olarak son agamaya kadar korunmaktadir (4).
Apoptozis slresince plazma membranindaki
degisiklikler ~ morfolojik  degigimlerden  gok
biyokimyasal karakterdedir. Yalniz bir ayricalik var ki,
hiicre 6limindn ortak &zellifi olan ve elektron
mikroskobunda gé6zlemlenen mikrovilli kaybinin
olmasidir (5). Mikrovilli kaybi, kaspaz (“caspase’=
cysteine —containing aspartate specific proteases)
adi verilen bir grup proteazlarin aktivasyonu ile olusur
(6). Plazma membranindaki molekiiler degisiklikler
muhtemelen fagositozun baglamasi igin énem tasir
(7). Gogu zaman 6li hiicrelerin fagositozu diizenli
apoptotik yolun aktivasyonunu gerektirir. Ancak
bunun bir istisnasi, antiapoptotik bir protein olan B
cell lymphoma/leukemia-2 (Bcl-2)' nin artigi ile dlii
hlcrelere kargi nétrofiller yerine onlarnn tutulmasi ve
sindiriimesinde makrofajlarin rol oynamasidir (8).
Apoptozisin  erken déneminde gdzlemlenen
degisikliklerden bir tanesi de PS’ nin yer degistirme-
sidir (9). llk olarak bu yer degistirme, eritrosit ve
plateletlerde daha sonra da gekirdekli hi'crelerde

gésterilmigtir,. Normal hicrelerde fosfolipidlerin
dagiimi asimetriktir. I¢ membran anyonik fosfolipid-
leri dig membran ise ¢ogunlukla nétral fosfolipidieri
icerir. Ancak apoptotik hiicrelerde PS miktan dig
membran ylzeyinde artmistir. PSS’ nin yer
degigtirmesinden sorumlu olan Aminofosfolipid
translocase isimli spesifik enzim normalde ATP
bagiml olarak fosfolipidlerin asimetrik topografisini
saglarken, azalan ATP’ ye bagl olarak aktivitesi
azalir ve artan kalsiyum (Ca+2) da inhibisyona yol
agarak sonugta PS’ nin yer degistirmesine sebeb olur
(3, 10). Yine Aminofosfolipid translocase’ in inhibis-
yonu (mesela, plateletlerde sitozolik Ca+2 artisi) ve
Scramblase aktivasyonu neticesinde de PS yer
degistirmesi oldugu gdsterilmigtir (11). Hiicre mem-
bran fosfolipidlerindeki bu asimetri kaybi, hem hidro-
fobisiteyi hem de membran ylizey ylkini degistirir.
Annexin V, Ca+2 baglayan bir protein olup PS igin
oldukga spesifiktir ve normal hicrelere baglanmaz.
PS’ nin bu yer degistirmesi yaslanmig eritrositlerde
oldugu gibi retikiilloendotelyal sistem tarafindan
taninarak dolagimdan kaldirilir (12). Yine dokularda
da benzer sekilde reseptdr araciligiyla fagositlerin
tanimasina ve fagosite edilmelerine sebep olur (13).
Bu nedenle PS, istenmeyen ve gereksiz olan
hicrelerin fizyolojik - olarak ortadan kaldinimasi igin
¢ok 6nemli bir sinyal kaynagi olmaktadir.

