ARASTIRMA (Research Report)

TiROID PAPILLER KARSINOM VE NORMAL TiROID HUCRE
CEKIRDEKLERINDE AgNOR SAYISININ DEGERLENDIRILMESI*
Evaluation of AgNOR Spot Number in Thyroid Papillary
Carcinoma and Normal Cells Nuclei
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Ozet : Tiroid kanserleri, klinikte goriilen kanserlerin %1
kadarmm  olusturup, yavas ilerleyen tiimorlerdir.
Genelde yasam stiresi iyi olmakla beraber, tiim
endokrin organ kanserlerinden daha fazla oliime neden
olmaktadirlar. Hiicre ¢ekirdeginde bulunan ¢ekirdek¢ik
organize eden bolgeler (nucleolus organizer regions,
NORs) insanda  bulunan bes ¢ift akrosentrik
kromozomun (13,14,15,21 ve 22. kromozomlar) ikincil
bogumlarina yerlegmis, ardisik olarak yinelenen rRNA
gen ailesidir. Interfazda transkripsiyonel olarak aktif
olan NOR’lar, giimiis nitrat ile segici olarak
boyanabilirler. Benign ve malign tiroid lezyonlarini
AgNOR boyama teknigi ile karsiastirmak igin, 15
kontrol ve 15 tiroid papiller kanserli bireyden olusan iki
grup c¢alismaya dahil edilmistir. Her bir bireyin
preparatt AGNOR boyama teknigi ile boyanmis ve ozel
bir bilgisayar programi kullanmilarak her bir ¢ekirdek
icin toplam AgNOR sayisi degerlendirilmistir. Her bir
bireyden 100 ¢ekirdek degerlendirilmis ve her biri igin
ortalama NOR sayist  degerleri  hesaplanmugtir.
Bulgulara gore kontrol grubunun ortalama NOR sayist
1.30240.122 bulunmustur. Aynmi deger tiroid papiller
kanser grubunda 4.564+1.001 bulunmugstur. Veriler
Mann  Whitney-U  testi ile istatistiksel olarak
kiyaslanmistr. Bu bulgulara gére, kontrol ve tiroid
papiller kanser grubu bireylerin ortalama NOR sayilari
arasinda anlamli bir istatistiksel fark tespit edilmistir
(p=0,0001, z=4,666). Sonug olarak NOR sayisinin
benign ve malign tiroid lezyonlarint ayirmada kullanigl
bir arag¢ olacagi kanisindayiz.

Anabhtar kelimeler: Tiroid, NOR, AgNOR

Summary: Thyroid cancers constitute 1% of clinical
cancer cases and develops slowly. Althought the
survival time of patient is favorable, its mortality is
greater than all endocrin tissue cancers. The NORs
are tandemly repeated rRNA gene family found in
secondary constrictions of the five pair of acrocentric
chromosomes. In interphase, transcriptionaly activa-
ted NORs are selectively stained with AgNO;.

To compare the benign and malign thyroid lesions by
AgNOR staining technic, 15 individual in control, and
15 in thyroid papillary cancer group were involved.
AgNOR staining technic was applied to the slides of
each individual, and AgNOR number was evaluated
for each nucleus, using a special computure
programme. From each individual, one hundred nuclei
were analyzed and the mean NOR number/nucleus
were evaluated. According to the data, mean NOR
number of controls was found to be 1.302+0.122. Also
in cancer group mean NOR number were found to be
4.564+1.001. The datas were compared with Mann
Whitney-U test as statistical. According to this data, a
significant difference was evident between the mean
NOR number of control and cancer groups indivudials
(p=0.0001, z=4.666).

In conclusion, we think that evaluation of mean NOR
number is a useful diagnostic tool in benign and
malign lesions.
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Tiroid terimi Grekge’deki kalkan sekilli anlamina
gelen thyreoides kelimesinden koken alir. ilk olarak
bu bezi Galen (Galenos M.S.129-198) tarif etmistir.
Tiroid ismi ise 1656 yilinda denographia adli ese-
rinde Thomas Wharton tarafindan kullanilmusgtir (1).
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Tarihte ilk defa tiroid bezine cerrahi girisimi Egi-
na’li Paulus gergeklestirmistir (2). Tiroid kanserle-
ri, over kanserinden sonra en fazla rastlanan bir
endokrin sistem kanseridir (3).

