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PROSTAT HIiPERPLAZI VE KANSER DOKU ORNEKLERINDE iKi BOYUTLU
AgNOR DEGISIKLERININ KARSILASTIRILMASI
Comparison of two Dimensional AGNOR Parameters in Prostate
Hyperplasia and Cancer Tissue Samples
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Ozet : Prostat kanseri ileri yastaki erkeklerde en sik goriilen
kanserdir. Hastaligin baslangici ve dogal seyri sinsidir.
Giintimiizde hi¢cbir yayilimin izlenmedigi lokalize hastaligin
kiiratif tedavisi miimkiin iken lokal invazif ve/veya metastatik
prostat kanserinin tedavisi sorundur. Bu, etkin bir tedavi i¢in
hastaligin daha erken donemde taminmasi gerekliligini ortaya
ctkarmistir. AgNOR  boyama tekniginin, tiimérlerin erken
tanisinda, kismi olarak malign tiimorlerden benign tiimorleri
ayirt etmede ve malign tiimériin siddetini degerlendirmede
faydali bir test haline geldigi ileri siiriilmektedir. Bu amacla
calismamizda, parafin bloklanmis doku drneklerinden alinan 3
um’lik kesitlere deparafinizasyon, rehidratasyon ve giimiis
boyama  teknikleri uygulandiktan sonra  hiicrelerin
mikroskoptaki gériintiileri video kamera araciligi ile bilgisayar
ortamina aktarildr. Aragtirma grubunu olusturan 23 Prostat CA
hastast (7 Gradel, 8 Grade2, 8 Grade3) ile kontrol (K)
grubunu olusturan 8 Benign Prostat Hiperplazisi (BPH)
tizerinde AgNOR degisikliklerinin karsilastirilmas: amact ile
toplam AgNOR alani/Cekirdek alani (TAA/CA) degerleri
bulundu. Ayni hasta ve kontrol grubu toplam AgNOR sayisi/
Cekirdek (TAS/C) kriterine gore de degerlendirildi. Her bir
ornekten 100°er hiicre degerlendirmeye alindi ve tiim
istatistiksel  degerlendirmelerde tek yonlii ANOVA testi
kullanildi. Bu degerlendirmelere gore TAA/CA degerleri; G,
G2, G3, ve K grubu igin swrasiyla; 5.94+2.41; 7.95+3.66;
8.18+3.42 ve 5.81+2.11 olarak bulundu. Karsilastirmalar
sonucunda G2-G3 gruplart arasindaki fark istatistiksel olarak
anlamsiz (p>0.05) bulunurken, GI1-G2, GI-G3, G2-K, G3-K
(p<0.001) ve GI-K (p=0.003) gruplari kendi aralarinda
istatistiksel olarak anlaml farkhilik gosterdi. TAS/C degerleri;
Gl1, G2, G3 ve K grubu i¢in sirasiyla 1.27+0.67; 1.36+0.68;
1.47+0.83 ve 1.35+0.59 olarak bulundu. Yapilan istatistiksel
karsilastirmalar sonucunda G2-K gruplart farksiz bulunurken
(p>0.05), GI-G3, G3-K (p<0.001) GI-G2, G2-G3 ve GI-K
(p<0.05) gruplar: kendi aralarinda anlaml: farklilik gosterdi.
Sonug olarak; TAA/CA metodunun malign bélgeleri benignden
ayirt  etmedeki  tistiinliigii nedeniyle, prognostik parametre
olarak kullanilabilecegi kanisina varildi.