Apoptoziste Cekirdekte Olusan Degisiklikler:
Hiicre ¢ekirdedinde dikkate deger morfolojik
degigiklikler; kromatinde yogunlagsma ve ilerleyen
dénemde ¢ekirdedin pargalara aynimasidir. Daha
sonra bu pargaciklar apoptotik cisimcik olarak
paketlenir, fagositler ve komsu hiicreler tarafindan
alinirlar (14). Gekirdekteki bu degigiklikler DNA
interkalasyon boyalan olan Akridin Orange ve
Hoechst boyasi ile boyanarak isik ve elektron
mikroskobunda goézlenebilir. Cekirdek kromatininde
tespit edilebilen en erken degisiklik, membran boyun-
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ca kromatin yogunlugunun daha da artmis bir sekilde
birikmesidir. Bu elektron mikroskopta elektron dens
madde olarak gdzlenebilir ve floresan boya
kullaniidiginda parlak bir halka seklinde ayrt edilir.
Cok sayidaki apoptozisle ilgili spesifik ¢aligmalarda
cekirdek proteinlerinde kaspaz aracili proteolizis ve
DNA kromozomlarinda degradasyon tanimianmigtir
(15). Laminler, cekirdek iginde zarfin ig kismina tutun-
mus fonksiyonlar tam olarak bilinmeyen proteinlerdir
(16). Acaba laminlerdeki ayriima gekirdegin yikimina
katkida bulunur mu? sorusuna cevap olarak yapilan
gozlemler stiphelidir. Lamin A veya lamin B nin bolin-
memig mutantlari ile yapilan galigmalar neticesinde
punlarin fazlaca olugumunun cekirdek morfolojisinde-
ki degisiklikleri dnledigi veya en azindan geciktirdigi
tespit edilmistir (17). Kromozomal sindirim énce 30-
50 ve 200-300 kbp lik DNA kinklan ile neticelenir.
Sonra internitkleozomal pargalanma, nikleozom

etrafinda farkl boyutlarda cok sayida DNA kiriklari ile

sonuglanir (11). Bir calismada kromozomal DNA' nin
mikrokokal nikleaz ile basit sindiriminin kromatin
yogunlugunu artirdigl géralmistar (18).
Yogunlagmay! takiben gekirdek pargalanir ve cok
sayida apopiotik cisimcikler sekiinde paketlenmis
pargaiara aynigir. Buolaydan sorumiu olan molekdler
olaylar bilinmemektedir. Fakat bu proteinlerin
pargalanmasi kaspaz aracihigl ile olmaktadir.
Apoptozisi indikleyici fakior olarak bilinen AIF
normalde mitokondri iginde bulunur ve apoptotik uyar
ile salinabilir. AIF, cekirdek dig membraninda Kro-
matinde yogunlagma gibi bazi morfolojik degigimleri
~ indiikleyebilir (19). Apoptozisteki hiicrese! olaylar
hiicre 6limi igin zorunlu degildir.

Apoptozise Giden Hiicrelerde Yapi ve Sekil
Degisiklikleri:

Apoptozisin mikroskop altinda gdzlenmesinde en
dikkat cekici degisiklik; hiicrenin dis kenarindaki reor-
ganizasyon ve geKil degisiklikleridir. Hlcre ylizeyinde
olusan cikintilar 1gik ve elektron mikroskop ile
gdrilebilir hale gelir. Bu cikintilara bleb adi verilir.
Tespit edilen degigikliklerin birbirini etkilemek
suretiyle ard arda gelen olaylar mi oldugu yoksa hep-
sinin ayri ayr mi diizenlendigi tam olarak net degildir.
Normalde bu degisikliklerde kaspazlarin rol oynadid.
varsayilabilir. Aslinda yapilan_baz! caligmalarda kas-
pazlann kimyasal inhibisyonu kismi bir inhibitor etki
gostermistir (20). Caspase-3' Un eksik oldugu farel-
erde, hepatosit ve timositlerde bleb olugumunda belir-
jin bir azalma goralmustur (21). Benzer gekilde cas-
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pase-3 eksikligi saptanan insan meme kanser
hiicrelerinde hiicre dlimd stresince bleb olugumun-
da azalma tespit edilmigtir (22). Kaspazlarn bu
degisikiikleri nasil yaptiklar tam olarak bilinmemekte-
dir. Cok sayida yapisal protein, apoptozis sliresince
kaspazlar ile direkt olarak yikilir. (Omek: Gelsolin,
Fodrin, Actin, Gas2) (23). Bilindigi gibi hiicrede “pro-
teinaz k" artigt hiicre igi proteinlerde sindirime yol
agar. Ayrica bu artig bleb ve bl olusumunu da artinr.
Kaspaz inhibitorleri varliginda “proteinaz K’ nin bleb
olugumunu artirmasi ortadan kalkar. Ancak hiicresel
proteinler yikima ugramaya devam ederler (24).
Fokal adhezyon organizasyonuna katilan kaspaz
aracili yikilmis  proteinler, hiicrelerin
etrafindan erkenden ayrnimasina katkida bulunur
(25). Aktin reorganizasyonu bleb olusumu igin gerek-
lidir. Bu organizasyon hicre periferinde halka yap!
seklinde tespit edilir (26). Aktin agi olusumunda gorev
alan gelsolin proteini apoptozis ile de iligkilidir.
Gelsolin’ in apopitozisin baglamasinda rolindn
olmas! mimkiin olmakla beraber fazlaca yapiminin
farkl apoptotik uyanlara kars hiicreyi daha direngli
hale getirdigi de gosterilmistir (27). In-vitro olarak gel-
solin’ in kaspaz kaynakl pargalari, aktin flamenlerini
ayngtirabilir. Her ne kadar bleb olugumu igin cas-
pase-3 aktivitesinin gerekliligi distnulse de yolak bir
kere aktive olunca kaspaz inhibitérlerinin varhiginda
da devam eder (28). Bu olaylar kaspaz aktivitesinin
bleblerin gorinimdi ile iligkili mekanizmalar oldugunu
gosterir. Miyozin hareketinin onun fosforilizasyonuna
bagl oldugu gbsterilmigtir (20). Kaspaz yikim Grand,
miyozin hafif zincir Kinazin aktivasyonuna yol agar ve
aktin-miyozin etkilegimi apoptotik bleblerdeki cikintt
ve cekilmelere katkida bulunur. Kaspaz aktivitesi ile
kinaz aktivasyonu arasindaki molekiler baglantl tam
olarak agiklanmig degildir. Huicre iskeletinin reorgani-
zasyonu normalde ¢ok sayida kinazlarin aktiviteleri
ile iliékiﬂdir. Bu kinazlardan bazilarn apoptozis
siirecindeki morfolojik degigikliklerle de ilgilidir. Is1 gok
protein 27’ nin (MAP) kinaz bagh fosforilizasyonunun
zktin igindeki bleblerin yeniden yapilanmasinda roll
olcugu ileri suralmisttr (26). p21-activated kinase 2
(PAK-2), aktin iskeletinin yeniden sekillenmesine
katkida bulunabilir ve baylece apoptotik yeniden
yapilanmaia dahil olabilir (29). Hucre sismesi ve
apoptotik cisimcik olusumuyla ilgili molekiiler olaylar
hakkinda da bilgilerin:iz ok azdir. PAK-2 apoptotik
cisimc:". olusumunda roi alabilir (30). Apoptotik cisim-
cik olusumunda bleb j> masvonundan bagimsiz
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olarak kaspazlarin aktivasyonu da gereklidir (28).
Yapilan bir calismada vakuclizasyon icin kaspaz
aktivitesinin gerekli oldugu belirtilirken (31) baz
calismalar ise, kaspaz inhibisyonuna ragmen vakuol-
lerin olustugunu gostermistir (32).

Apoptozis’in Tayin Metotlan:

Apoptozis’in tayin metotlarinda su ana kadar olan
galigmalar morfoloji Uzerine yogunlagmistir. Fakat
son 10 yildir apoptozisin molekiiler mekanizmalari
hakkinda genigleyen bilgilerimize bagl olarak gelisen
teknikler; biyokimya, molekuler biyoloji ve immiinolo-
jiye dogru kaymaktadir. Apoptozisin baslangic ve
karar safhasina yénelik caligmalar artmasina ragmen
bu tekniklerin gogu “infaz safhasinda ne oluyor”’ kay-
naklidir (33).

Morfolojik Degisikliklerin Tayini:

1) Isik Mikroskopisi (IM): IM yardimiyla hiicre
morfoloji galigmalar apoptozis tayininde en eski yon-
tem olup ¢ok uzun vyillar altin standart olarak
kullaniimigtir. Hematoksilen-Eosin boyali histolojik
kesitlerde membran blebleri, gekirdekte piknozis ve
kiriklarn tespit etmek mumkiindlr. Fakat apoptozis
baglangicini takiben 30-60 dk igerisinde fagositler
tarafindan apoptotik hiicreler hizlica uzaklagtinldig
igin IM bir dezavantaja da sahiptir. Hatta
miyokardiyumdaki apoptotik hiicreler ancak rast-
lantisal olarak saptanabilir. Ancak IM yardimiyla
buzdadi gérinimiindeki degisikliklerin tiplemesi
yapilabilmektedir (14).

