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Kistik Nodiiler Guatrh Olgularin Tiroid Hiicrelerindeki
AgNOR Sayis1 ve AgNOR Yiizey Alani/Cekirdek Alam
Oraninin Yas ve Cinsiyete gore Karsilastirilmasi

OZET

Amag: Giimiis seven c¢ekirdekgik organize edici bolgeler ile iliskili proteinler
(AgNORs) akrosentrik kromozomlarin ikincil bogumlarindaki rDNA genleri
tarafindan sentezlenirler ve tiroid rahatsizliklar1 dahil g¢esitli hastaliklarda cesitli
rollere sahiptirler. Bizim amacimiz Kistik nodiiler guatrli bireylerin tiroid
hiicrelerindeki AgNOR say1s1 ve AgNOR ylizey alani/cekirdek alan1 oraninin yas ve
cinsiyete gore karsilagtirilmasidir.

Gere¢ Yontem: Bu caligmaya ince igne aspirasyon biyopsisi (IIAB) kistik nodiiler
guatr ile uyumlu olan 18 bayan (yas araligi 26—78) ve 17 erkek (yas araligi 26-79)
birey dahil edildi. Bu biyopsi materyalleri AgNOR larin tespiti igin spesifik bir
protokole gore boyandi. Her bir birey igin 100 ¢ekirdek degerlendirildi ve her bir
hiicrenin AgNOR sayis1 ve AgNOR yiizey alani/gekirdek alani (NORa/TCa) orani
her bir grup i¢in tespit edildi.

Bulgular: Kistik nodiiler guatr’li bayan hastalarin AgNOR sayis1 (%2,05+0,46) ile
erkek hastalarin AgNOR sayis1 (%2,35+0,66) arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
fark yoktu (p=0.131). Bayan hastalarin NORa/TCa oranm1 (%6,53+1,21) ile erkek
hastalarin NORa/TCa oram1 (%7,03+1,12) arasinda da istatistiksel olarak anlamli bir
fark saptanmadi (p=0.211). Buna ilaveten erkek hastalarda ve bayan hastalarda hem
AgNOR sayisi ile yas (r=0.085 p=0.627) hem de NORa/TCa oram ile yas arasinda
anlamli bir korelasyon yoktu (r=0.286; p=0.096).

Sonug: Kistik nodiiler guatrli hastalarda hem cinsiyet hem de yas ile AgNOR protein
sentezi arasinda bir iliski yoktur.

Anahtar Kelimeler: NOR, AgNORs, kistik nodiiler guatr, tiroid, rDNA

Comparison of AgNOR Count and AgNOR Surface
Area/Total Nuclear Surface Area Proportions to Sex and
Age in Cases with Cystic Nodular Goitre

Abstract

Aim: Different proteins have different roles in various diseases. Argyrophilic
nucleolar organising region associated proteins (AgNORs) are synthesized from
secondary constriction of acrocentric chromosome interested in a variety of diseases
including thyroid disorders.

Our aim was the comparison of the AgNOR count and AgNOR surface area/total
nuclear surface area (NORa/TNa) proportions to different sex and age in cases with
cystic nodular goitre.

Materials and Methods: Twenty female (age range 26-78) and male (age range 26-
79) whose fine needle aspiration (FNA) materials were compatible with cystic
nodular goitre were included in the study. Those biopsy materials were stained for
AgNOR detection according to a specific protocol. 100 nuclei per individual have
been evaluated, and both AgNOR count and NORa/TNa values of individual cells
were detected for each group.

Results: Female patients with cystic nodular goitre had not significantly (p=0.131)
higher AgNOR count (2.05+0.46%) and NORa/TNa (6.53+1.21%) than in males
(2.35+0.66% and 7.03+1.12%) (p=0.211), respectively. Additionally, there is not any
correlation between age and AgNOR number (r=0.085 p=0.627) and NORa/TCa
ratio (r=0.286; p=0.096) in both of male and female.

Conclusion: There is not any relationship between AgNOR protein synthesis and
both of age and sex in cases with cystic nodular goitre.

