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Iki boyutlu AgNOR o6lciimiine dayanan ¢alismalarda yiiz yerine elli hiicre

degerlendirilmesi arasinda bir fark var midir?
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OZET

Ribozomal gen bolgeleri olan ¢ekirdekgik organize edici bolge (NOR), akrosentrik kromozomlarin ikincil
bogumlarinda yer alir ve aktif olduklarinda glimiisle boyanirlar. Bu bolgeler ile ilgili 100 hiicrenin
degerlendirilmesine dayanan bircok c¢aligma yapilmistir. Bu ¢aligmanin amaci 100 hiicre yerine 50 hiicre
degerlendirildiginde elde edilen sonuglarmn 100 hiicre dlgiildiigiinde elde edilen sonuglardan bir farkinin olup
olmadigim belirlemektir. Bu ¢alismaya tiroidinden ince igne aspirasyon biyopsisi (IIAB) yapilmis olan 6 nodiiler
guatr’li (yas araligi 24-76) ve 10 kistik nodiiler guatr’li (yas araligi 26—69) birey dahil edildi. Bu biyopsi
materyalleri AgNOR larin degerlendirilebilmesi i¢in spesifik bir protokole goére boyandi. Her bir birey icin 6nce
ilk 50 ¢ekirdek, daha sonrada ilk 100 ¢ekirdek degerlendirildi ve her bir hiicrenin AgNOR sayist (herbir kiside
toplam AgNOR sayisi/incelenen ¢ekirdek sayisi orani) ve “Toplam AGNOR alani/cekirdek alant” ( TNA / CA)
orani her bir grup igin tespit edildi. ilk 50 ¢ekirdek degerlendirildiginde elde edilen ortalama AgNOR sayisi
(2.256 + 0.552) ile ilk 100 ¢ekirdek degerlendirildiginde elde edilen ortalama AgNOR sayisi (2.243 £ 0.535)
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadigi saptanmistir (p = 0.600). Yine ilk 50 c¢ekirdek
degerlendirildiginde elde edilen ortalama ““TNA / CA’’ oranmin (5.802 + 1.524) ilk 100 ¢ekirdek
degerlendirildiginde elde edilen ortalama ““TNA / CA’’ (5.799 + 1.525) oranindan istatistiksel olarak farkli
olmadig1 goriilmistiir (p = 0.940). AgNOR sayisina ve AgNOR alan orani artisina dayanan c¢alismalarda 100
¢ekirdek yerine, 50 ¢ekirdegin degerlendirilmesinin metodun spesifitesini ve sensitivitesini etkilemedigi, aksine
daha az zaman gerektirdiginden avantaj sagladig1 kanisina varilmistir.

Is there any difference between evaluations of fifty cells instead of one hundred cells in
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studies based on two-dimensional AQNOR measurement?

ABSTRACT

The NOR, sites of the ribosomal genes, are located on the secondary constrictions of five pairs of
acrocentric chromosomes and are stained by silver if they are active. Many studies have been conducted
about those regions based on the evaluation of 100 cells. The aim of the study was to detect if there is any
difference between the results obtained by evaluation of 50 cells instead of 100 cells. In the current study,
six patients with nodular goitre (age range 24-76 years) and ten individuals with cystic nodular goitre (age
range 26-69 years), fine needle aspiration biopsy (FNAB) was performed from whose thyroide, were
included. Then the biopsy materials were stained for AGQNOR evaluation using a specific protocol. At first
50, and then 100 nuclei per individual have been evaluated, and AgNOR count and “Total AgNOR area /
Nuclear area” (TNA / NA) values of individual cells were detected for each group. There was no
difference between mean AgNOR number obtained from evaluation of first 50 cells (2.256 + 0.552) and
100 cells (2.243 £ 0.535) (p = 0.600). Moreover, mean ‘“TNA / NA”’ obtained from evaluation of first 50
cells (5.802 + 1.524) was not statistically different from the mean values of first 100 cells (5.799 + 1.525)
(p = 0.940). It was concluded that, in studies which based on AGNOR count and measurement, evaluation
of 50 nuclei instead of 100 nuclei does not effect the sevsitivity or specifity of the method, and does not
alter the results of the study, conversily, it provide advantage because of less time requirement.
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1.Giris