2) Elektron mikroskopisi (EM): EM, yiiksek spe-
sifiteye sahip oldugu igin blylk bir avantaja sahiptir.
Morfolojik degisiklikler subselliler diizeyde tespit
edilebildigi icin IM ile karsilagtinidiinda yiiksek sen-
sitivite ve spesifiteye sahiptir. Fakat hantal ve
taginabilirigi zor olan bir alet olmasiyla beraber,
¢algilabilir hicre sayisina limit koymasi yiiziinden
rutin kullamim igin ¢ok uygun degildir. Ayrica apop-
tozis tayininde sadece niteliksel bilgiler verir (34).

3) Flowsitometri (FC): FC tekniginin belki de en
onemli ézelligi ¢ok kisa zaman igerisinde ¢ok genis
sayidaki hicreleri tek bir hiicre bazinda inceleme
olanagi sunabilmesidir. Olgiimiin ihtiyag duydugu
hicresel islemler ise ¢ok zor degildir. FC, hem adherent
hem de kiiltire edilmis non-adherent hiicrelerde kul-
lanilabilir. Genellikle analiz igin hiicreler siispansiyon
icerisinde olmak zorundadir. Iste bu ézellik, rutin bir
teknik olma kapasitesine sinir koymaktadir. Bu yiiz-
den in-vitro c¢alismalar igin daha ¢ok ©nem
kazanmigtir. Fakat histolojik igeriklerden yoksun
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oldugundan dolay! dokulardaki apoptozis tayini igin
pek uygun degildir.
Sitoplazmik Degisikliklerin Tayini:

Apoptotik iglemler sitoplazma igerisinde dramatik
degisikliklere yol agar. Bazi sitoplazmik parametrelerin
apoptozisin tespitinde kullanilabilecedi yakin zamanda
bulunmustur. Bunlar aktive olmus kaspazlari, kaspaz-
larin proteolitik aktivesinden dogan "de novo" antijenleri,
Ca+2 iyonlarini ve mitokondriden sitozolik alana dogru
yer dedistiren mitokondriyal proteinleri igerir (35).

1) Kaspaz Aktivitesi: Kaspazlar, sistein proteaz
ailesinden olup normalde sitoplazma ve organellerde
inaktif formda bulunurlar. Spesifik aspartat rezidi-
lerinden sonraki yariklanmayla aktif hale gecerler.
Hali hazirda farkl aktif kaspazlar icin degisik kro-
mogenik ve florojenik substratlar elde etmek
mimkindlr. Bu substratlanin ¢ogu hiicre gecirgen
olmayip, kaspaz aktivitesinin tespiti igin hiicre ve
doku homojenizasyonuna ihtiyag duyarlar (36).
Ayrica bu substratlar bireysel olarak kaspazlar igin
non-spesifiktir. Bu ylizden pek ¢ok vakada kromo-
jenik ve florojenik aktivitenin bir tek spesifik kaspaza
atfi gok glgtir. Kaspazlarin kendi proteolitik aktivas-
yonundan kaynaklanan neoepitoplara kargi kullanilan
antikorlar ile ve imminochistokimyasal metotlaria da
kaspaz aktivasyonunu tayin etmek mimkiindiir (37).
Yine immanolojik olarak kaspazlarnn yariklanan sub-
stratlarini tanimlayici antikorlar kullanarak da kaspaz
aktivasyonu tayin edilebilir. Yakin zamanda kaspaz
yariklanmasini tanimlayan cytokeratin 18, actin, Poly
ADP Riboze Polymerase (PARP) igin de antikorlar
tanimlanmistir. '

2) Kalsiyum Akimi: Pek cok vakada apoptotik
yolagin aktivasyonu sitozolik Ca+2 konsantrasyon
artigt ile iligkilidir. Bu artig belki fura-2 gibi Ca+2
indikatérleri ile gosterilebilir (38). Bu teknigin deza-
vantaji, artmig sitozolik Ca+2’ nin apoptozis igin spe-
sifik olmayigidir. Glnki pek ¢ok farkl sinyal yolaklar
apoptozise yol agmadan bu artigi yapabilir (39). Hatta
bazi vakalarda apoptotik islemlerin, Ca+2 degisikligi
olmadan da iierleyebildi§i gosterilmistir (40). Sonug
olarak gOyle diyebiliriz ki, bu indikatorler 6zellikle in-
vitro ¢aligmalar igin daha uygundur.