Anahtar kelimeler: AgNOR, prostat CA, benign prostat
hiperplazisi (BPH)
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Summary : Prostate cancer is a type of cancer, which
usually occurs in elderly men. Its onset and course are
insidious. The treatment of the local invasive and/or
metastatic prostate is a problem whereas the cure for
localized-disease is possible, which necessitates
diagnosis. The AgNOR staining technique has become a
useful instrument in diagnosing tumors, particularly in
distinguishing benign from malignant tumours, and in
evaluating the aggressiveness of the later. In our study,
all tissue samples were embedded in paraffin and routine
sections were recut at 3um thickness before
deparafinization and rehidration, and then stained by
AgNOR technique. The microscopic images of the cells
were recorded in the computer via a video camera. The
total AgNOR area/Nucleus area (TAA/NA) values were
calculated to compare the AgNOR differences between 8
Benign Prostate Hyperplasia (BPH) as the control group
and the 23 prostate cancer patients (7 Gradel, 8
Grade2, 8 Grade3) as the experimental group. The same
control and patient groups were evaluated using total
AgNOR count/ Nucleus (TAC/N), for the criterion. Cells
numbering 100 in each, sample were taken into account
and oneway ANOVA was used in the statistical analysis.
The mean TAA/NA values of G1, G2, G3 and K groups
have been found 5.94+2.41; 7.95+3.66; 8.18+3,42 and
5.81£2.11 respectively. GI-G2, GI-G3, G2-K, G3-K
(<0.001) and GI-K (p=0.003) were significantly
different, whereas the difference (between G2-G3) was
not statistically significant (p>0.05). TAC/N values in
G1, G2, G3 and K groups were 1.27+0.67; 1.36+0.68;
1.47+0.83 and 1.35+0.59; respectively. G2 was not
different from K (p>0.05), whereas a significant
difference was found between GI1-G3, G3-K, (p<0.001)
and G1-G2, GI-K,G2-G3 (p<0.05). In conclusion, the
eligibility of TAA/NA method in the determination of the
difference between the malign and the benign regions
makes this method more acceptable in prognostic
evaluation.
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Prostat kanseri (Prostat CA) tiim diinyada giderek
biiyliyen bir saglik sorunudur. Prostat kanseri
insidanst ve prostat kanserine bagli mortalite
1970’lerden sonra giderek artmistir (1). Erkek nii-
fusunda Prostat CA, tiimore bagl dliimlerin en
yaygin ikinci nedenidir (2). Hastaligin baglangici
ve dogal seyri sinsidir. Tani alan bir ¢ok hastada
hastalik ya lokal invazyon gostermis ya da
metastatik hale gecmistir (3).

NOR’lar (Nucleolar Organizer Regions), insanda
ve diger Okaryotlarda kromozom iizerinde
“Cekirdekcik olusturan DNA bdlgelerini” ifade
ederler (4). NOR’larin giimiis seven (arjirofilik)
proteinleri, NOR’larda lokalize genlerle iligkili,
histon olmayan proteinlerdir (AgNORSs) (5). Gene-
tik olarak aktif olan NOR’larin giimiis ile boyana-
bildigi belirlenmistir. NOR boyama, cesitli bitki ve
hayvan dokularinda interfaz ya da hiicre dongiisii-
niin herhangi bir evresinde niikleolus (¢ekirdekeik)
olusturan bolgeleri goriilebilir hale getirmek igin
kullanilan bir boyama teknigidir. Bu teknige
“Glimiis boyama (silver staining)” da denir.
NOR'’larda bulunan bu proteinler giimiis boyama
teknigi ile boyandiginda hiicre ¢ekirdegi icerisinde
siyah-kahverengi benekler halinde goriilebilmekte-
dirler (5,6). Tiimor hiicrelerinin proliferatif aktivi-
teleri arttiginda, AgNOR sayisinin da proliferatif
aktiviteye iliskin bir parametre olarak arttig1 bilin-
mektedir (5). Ribozomal genlerin giimiis boyanabi-
lirligi ile aktif transkripsiyonel durumlari arasinda
pozitif bir iliski vardir (5). NOR’larmn glimiisle
boyanmasi, ribozomal DNAnin potansiyel kopya-
lama aktivitesinin gosterilmesinde kullanilabilir.
Dolayistyla, AgNOR sayilarindaki artig tiimdr hiic-
relerinin artisii yansitir (7). Bu 06zellik halen
malign potansiyeli belirlemek i¢in kullanilmaktadir
(8). Malign hiicrelerde NOR’lar, ¢ekirdekgiklerden
ayrilarak cekirdek icerisine yayilmaya egilimlidir-
ler (7). AgNOR sayisi-prognoz iligkisini arastiran
calismalarin sonuglar ¢eliskilidir (2,7,9). Malign
ve benign lezyonlarda AgNOR’larin timor
klasifikasyonu ve prognoza iligkin saglikli bilgi
vermesinin iki boyutlu AgNOR &l¢limii ile miim-
kiin olacagin ileri siiren ¢aligmalar da bulunmakta-
dir (10). Ote yandan, bu iliskiyi ortalama Toplam

AgNOR alani/gekirdek alani (Ortalama TAA/CA)
oranlar1 iizerinden degerlendiren baska bir ¢alisma-
ya da rastlanilamamustir.