Cekirdek¢ik organize edici bolgeler (NORlar),
ribozomal riboniikleik asitleri (rRNA) transkribe eden
ve insan akrosenrtik kromozomlarimin (13, 14, 15, 21 ve
22. kromozomlar) kisa kollarinda yerlesen, ribozomal
deoksiriboniikleik asit ilmekleridir (rDNA). Bu
bolgelerin aktivitesi direk olarak protein sentezi ile
iligkilidir, bu nedenle aktif NOR’larin sayisi hiicre
aktivitesine gore artar [1-3]. Giimiisle boyanmig
goriinen NOR’lar ve NOR ile iliskili arjirofilik
proteinler sirastyla, AgNORIlar ve AgNORIarla iligkili
proteinler olarak adlandirilirlar [4]. Gilimiis boyama
teknigi ile transkripsiyonel olarak aktif NORIlar ve ilgili
arjirofilik proteinler goriintiilenebilir [3, 4]. Bunun i¢in
AgNOR boyama yontemi interfaz c¢ekirdegindeki
cekirdekeigi [4] ve metafaz kromozomlar1 iizerindeki
aktif NOR bolgelerini gostermek i¢in kullanilan en
onemli metodlardan biridir [5]. Interfaz ¢ekirdeginde
bulunan AgNOR proteinlerinin miktar1 ile ¢ekirdekgik
aktivitesi ve hiicre proliferasyon hizi arasindaki iligki
oldukga yogun arastirilmakta olup iyi bilinmektedir [3,
6]. Bu teknik, cesitli hastaliklarin, benin ve malin
lezyonlarin tanimlanmasi, prognozun saptanmasi ve
hiicrenin  boliinme aktivitesi hizinin tespiti  gibi
arastirmalarda kullanilmaktadir [5, 7].

Bu calismayla, tiroid nodiillerinden I1IAB yapilnus
guatrli olgularm ilk 50 g¢ekirdeginin ve ilk 100
cekirdegin AgNOR sayilar1 ve “TNA / CA’’ oranlar
arasinda, bireye ait ortalama sayr ve oranlan
etkileyecek, bir fark olup olmadigini tespit etmeyi
amagcladik.

2. Materyal ve metod

Kistik nodiiler guatr tanili 10 ve nodiiler guatr tanili 6
olgu bu calismaya dahil edildi. Calisma igin yerel etik
kuruldan izin alindi. Oncelikle bir endokrinoloji uzmani
tarafindan bu hastalarin tiroid nodiillerinden, ultrason

esliginde IIAB ile ornekler alindi. Her bir hastadan
alman aspirasyon mateyali temiz bir lama damlatilarak
yayildi ve oda sicakliginda, yaklasik olarak 15 dakika
kurumaya birakildi. Havada kurutulan preperatlar
absolute metanolde yaklasik olarak 5 dakika fikse
edildi. Daha sonra Benn ve Perle [8] ve Lindner [9]
protokoliiniin hafif modifikasyonu ile AgNOR boyama
islemi yapildi. Gilimiis ile boyama islemi sonrasi,
preperatlar bi-distile suda ¢alkalandi ve 2 dakika
ksilolde bekletildikten sonra entellan kullanilarak lamel
ile kapatildi. Her bir birey i¢in baslangigta ilk 50
¢ekirdek degerlendirilip, sonuglar kaydedildi. Daha
sonra degerlendirilen gekirdek sayis1 100’e tamamlandi.
Degerlendirilen her bir hiicredeki AgNOR sayisi ve
“TNA / CA” oranlar1 bir bilgisayar programi
kullanilarak hesaplandi [10].

Veriler ortalama + standart sapma olarak verildi.
Verilerin - normal dagilim gosterip gostermedigi
Kolmogorov-Smirnov testi ile belirlendi. Istatistiksel
analiz Paired-Samples T Testi kullanilarak yapildi
(SPSS yazilim, version: 11.0). Istatistiksel anlamlilik
icin p < 0.05 kabul edildi.