3) Mitokondriyal Disfonksiyon: Mitokondriyal
membran potansiyelindeki diigme, apoptotik hiicre
6liminin erken bir ozelligi olup geri déniisin
olmadiginin gostergesi olarak kabul edilir. Membran
potansiyelinin bir gdstergesi olarak mitokondriyai
potansiyel cesitli problarla o&lgllebilir. Apoptozise
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bagli olarak meydana gelen bu mitokondriyal kollaps
neticesinde florokromlarin fonksiyonlarinda azalma
olacak ve nihayette mitokondriyada birikme olacaktir
(2). Belki de gelecekte intermembran araliktan sito-
zole dogru yer degistiren dedisik mitokondriyal
proapoptotik faktérler olgiilebilecektir. Ormek: AIF,
(19) sitokrom ¢, (41) procaspase 2, 3 ve 9 (42).
Spesifik antikorlar kullanarak imminolojik metotlarla
da bu vyer degistiren proteinleri saptamak
mamkindir. Bu tarz yaklagimin dezavantaji ise,
kesin olarak 6lim yolag: icin dlsiik sensitivite gbster-
mesidir. Yakin zamanlarda mitokondriden badimsiz
olarak direkt aktive olan kaspazlar da gdsterilmigtir
(43).

DNA Kirilmalarinin Tayini:

1) DNA Merdiveni: Gekirdek DNA'sinin bozulmasi
apoptozisin anahtar ozelliklerinden birisidir. Apoptotik
islemler esnasinda aktive olan endontikleazlar DNA'yi
180-200 baz gifilik pek gok kiriklara ayinr. Meydana
gelen kiriklar elektroforezde tipik DNA merdiveni
olarak gériniir (44). Bu metotun kisitlayici sebeb-
lerinden bir tanesi, DNA merdiven goérintisi igin
biiyiik oranda bozulmus DNA'ya ihtiyag duymasidir.
Ancak Ligation-mediated PCR (Polymerase Chain
Reaction) bu ihtiyaci selektif amplikasyon yapmasiyla
azaltmigtir (45). Yine bu teknigin majér dezavantaj-
larindan bir tanesi de, doku morfolojisinin kaybina bagh
olarak apoptotik hicrelerin lokalizasyonuna ve
tanimlanmasina imkan sunamayisidir. Bazi vakalarda
apoptozis sadece ylksek molekller adirhkli DNA

kinklari olugturur ki, bu da bu teknigin duyarliigini

disgrdr.

2) Flowsitometri Aracihdiyla DNA lgerigi: DNA
icerigi hacrenin siklusta hangi fazda bulundugunu
gosterir (GO/G1, S/G2 ve M). Apoptotik hicreler
G0/G1 seviyesinin altinda DNA igeri§i azalmig olarak
tespit edilir. Bu azalma FC ile veya propidium iodide
gibi problarla tespit edilebilir. Yine bu teknikle nekroz
ve apoptozis ayrimi yapmak da mimkin olabilmekie-
dir (43).