Keywords: NOR, AgNORs, cystic nodular goitre, thyroid, rDNA
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GIiRiS

Cekirdekeikler interfaz c¢ekirdeginin iyi bir sekilde
tamimlanmis yapisal fonksiyonel {initeleridir ve
ribozomal genler burada yerleserek ribozomal RNA
(rRNA) sentezini gergeklestirirler 2).
Cekirdeke¢igin morfolojisi hiicre aktivitesine bagli
olarak biiyiik degiskenlik gosterir (2). Cekirdekeik
organize edici bolge (NOR), bes cift akrosentrik
kromozomun (13,14,15,21 ve 22. kromozomlar)
ikincil bogumlarinda yerlesmis olan ve aktif
olduklar1 zaman giimiis ile boyanabilen ribozomal
gen bolgeleridir (3). Bu rRNA genleri, RNA
polimeraz I tarafindan transkripsiyon siiresince
cekirdekcikte yerlesirler. insan rDNA genlerinin
yaklasik olarak her bir diploit genomdaki 400
kopyast akrosentrik kromozomlarin kisa
kollarindaki tandem tekrar kiimeleri ile iligkilidir
(4).

Bunun icin  AgNOR  boyama interfaz
¢ekirdegindeki ¢ekirdekeigi (3) ve metafazdaki
kromozom lizerindeki aktif NOR bdlgelerini
gostermek icin kullanilan en 6nemli metodlardan
biridir (5). Tumor patolojisinde interfaz AgNOR
miktarinin  6nemi ve bunlarin farkli  kanser
tiplerindeki prognostik karekterizasyonu ile ilgili
cesitli aragtirmalar vardir (6-9). AgNOR’lar
lenfoma, genetik  rahatsizliklar, ve tiroid
rahatsizliklar1 gibi cesitli hastaliklar ile iliskilidir
(9-13).

Eriskin populasyonunda, tiroid nodiilleri yaygindir
ve ultrason incelemesi ya da diger tarama teknikleri
ile artan bir sekilde saptanmaktadir. Bunlarin
morfolojik 6zelliklerine bagli olarak, nodiillerin tani
icin daha fazla incelenmesi gerekebilir. Ince igne
aspirasyonu (iia) mikroskobik analizin
yapilabilmesi igin gerekli olan dokularin elde
edilmesinde yaygmn olarak kullanilan bir metod
olmustur (9).

Bu calismada biz tiroid nodiillerinden IiA yapilmis
kistik nodiiler guatrli olgularin tiroid hiicrelerindeki
AgNOR sayist ve NORa/TCa oram ile yas ve
cinsiyet arasinda bir iliskinin olup olmadigim
karsilagtirmay1 amagladik.

MATERYAL ve METOD

Kistik nodiiler guatirli 18 bayan ve 17 erkek olgu
bu caligmaya dahil edildi. Oncelikle bir
endokrinoloji uzmani tarafindan bu hastalarin tiroid
nodiillerinden ultrason esliginde IIAB ile uygun
ornekler alindi. Elde edilen bu aspirasyon
mateyalleri temiz bir lama damlatilarak yayma
yapildi ve oda sicakliginda yaklagik olarak 15
dakika havada kurutuldu. Havada kurutulan
preperatlar absolute metanolde yaklasik olarak 5
dakika fikse edildi. Daha sonra Benn ve Perle (14)
ve Lindner (15) protokolunun hafif modifikasyonu
ile AgNOR boyama islemi yapildi. Bu islem
sirasinda sicaklik 37°C’ ye ¢ekildi ve boyama siiresi
15 dakika ile sinirlandirildi. Giimiis ile boyama
islemi sonrasi, preperatlar bi-distile suda ¢alkaland1
ve 2 dakika ksilolde bekletildikten sonra entellan

yardimi ile lamel kullanilarak kapatildi. Her bir
birey icin 100 c¢ekirdek degerlendirilerek bu
hiicrelerin hem AgNOR sayis1 hem de NORa/TCa
oranlar1 bir bilgisayar programinda o6lgiilerek
hesaplandi (16).

Veriler ortalama + standart sapma olarak verildi.
Verilerin normal dagilim gosterip gostermedigi
Kolmogorov-Smirnov  testi ile belirlendi.
Istatistiksel analiz bagimsiz Student’t testi ve
Pearson korelasyon testi kullanilarak hesaplandi
(SPSS  software, wversion: 11.0). Istatistiksel
anlamlilik i¢in p<0,05 kabul edildi. Giiven Aralig1
%95 olarak alindi.