3. Bulgular

Calismaya dahil edilen bireylerin yas ortalamas1 50.437
+ 17.625 olarak hesaplandi. Bu c¢alismada, ilk 50
cekirdek degerlendirildiginde elde edilen ortalama
AgNOR sayist (2.256 + 0.552) ile ilk 100 gekirdek
degerlendirildiginde elde edilen ortalama AgNOR
sayist (2.243 + 0.535) arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark bulunmamistir (p = 0.600) (Tablo 1)
(Sekil 1). Buna ilaveten ilk 50 g¢ekirdek
degerlendirildiginde elde edilen ortalama ‘‘TNA / CA”’
orani (5.802 =+ 1.524) ile ilk 100 c¢ekirdek
degerlendirildiginde elde edilen ortalama ““TNA / CA”’
orani (5.799 + 1.525) arasinda da istatistiksel olarak
anlaml bir fark saptanmamistir (P = 0.940) (Sekil 2).
Glimiis ile boyanmis olan guatr (a) ve kistik nodiiler
guatrli (b) hastalara ait olan NORlar’in goriintileri
Sekil 3°de verilmistir.

Tablo 1. Nodiiler ve kistik nodiiler guatrli hastalarda ilk 50 ve ilk 100 ¢ekirdegin degerlendirilmesi

sonucu elde edilen

AgNOR sayis1 ve ““TNA / CA”’ oranlart.

AgNOR sayisi/¢cekirdek

TNA / CA

Grup N Ortalama + SS Ortalama + SS P
Ilk 50 hiicre 16 800 2.256 + 0.552 5.802 + 1.524 0.600*
flk 100 hiicre 16 1600 2.243 +£0.535 5.799 + 1.525 0.940"
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N:Birey sayisi n:Incelenen hiicre say1s1 SS:Standart sapma o= AgNOR sayis1 icin p degeri p= “TNA / CA”’
orani igin p degerini gostermektedir.

MW ilk 50 hiicrenin AgNOR sayisl

-0 2m B

ilk 100 hiicrenin AgNOR sayisi

- W = = L W

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

Bireyler

Sekil 1. Hastalarin bireysel ilk 50 ve 100 hiicredeki AgNOR sayisi/cekirdek oran1 ortalamalari.
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-

| ilk 50 hiicrenin TNA/CA oran
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ilk 100 hiicrenin TNA/CA orani
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Sekil 2. Hastalarin bireysel ilk 50 ve 100 hiicredeki ““TNA / CA’’ oran1 ortalamalart.

Sekil 3. Degerlendirilen hiicrelerin mikroskobik goriintti 6rnekleri: (a) guatr (b) kistik nodiiler guatr hastasi olan
bireylere ait tirosit hiicresi.
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4. Tartisma ve sonu¢

AgNOR proteinleri uzun siiredir bilim adamlarinin
dikkatini ¢ekmis ve {lizerinde ¢ok sayida arastirma
yapilmig olup bu konudaki c¢aligmalar devam
etmektedir. Hibrid hiicreler kullanilarak yapilan bir
calismada rRNA transkripsiyonu i¢cin AgNOR
proteinlerinin gerekli oldugu gosterilmistir [11]. Buna
dayanarak, hiicre siklusu  siiresince = AgNOR
proteinlerinin miktarindaki olusan degisikligin, cogalan
hiicrelerde olusan ribozom biyogenezinin uyarilmasi ile
dogrudan baglantili olabilecegi ileri siiriilmektedir.
AgNOR tekniginin hiicre c¢ogalmasi i¢in bir indeks
sagladigini, hiicre igerisinde sayilan AgNOR lekelerinin
say1, sekil ve dagiliminin yalnizca morfoloji hakkinda
degil, ayn1 zamanda hiicrenin davramisi hakkinda da
bilgi verdigi bildirilmistir 12].