NOR’lar, bes ¢ift akrosentrik kromozomun (13, 14,
15, 21 ve 22’nci giftler) ikincil bogumu olarak nite-
lendirilen satellit saplarinda yerlesmis olan ve ak-
tifken giimiis ile boyanabilen ribozomal gen bolge-
leridir. NOR’lar ile ilgili olan proteinler, giimiis
iyonlarin1 baglayarak segici olarak boyanabilen,
asidik non-histon tip proteinlerdir. Giimiis transk-
ripsiyonel olarak aktif olan ya da transkribe edile-
bilen rDNA bélgelerine baglanir ve rRNA nin non-
histon proteinlerine tutulu kalir (4). Ribozomal
RNA genleri (rRNA) aktif transkripsiyon siiresince
RNA polimeraz I ile ¢ekirdekgikte yer alirlar. Insan
diploid hiicrelerinde NOR’lar, akrosentrik kromo-
zomlarin kisa kollarinda ribozomal RNA (rRNA)
i¢in sifrelenen ardisik olarak yinelenen ¢ok sayida-
ki ribozomal genlerin yaklasik 300-400 kopyasini
igerirler (5). Ribozomal genlerin transkripsiyonel
aktiviteleri glimiis ile boyanma yogunlugu ile ilis-
kilidir (6,7). Transkripsiyonel olarak aktif olan
rDNA kiimeleri, AgNOR boyama ile belirlenebilir
(8). Bu teknikle NOR’larda bulunan asidik protein-
ler (AgNOR proteinleri) boyanir. Interfaz siiresince
NOR’lar ¢ekirdekgik ile iliskilidir (9). AgNOR
proteinleri ¢ekirdek¢igin ipliksi merkezinde yerle-
sir ve metefaz NOR’larinin karsiligini géstermek
i¢in kullanilirlar (10). Bu nedenle AgNOR boyama,
interfaz ¢ekirdegindeki cekirdekgikleri gostermek
icin (11,12) ya da metafaz kromozomlarindaki ak-
tif NOR yerlesimini belirlemek i¢in (13,14) kulla-
nilan en giivenilir metodlardan biridir.

Eréz R, Ciicer N, Unliihizarci K, Oztiirk F

GEREC VE YONTEM

Bu ¢alisma Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi En-
dokrin poliklinigine bagvuran 15 kontrol ve 15
tiroid papiller karsinom hasta grubuna ait bireylerin
tiroid hiicre gekirdekleri iizerinde yapilmistir. Has-
talardan alman biyopsiler, oda sicakliginda havada
kurutulmustur. Daha sonra metanolde 10 dakika
fikse edilerek tiroid hiicrelerinin lam iizerine sabit-
lenmesi saglanmistir. Daha 6nceden tespit edilmis
olan kontrol grubunu olusturan bireylere ait parafin
bloklar arsivden ¢ikartilmigtir. Daha sonra mikro-
tom yardimiyla bu bloklardan 3 mikronluk kesitler
almip bir firca yardimiyla su banyosu igerisine
konulmus ve buradan da bir lamin iizerine alinmig-
tir. Bu lam parafin blogun erimesi i¢in 1sitici bir
tabla iizerinde yaklasik olarak 15 dakika bekletile-
rek deparafinizasyona tabi tutulmustur. Parafin
eridikten sonra {izerinde doku bulunan bu lam daha
onceden hazirlanmig olan bir salenin igerisindeki
ksilole konularak 15 dakika bekletilmis ve sirasiyla
azalan etil alkol serilerinde (%100, %96 ve %
70°1ik) 5’er dakika bekletilmistir. Alkol serilerin-
den ¢ikarildiktan sonra 5 dakika distile suda bekle-
tilmig ve oda sicakliginda kurutularak NOR boya-
ma islemine hazir hale getirilmistir.

Luther E. Lindner tarafindan kullanilan giimiis
boyama metodu (15) hafif degistirilerek AgNOR
boyama islemi gergeklestirilmistir.

Preparatlar ilk 6nce 10 dakika metanolde bekletile-
rek fiksasyon saglanmis ve daha sonra havada ku-
rutulmustur. Havada kurutulan preparatlar daha
sonra i¢inde distile su ile 1slatilmis kurutma kagidi-
nim bulundugu petri kabimnin igerisine yerlestirilmis-
tir. Preparatlarin lizerine pastor pipeti ile glimis
boyama soliisyonundan 3-4 damla damlatilmig ve
iizerleri lamelle kapatilmistir.
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Sonra hizli bir sekilde petri kabiin kapagi kapatila-
rak, etrafi 151k almayacak sekilde aliminyum folyo
ile sarilip 37 °C’deki etiivde 15 dakika bekletilmis-
tir. 15.dakikanin sonunda etiivden ¢ikarilan prepa-
ratlar tizerlerindeki lameller diisiinceye kadar distile
su ile yikanmustir.

Sonugcta tiim preparat {izerindeki biitiin bolgelerde
hedefledigimiz kalitede homojen AgNOR boyan-
malar elde edilmistir.

istatistiksel Analiz

Kontrol grubu ile tiroid papiller kanser tanisi almis
olan bireylerin NOR sayilarinin degerlendirilmesi
ile elde edilen verilerin normal dagilim gosterip
gostermedigini smamak i¢in Shapiro-Wilk testi
kullanilmigtir. Veriler normal dagilmadig: igin ba-
gimsiz gruplarin ikili karsilagtirmalarinda, non-
parametrik testlerden Mann Whitney-U testi kulla-
nilmistir.