BULGULAR

Bayanlarin ve erkeklerin sirasiyla yas ortalamasi
50,67+14,32 ve 56,12+17,94 idi (p=0.330). Bu
calismada kistik nodiiler guatirli bayan hastalarin
AgNOR sayist  (%2,05+0,46) erkek hastalarin
AgNOR sayisindan (%2,35+0,66) onemli derecede
farkli degildi (p=0.131). Benzer sekilde bayan
kistik nodiiler guatrli hastalarin NORa/TCa orani
(%6,53+1,21)  erkek  hastalarm  NORa/TCa
oranindan (%7,03+1,12) onemli derecede farkli
degildi (p=0.211).

Tablo 1. Kistik nodiiler guatrli hastalarda AgNOR
sayisi/¢cekirdek ve NORa/TCa orani.

AgNOR NORa/TCa
N n say1st/gekird orant (%)
ek Ort+SS Ort+SS

Grup
(KNG)

Bayan 18 1800 2,05+046 6,53+1,21 0.131°

Erkek 17 1700 235+066 7,03+1,12 0.211°

N: Birey sayisi n: Incelenen hiicre sayist SS:
Standart sapma KNG: Kistik Nodiiler Guatr, o= NOR
sayist i¢in p degeri p= NORa/TCa orani i¢in p degerini
gostermektedir.
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Sekil 1. Yas ile AgNOR sayisi/cekirdek orant arasindaki
korelasyonu gosteren grafik
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Buna ilaveten yapilan Kkorelasyon testi sonunda
erkek hastalarda ve bayan hastalarda hem AgNOR
sayisi ile yag (r=0.286 p=0.096) hem de NORa/TCa
orani ile yas arasinda anlamli bir korelasyon tespit
edilemedi (r=0.085; p=0.627) (Sekil 1,2). Giimiis
ile boyanmis olan bayan (a) ve erkek (b) hastalara
ait olan NORs’1n goriintiileri sekil 3’de verilmistir.
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Sekil 2. Yas ile NORa/TCa orani arasindaki korelasyonu
gosteren grafik

a b

Sekil 3. Degerlendirilen hiicrelerin  mikroskobik
goriintiisi: (a) 37 yas erkek, (b) 37 yas bayan kistik
nodiiler guatr hastasi olan bireylere ait tirosit hiicresi.

TARTISMA

NOR’lar, Ribozomal RNA (rRNA) ’nin
transkripsiyonunu kodlamak i¢in RNA polimeraz 1
enzimini kullanan rDNA olarak adlandirilan
spesifik DNA pargalaridir. Ribozom igerisindeki bu
rRNA’lar hiicrenin protein sentezinden sorumludur.
Protein sentezi hiicre ¢ogalma prosesi i¢in gerekli
bir basamaktir. Bu nedenle AgNOR proteinleri
hiicre ¢ogalmasimnin gostergesi olarak kullanilir
(17,18).

Interfaz ¢ekirdeginde gbzlenen AgNOR
proteinlerinin miktarlarindaki degisikliklerin timor
patolojisi ve farkli kanser tiirlerinin tanisal ve
prognostik  karakterizasyonu ile ilgili ¢esitli
calismalar  yaymlanmigtir (7-9). AgNOR
diizeylerinde  goriilen  degisiklikler ~ protein
sentezindeki degisiklikleri yansitmaktadir. AgNOR

proteinlerinin say1 ve hacmindeki artislarin hiicre
cogalmasi, farklilasma ve salgi aktiviteleri gibi
hiicre aktivitisindeki artis ile iliskili oldugunu
gosteren ¢esitli galigmalar vardir (9,19,20). Tiroid
dokusundan IIAB yapilmasi tiroid nodiillerinin
klinik incelemesi i¢in kabul edilen bir metottur. Bu
teknigin en biliylik kisitlamasi, cesitli foliikiiler
lezyonlar arasindaki ayrimmin zor olmasidir
(21,22).