3) DNA Zincir Kiriklari: Apoptoziste koruyucu bir
enzim olan Poly ADP Riboze Polymerase (PARP),
spontan tek zincir DNA kiriklant kenarindaki hicre
proteinlerinin ribozilasyonunu katalizleyerek DNA
tamirini kolaylagtinir. Ancak, apopain veya yama adi
verilen Interleukin-1 Beta Converting Enzyme (ICE)
iligkili sistein proteaz homologlar tarafindan inaktive
edilmesi bu fonksiyonundan geri birakmaktadir. Yine
Fas reseptor aracili olarak PARP’ 1n inaktivasyonu
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yapilirken Bcl-2 ise bu inaktivasyonu azaltarak olum-
lu yonde etki yapar (46). DNA zincir kinklannda 3
hydroxyl terminali varliyi, endoniikleaz yarikl
DNAnin karakteristik 6zelligi olup biotin, digoxigenin
veya flurescein-labeles dUTP gibi modifiye nikleotid-
lerin reaksiyonu ile tespit etmek mimkinddr. Bu
reaksiyon, terminal TdT (deoxynucleotidylirans-
ferase) veya DNA polimeraz enzimlerine ihtiyag
duyar. Bunlardan en sik kullanilani DNA polimeraz
kullanarak in-situ nick end labeling (ISEL) (47) ve
TdT-mediated X-dUTP nick end labeling (TUNEL)
teknikleridir (48). Her iki teknik de hiicre ¢ekirdegini
ve dokudaki vezikiilleri boyar (49). Bu protokollerin
yeni modifikasyonlar ile non-spesifik boyanan Ca+2
dolu vezikilleri devre digi birakmak mimkiin ola-
bilmektedir (50).

Plazma Membran Degisikliklerinin Tayini:

1) Membran Gegirgenligi: Plazma membraninin
trypan blue ve propodium iodide gibi boyalara gegir-
gen olmadigr zaman, degismis olan hiicre morfolojisi
apoptozis igin tanimlayici bir 6zelliktir. Bu o&zellik
apoptotik ve nekrotik hiicre aynminda ¢ok biyuk bir
avantaj saglamaktadir. Membran gegirgenli§inin
degismesi sonucu ortaya ¢ikan bu boyalara gegirgen
olmama durumu ile (FC ile tespiti mimkiindir) mor-
folojik dedgisikliklerin bir biitiin olarak incelenmesi gok
faydali olmaktadir, Bununla beraber bu boyalarin
fazlaca toksik olmasi nedeniyle in-vivo apoptozis
tayininde kullanimi gok uygun olmamaktadir (51).

2) Membran Degisiklikleri: Apoptotik hiicrelerde
kendi dis membranlarina dogru PS'nin  yer
degistirmesi ile izole edilen membran lipidlerinin 2
yénlii ince tabakali kromotografi ile tespiti mimkin
olabilmektedir. Hidrofobik bir boya olan merocyanine
540’ nin hilcre membrani ile muamelesi neticesinde
apoptotik hiicrelerin karakteristik olan gérinima
olusur (52). Apoptotik islemlere bagh olarak plazma
membranindaki bu degisiklik yukarnda da bahsedildigi
gibi sadece in-vitro galigmalar igin uygun olabilmekte-
dir.

Su ana kadar tartigilan tayin metotlarini sinirlayan
bir 6zellik, cogunda apoptozisin geg dénemine yone-
lik parametrelerin olglliyor olmasidir. Cinki bu
zamanda hicrelerin fagositler tarafindan ortadan
kaldinldign beklenilen bir sonugtur. Bununla beraber
sadece tek bir parametre degerlendirmek sensitivite
ve spesifite agisindan sonug vermeyecektir. Birkag
parametre olgllerek bu paradokstan kurtulmak
miimkin olabilmektedir. Halihazirdaki metotlar
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sadece tek bir endpoint él¢tim yaptidi icin apoptozisin
dinamik igleyisi hakkinda bir dezavantaj olugturmak-
tadir. Yine pek cok teknigin hiicrelerin lizisine ve fik-
sasyonuna ihtiyag duyuyor olmas! da bir dezavantaj
olusturmaktadir. Kardiyovaskiiler aragtirmalar
Igiginda TUNEL ve ISEL metotu ile in sity apop-
tozisin lokalizasyonu hakkinda bilgiler elde edilmesi
tmit edilmektedir. IM ve EM, zaman alici iglemlerdir
ve apoptozisin morfolojik degisikliklerini tespit
etmede yerleri gok azdir (Ornek: miyokardiyumda
elde edilen bulgular gok nadirdir). FC hiicrelerin siis-
pansiyon formuna, dokularin DNA caligmalari igin de
doku homojenatlarina ihtiyag duyar. Sonug olarak
diyebiliriz ki, ézellikle kardiyovaskiiler sistemde
apoptozisin fizyolojik ve patolojik roliinii anlamak icin
yeni tekniklere ihtiyag vardir (35).
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