Calismamizin amaci; Prostat CA hastalar1 ile
Benign Prostat Hiperplazi (BPH)’li hastalarda Orta-
lama TAA/CA ve (Cekirdekte bulunan toplam
AgNOR sayisi/cekirdek (TAS/C) degerleri agisin-
dan bir farklilik olup olmadigini ve bu farkliligin
prognoz ile iligkisini ortaya koymak ve Prostat CA
hastalarinda prognostik olarak yardimci olabilecek
TAS/C degerlerine alternatif daha duyarli ve giive-
nilir yeni bir yontem gelistirmektir.

GEREC VE YONTEM

Arastirma i¢in 23 Prostat CA’l1 hasta (7 Gradel, 8
Grade2 ve 8 Grade3) ve kontrol grubu olarak 8
BPH’I1 hastanin patolojik arsiv 6rnekleri incelen-
mistir. Parafin bloklu prostat doku 6rneklerinden
~3 mm‘lik kesitler alinmig ve boyama islemi sira-
sinda dokularin lamdan diismemesi i¢in kesitlerin
alindig1 preparatlar bir gece 60°C’lik etiivde bekle-
tilmistir. Bunu takiben preparatlara
deparafinizasyon ve rehidratasyon islemleri ve gii-
miis boyama teknigi uygulanmustir. Preparatlar daha
sonra mikroskopta degerlendirilmek {izere entellan
ile kapatilmislardir (11).

Her bir preparattan analiz i¢in uygun olan 100 ge-
kirdegin goriintiisii 151k mikroskobunda, X1000
biiylitmede saptanarak, bir video kamera araciligi
ile bilgisayar ortamina aktarilmistir. Goriintiiler,
daha sonra degerlendirilmek iizere bitmap tiirii re-
sim formatinda bilgisayara kaydedilmistir.

Hasta ve kontrollere ait ortalama TAA/CA ve orta-
lama TAS/C 6zel bilgisayar programi (12) kullani-
larak degerlendirilmistir. Programla her bir hiicre
icin, hiicre ¢ekirdeginin alan1 ve igerisindeki toplam
AgNOR alani dlgiilerek Toplam AgNOR Alani /
Cekirdek Alani orani hesaplanmigtir. Her bir hasta
ve kontrol i¢in 100’er ¢ekirdek degerlendirilmistir.

Prostat CA ve BPH olgularinin ortalama TAA/CA
ve TAS/C degerleri tek yonliit ANOVA testi kulla-
nilarak kargilagtirilmistir.
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BULGULAR

Histolojik derecelendirilmelerine gore gruplandiril-
mis doku 6rneklerinin ve kontrol grubunun TAA/
CA degerleri Tablo I’de gosterilmistir.

Hasta ve kontrollere ait NOR alan1 degerleri tek
yonliit ANOVA testi uygulanarak karsilastirildigin-
da; G2-G3 gruplar arasindaki fark istatistiksel ola-
rak anlamsiz (p>0.05) bulundu. G1-G2, G1-G3,
G2-K, G3-K (p<0.001) ve G1-K (p=0.003) gruplar1
ise anlaml farklilik gosterdi. Tablo I’de K grubun-
dan G3’e dogru giderek yiikselen ortalama TAA/
CA degerleri goriilmekle birlikte, Tablo II’den de
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anlagilacag1 gibi G2-G3 gruplari istatistiksel olarak
farksiz bulunmustur (p>0.05).