Belirli hastalarda, lenfositik tiroiditis ile iligkili bir
tiroid neoplazmasinin sitolojik teshisi (22,23) ve
karakteristik olmayan papiller kisimli yaymalar ile
ilgili dogru yorumlamanin yapilmasi zordur. Biz
daha 6nceki yapmig oldugumuz ¢alismada, su anki
yontemi kullanarak benign ve malign lezyonlar
ayirmak i¢in cut-off degerleri tanimladik ve bu
metodun malign ve benign tiroid lezyonlarindaki
hiicrelerin proliferasyon aktivitesini degerlendirmek
icin giivenilir bir metod oldugunu ve rutin
sitopatolojiye katki saglayabilecegini tespit ettik
(9). AgNOR proteinleri hiicre ¢ogalmasina ilaveten,
hiicre metabolizmast ile de iligkilidir (24).
Cekirdeke¢igin  kompozisyonu statik degildir ve
hiicrenin metabolik durumuna bagli olarak énemli
derecede degiskenlik gosterebilir (25). Yaslanmaya
bagli olarak, hiicre cogalma orani ve protein
sentezi, enerji kullamimi vb. igeren metabolizmasi
azalmaktadir. NOR (rDNA) aktivitesinin insan
lenfositlerinde (26,27), fibroblastlarda (28) ve
kemik iliginde (29) yasa bagli olarak azaldig
gosterilmigstir. Bu azalma yash bireylerde acik bir
sekilde dikkat c¢ekmektedir. Ortalama AgNOR+
kromozom sayisinin fibroblastlarda yasa bagl
olarak &nemli derecede azaldigi tespit edilmistir
(30). Simdiki ¢alismada da bu yontemi kullanarak
kistik ~ nodiiler  guatrh  bireylerin tiroid
hiicrelerindeki AgNOR sayis1 ve AgNOR yiizey
alani/¢ekirdek alani orami ile yas ve cinsiyet
arasinda bir iligkinin olup olmadigini tespit etmeye
calistik.

Literatiirde AgNOR yontemi uygulanarak yapilmis
gesitli  galigmalar  vardir  (23-33).  Bizim
kullandigimiz yontemin diger yontemlere gore
ustlinligi vardir. Bu yontem de NORa/TCa
oraninin her bir hiicre igin 6l¢limii her bir tirosit
hiicresinin NOR protein sentez kapasitesinin tespit
edilmesine izin verir. Bdylece her bir hiicrenin
proliferasyon kapasitesi hakkinda daha gergekei
sonuglar elde edilmis olur. Bunun i¢in malign ve
benign tiroid lezyonlarint ayirmada  bizim
kullandigimiz yontemin basar1 orani daha yiiksektir.
Bu yontemin uygulamasinin basit ve ucuz olusu ise
yontemin diger avantajlarindandir (9). Bildigimiz
kadariyla kistik nodiiler guatrli bireylerin tiroid
hiicrelerindeki AgNOR sayis1 ve NORa/TCa orani
ile yag ve cinsiyet arasinda bir iligkinin olup
olmadigi ile ilgili bir c¢aligmaya literatiirde
rastlayamadik.

Hizli ve yavas ¢ogalan hiicrelerdeki interfaz
AgNORs’larin farkli miktarlarda dagilimi rRNA
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sentezindeki AgNOR proteinleri ve bu yapilarin
rolii goz Oniine alinarak agiklanabilir (34). Hizli
boliinen hiicreler yavas boliinen hiicrelerden daha
kisa  bir slirede ribozom  biyogenezlerini
yogunlastirmak zorundadirlar. Bu ¢ok miktarda
IDNA sekansinin transkripsiyon i¢in aktivasyonu
ile basarilabilmektedir. Bu sebeple, rRNA sentezi
i¢in yapisal fonksiyonel iiniteler olan, ¢ok miktarda
interfaz AgNOR proteinlerinin sayisini artiracak
olan biiyiik miktarda AgNOR proteininin sentez
edilmesi gerekir (35). Bizde aymi tanmiyr almig
bireylerin tirosit hiicrelerindeki bu proteinlerin
sentezinin yag ve cinsiyet ile herhangi bir iligkisinin
olup olmadigint tespit etmek icin hem AgNOR
sayisint hem de NORa/TCa oranini belirledik. Daha

once benign ve malign lezyonlar1 ayirmak igin
yapmis oldugumuz ¢alismada her iki degerinde iyi
calistigini  fakat NORa/TCa oraninin, AgNOR
sayisina gore daha duyarli oldugunu bulmustuk (9).
Bu calismada hem NORa/TCa oram1 hem de
AgNOR sayist ile yas ve cinsiyet arasinda anlamli
bir iligki bulamadik. Buda bize erigskin guatrl
bireylerdeki AgNOR protein sentezinin yas ve
cinsiyetten bagimsiz oldugunu gostermektedir. Eger
biz bu c¢alismay1 yine benign lezyon olan nodiiler
guatrl bireyler arasinda yapmig olsaydik acaba bu
sonu¢ degisirmiydi? Bu konu daha sonraki
caligmalar i¢in arastirilmayr bekleyen bir konu
olarak degerlendirilebilir.
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