Resim 1. Kontrol grubu hiicresi ¢ekirdegi

BULGULAR

Calismamiza 32-66 yas grubu arasinda 15 kontrol,
28-81 yas grubu arasinda 15 tiroid papiller karsi-
nom tanisi almis olan birey dahil edilmistir.

Her bir bireyden 100 g¢ekirdek degerlendirilmis ve
her biri i¢in ortalama NOR sayis1 degerleri hesap-
lanmigtir. Daha sonra her bir grup i¢in standart sap-
malar hesaplanmistir. Bulgulara gére kontrol grubu-
nun ortalama NOR sayis1 1.302+0.122 bulunmustur
(Tablo I). Ayn1 deger tiroid papiller kanser grubun-
da 4.56441.001 bulunmustur. Her bir grubun NOR
sayist ortalamalar1 kullanilarak Box Plot grafigi
cizilmistir (Sekil 1). Verilerimize gore, kontrol ve
tiroid papiller kanser grubu bireylerin ortalama
NOR sayuilar1 arasinda anlamli bir istatistiksel fark
tespit edilmistir (p=0,0001, z=4,666).

Resim 2. Tiroid papiller kanser grubu hiicresi
cekirdegi
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Sekil 1. Her bir grubun NOR sayis1 ortalamalarmin Box Plot grafigi ile gdsterimi

Tablo 1. Varyans analizi uygulanmis kontrol ve tiroid papiller kanser gruplarmm N, n
degerleri ve standart sapmalar1

NOR Sayis1 (Ort. £SD) O.D. P

Gruplar N (%25:%75)
1.30240.122
Kontrol 15 1500
1.308 (1.210;1.403) 0,0001
Tiroid papiller kanser 15 1500 4.564+1.001
N:Gruptaki birey sayisi 0.D.: Ortanca (median)
n:Incelenen toplam hiicre sayisi Ort.: Ortalama SD:Standart sapma
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TARTISMA

AgNOR sayisi, benign ve malign lezyonlar1 patolo-
jik materyaller iizerinden ayirt etmede ¢ok cesitli
neoplastik orneklere uygulanmaktadir (16). Bu
alanda kullanilan diger teknikler ise, hiicre gogal-
masinin gostergesi olmak tizere, PCNA, Ki-67
ekspresyonlarindaki artislarin - immiinohistokim-
yasal yontemlerle belirlenmesidir (17-20). Ancak,
bu yontemlerin hem malign hem benign lezyonlari
birbirinden ayirt etmede, hem de malign lezyonla-
rin kendi aralarinda ayirici tanilarinda sagladiklari
basar1 oranlari degiskenlik gostermektedir (17,21).

Ag-NOR proteinleri boliinen hiicrelerde hizli bir
sekilde biriken, giimiis seven bir ¢ekirdekgik pro-
tein setidir (22,23). Ayrica, bu proteinlerin ekspres-
yonu bdliinmeyen hiicrelerde ¢ok diisiiktiir. Dogal
ortammda Ag-NOR proteinlerinin ekspresyonu,
morfometrik ve goriintii analizlerinin kullanilarak
glimiis boyanma diizeylerinin tespit edilmesi ile
Olciilebilir. Rastgele secilmis olan hiicrelerdeki Ag-
NOR proteinlerinin ortalama olarak miktarlarinin
tespit edilmesi kanser hiicrelerinin ¢ogalma potan-
siyelinin onceden tespit edilmesine olanak saglar
(24). Ag-NOR proteinlerinin miktarmin hiicre kat-
lanma zamani ile iliskili oldugu O&nerilmektedir
(23). Hiicre siklusu siiresince, siklusun en hizli
oldugu zamanda en fazla miktarda Ag-NOR protei-
ni sentezlenmektedir (25).

Bulgularimiz da literatiir bilgisiyle uyumlu olup,
ortalama NOR sayilar1 oranlarinin hizli kontrolsiiz
hiicre ¢ogalmasi olan kanserli bireylerde 6nemli
derecede yiikseldigini ortaya ¢ikarmistir. Buna
kargilik boliinmenin kontrol altinda bulundugu
kontrol grubunda yer alan, eriskin saglikli bireyler-
de tiroid dokusu gelisimini tamamladigindan ve
hiicreler dinlenim durumunda oldugundan, kontrol
grubu bireylerinde NOR sayisi degerleri diisiik
olarak elde edilmistir.

Ayni grup icerisindeki bireyler yasa gore kiyaslan-
diginda; kontrol grubu ve kanser grubunda grup igi
ortalama NOR sayisi ile hasta yasi arasinda bir
iligki olmadig1 goriilmistiir.

Sonug olarak, AgNOR leke sayist benign ve ma-
lign tiroid hiicrelerini birbirinden ayirt edebilen
faydali bir yontem olarak goziikmektedir.
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