Histolojik greydlerine gore gruplandirilmis doku
orneklerinin ve kontrol grubunun ortalama TAS/C
degerleri Tablo III” te gosterilmistir.

Hasta ve kontrollere ait AgNOR sayis1 degerleri tek
yonlit ANOVA testi uygulanarak karsilagtirildigin-
da; G2-K (p>0.05) gruplar farksiz bulunurken, G1-
G3, G3-K (p<0.001), G1-G2, G2-G3 ve GI-K
(p<0.05) gruplarmin anlamli farklilik gosterdigi
bulunmustur (Tablo IV).

Tablo I. Histolojik derecelendirilmelerine gore gruplandirilmig doku drneklerinin ve

kontrol grubunun ortalama TAA/CA degerleri

Gruplar N n Ortalama TAA/CA +SD (%)
Gl 7 700 5.94+241
G2 8 800 7.95 +3.66
G3 8 800 8.18 +3.42
K 8 800 581+2.11

N: Doku 6rnegi sayist

n: Degerlendirilen hiicre sayisi

Tablo II. TAA/CA degerleri agisindan gruplar arasi karsilagtirmalar (Karsilagtirma igin

tek yonli ANOVA testi kullanilmustir.)

Gruplar TAA/CA

G2 K
Gl <0.001 <0.001 <0.05
G2 >0.05 <0.001
G3 <0.001
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Tablo IIlI. Histolojik derecelendirilmelerine gore gruplandirilmis doku
orneklerinin ve kontrol grubunun TAS/C degerleri

Gruplar N n Ortalama TAS/C +SD
Gl 7 700 1.27+0.67
G2 8 800 1.36 +0.68
G3 8 800 1.47+0.83
K 8 800 1.35+0.59

N: Doku 6rnegi sayisi. n: Degerlendirilen hiicre sayisi.

Tablo IV. TAS/C degerleri agisindan gruplar arasi karsilastirmalar
(Karsilagtirma igin tek yonli ANOVA testi kullanilmistir.)

Gruplar TAS/C

G2 K
Gl <0.05 <0.001 <0.05
G2 <0.05 >0.05
G3 <0.001
TARTISMA

Tiimor patolojisindeki NOR analizlerinin pratik
uygulamasi, 1986’da NOR’larla ilgili proteinleri
belirlemek amaciyla basit argirofilik teknik
(AgNOR yontemi) tanimlandiginda baslamistir
(13). AgNOR sayis1, malignansi tanisinda patolog-
lara yardimci olan yeni bir arag¢ olarak kabul edil-
mistir (13).

NOR’lar bir hiicredeki protein sentezinin diizenlen-
mesinde merkezi oneme sahip olup, biiyiiklik ve
sayilart hem hiicrenin ¢ogalma hiz1 hakkinda bilgi
verir hem de malign transformasyon sirasinda degi-
siklik gosterebilir. AgNOR miktar1 ve hiicre ¢cogal-
mas1 arasindaki dogrudan iligkinin gdsterilmesi
AgNOR miktarinin malign tiimérler icin etkin bir
belirteg olabilecegi goriisiinii  desteklemektedir.

AgNOR analizleri farkli hiicre tiplerinin, malign
timorlerin  tanisinda yararli bulunmustur. Gozle
degerlendirme yonteminin subjektif ve zaman alict
oldugu, buna karsilik AgNOR alan analizinin daha
objektif ve verimli oldugu ileri stiriilmiistiir (14,15).