Interfaz ¢ekirdeginde gdzlenen AgNOR proteinlerinin
miktarlarindaki degisikliklerin tiimdr patolojisi ve farkli
kanser tiirlerinin tanisal ve prognostik karakterizasyonu
ile ilgili ¢esitli ¢alismalar yayinlanmistir [6, 13, 14].
AgNOR proteinleri hiicre ¢ogalmasina ilaveten, hiicre
metabolizmas1 ile de iliskilidir [15]. AgNOR
diizeylerinde goriilen degisiklikler protein sentezindeki
degisiklikleri yansitmaktadir. AgNOR proteinlerinin
sayt ve hacmindeki artislarin hiicre ¢ogalmasi,
farklilasma ve salgi aktiviteleri gibi hiicre islevlerindeki
artig ile iligkili oldugunu gosteren c¢esitli ¢aligmalar
mevcuttur [14, 16, 17]. Bu nedenle bu yo6ntem
kullanilarak 100 hiicrenin degerlendirildigi ¢cok sayida
calisma yapilmustir [13, 14, 18-23].

Bazi hastalarda, lenfositik tiroiditis ile iligkili bir tiroid
neoplazmasinin sitolojik tanisi [24, 25] ve karakteristik
olmayan  papiller kisimli  yaymalarimn  dogru
yorumlanmas1 zordur. Onceki calismamizda, ayni
yontemi kullanarak benin ve malin lezyonlar1 ayirmak
icin cutoff degerleri tanimlanarak bu metodun malin ve
benin tiroid lezyonlarinda hiicre proliferasyon
aktivitesini degerlendirmek icin giivenilir bir metod
oldugu ve rutin sitopatolojiye katki saglayabilecegi
gosterilmistir [14].

Literatlirde “Toplam AgNOR saysi / Toplam Cekirdek
sayis1”, “Toplam AgNOR alan1 / Toplam Cekirdek
sayis1”, c¢ekirdek¢ik alanlarmin ya da caplarmin
ortalamalar1 kullanilarak yapilmis g¢esitli caligmalar
vardir [13, 25-34]. Bu yontem de ““TNA / CA”
oraninin her bir hiicre i¢in dl¢limii bireysel hiicrelerin
NOR  proteinlerini  sentezleme  kapasitesindeki
degisikliklerin tespit edilmesine yarar. Boylece her bir
hiicrenin proliferasyon hizi hakkinda daha gergekei
sonuglar elde edilmis olur. Bunun i¢in malin ve benin
tiroid lezyonlarim1 ayirmada bizim kullandigimiz
yontemin basari oran1 daha yiiksektir. Bu yontemin,
uygulamada basit ve ucuz olmasi da sagladigi diger
avantajlardandir [13, 14]. Fakat yapilan bu ¢aligmalarda
100 hiicrenin degerlendirilmesiyle gereginden fazla

zaman harcaniyor olmasi muhtemeldir. Bu nedenle,
harcanan bu zamanm (incelenen hiicre sayisim
azaltarak) kisaltilmasinin miimkiin olup olmadigi
arastirilmistir. Bu amagla, ayni bireylerin ilk 50
hiicresinin AgNOR degerleri (ortalama AgNOR sayisi
ve “TNA / CA’ orani) ile ilk 100 hiicresinin ayni
degerleri arasinda anlamli bir farkin olup olmadigini
tespit edilmeye calisilmistir. Bildigimiz kadariyla
literatiirde ayn1 amagla yapilmis bagka bir ¢alismaya
rastlanamamustir.

Elde edilen sonuglar, ayn1 bireylerin ilk 50 hiicresinin
AgNOR degerleri ile ilk 100 hiicresinin AgNOR
degerleri arasinda anlamli bir farkin bulunmadigini
gostermektedir. Dolayisiyla, AgNOR
degerlendirmesine dayanan c¢aligmalarda (ortalama
AgNOR sayist ve ““TNA / CA’’ oranimin tespiti i¢in)
100 hiicre yerine 50 hiicrenin degerlendirilmesinin
calisma sonucunu degistirmeyecegi ileri siiriilebilir.

Sonuglara  dayanarak, bundan sonra yapilacak
calismalarda 100  hiicre yerine 50  hiicrenin
degerlendirilmesi ile (hem preparatlardan

degerlendirilmeye uygun hiicrelerin segilmesi, bunlarin
resimlerinin bilgisayar ortamina aktarilmasi ve goriintii
analizlerinin yapilmasi i¢in) harcanan siirenin yariya
indirilmesinin miimkiin olabilecegi kanisina varilmstir.
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