Dechenes ve Weidner (9) hiperplastik ve neoplastik
prostat hastalarinda; nukleolus c¢apmin, BPH’den
karsinomalara dogru, artan AgNOR sayilaria bagh
olarak artig gosterdigini, AgNOR sayilarinin
karsinomalarin tanisinda higbir ilave bilgi saglama-
digimui ileri siirmislerdir. Ayrica gekirdek¢ik gapinin
BPH’de, G2 ve G3’e dogru sirasiyla siirekli artis
gosterdigini, ¢ekirdekgik ¢aplarmin G3 tiimor hiic-
relerinde BPH’lilerin hiicrelerindekinden daha genis
oldugunu ve G2 hiicrelerdekinden farkli olmadigini
istatistiksel olarak gostermislerdir.
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Calismamiz G2-G3 gruplarmi AgNOR alam yo6-
niinden ayiramamasi ile Dechenes ve Weidner’in
sonuglart (9) ile paralellik gosterse de G1-K
(p<0.05), G2-K ve G3-K (p<0.001) gruplar1 arasin-
da anlaml farkliligin olmasi yoniinden istiinliik
saglamistir. Dechenes ve Weidner (9), AgNOR
artisini ortalama niikleolus capi iizerinden deger-
lendirmis ve artigin siirekli oldugunu gostermisler-
dir. Bizim sonuglarimizda da ayni artis gézlenmek-
tedir. Daha biiyiik sayida 6rneklerle yapilacak ¢ali-
silmalarin farki daha belirginlestirmesi beklenebi-
lir.

Bazi arastirmalar (2,16-22), hiicreler iizerinde gii-
miis boyama tekniginin; benign ve malign tiimorler
arasindaki farki ve iyi, orta ve kotii diferansiye
karsinomalar arasindaki dagilimi belirlemeye yar-
dim edebilecegini gosterirken, bu goriisii destekle-
meyen c¢aligmalara da rastlanilmaktadir (7).

Pavlakis ve arkadaglarinin (21) benign ve malign
prostatik  bolgelerdeki lezyonlarda, ortalama
AgNOR sayisinin, BPH’dan Prostat CA’ya dogru
stirekli artig gosterdigini ve G1, G2 ve G3 arasinda
anlamli farkliligin oldugunu bulmuslardir. Calig-
mamizda her ne kadar G2-K gruplarini istatistiksel
olarak ayrramamis olsa da, G1’den G2 ve G3’e
dogru siirekli artig istatistiksel olarak gdsterilmistir
(Tablo 3).

Alan ve Schned (7) NOR sayilarmin tan1 amaglt
kullanilip kullanilamayacagini arastirmis, toplam
malign ve benign gruplarina ait Ortalama AgNOR
sayilarinda ¢akismalar bulmuslardir. Yaptigimiz
calismada da G2-K gruplarini istatistiksel olarak
ayiramamamizin nedeni aynidir. G2 ve K grubu
say1 ortalamalar1 birbirlerine olduk¢a yakin bulun-
mustur. Bu duruma doku kesitindeki hiicrelerin tist
iste gelmesinin, NOR’larin birlesme egiliminde
olmasinin ve sayim metodunda bir standardizasyo-
nun bulunmayisinin neden oldugu disiiniilmekte-
dir. Saglanabilen hasta sayisinin yedi kisiyle sinirlt
kalmasi, K grubu ortalama TAS/C degerinin G1
grubundakinden yiiksek bulunmasina yol ag¢mis
olabilir. AgNOR miktariin degerlendirilmesinde
halen kullanilan iki yontem; AgNOR noktalarinin
sayllmasi ve AgNOR alan/alanlarinin analizidir.
AgNOR noktalarinin sayilmasi yalnizca zaman
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alict degil ayni zamanda gozlemci hatalarina da
izin veren bir yontemdir. AgNOR saymu ile karsi-
lastirildigr zaman AgNOR alaninin 6lgiilmesinin
daha giivenilir ve daha verimli bir yontem oldugu
gbsterilmistir. In  vitro calismalar, ortalama
AgNOR alan1 ve sayilarinin cesitli tiimorlerde
diferansiyasyon derecesi ile pozitif korelasyonunu
gostermistir.  AgNOR alanm1  ve tiirevlerinin,
AgNOR sayisina gore hiicresel ¢ogalma hizini da-
ha iyi ortaya cikardig1 ve malignansi da daha giive-
nilir bir gekilde gosterdigi bulunmustur (14,15).
Elde ettigimiz sonuglar da bu goriisii destekler nite-
liktedir.

Sonu¢ olarak, Ortalama TAA/CA degerleri
prognostik degere sahip goriinmekte ve bilgisayar-
da degerlendirme yontemi bireysel gozlem farlilik-
larin1 azaltarak gercege daha yakin bilgi saglamak-
tadir.
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