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MavicN vi Benien Meme Lezyonarinoa AgNOR
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OZET: Giimiig boyama teknigi kullanilarak 30 meme lezyonunun (10 fibrokistik hastalik (FKH), 10 fibroadenom (FA), 10 invazif duktal karsinom (IDK) parafin kesitlerinde
nukleolar dizenleyici bigelerle iligkili proteinler (AgNOR) galisildi. Benign meme lezyonlan olarak kabul edilen FKH ve FA ile invazif duktal karsinomda nukleollerdeki
kigiik siyah noktaciklar olarak gdriilebilen AgNOR sayilaninda farkliliklar izlendi. Benign lezyonlar arasinda istatistiksel olarak AGNOR sayilarinda farkliliklar izlenmedi.
Malign lezyonlarda mitoz sayisi ile AQNOR sayilan arasinda iliski tesbit edemedik. Sonug olarak bu yontemin benign ve malign meme lezyonlarini ayirmada diger yon-
temlere gore daha ucuz ve kolay oldugunu, diger hiicre proliferasyonunu gdsteren metotlarla birlikte uygulandiginda ise prognoza yénelik daha giivenilir sonuglar elde

edilecedini digindik.
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SUMMARY: AgNOR IN BENIGN AND MALIGN BREAST LASIONS. Using a silver staining fechnique, nucleolar organizer region-associated proteins (AgNORs) have
been studied in 30 breast lesions (10 fibrocystic disease (FCD), 10 fibroadenoma (FA), 10 invasive ductal carcinoma (IDC)). A significant difference was found be-
tween the numbers of AGNORS in the nuclei of benign and malign lesions, but there was no istatistically difference between the numbers of AGQNORS in benign breast
lesions. As a result we think that this method is cheaper and easier than other techniques in diferantiating benign and malign breast lesions. Using together with other
methodsshowing proliferating cells in breast carcinoma they will give more reliable results about prognosis.
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GIiRiS

Nikleolar dizenleyici bdlgeler (NOR) ribozomal RNA
genleri ihtiva eden hicrelerin nikleollerinde bulunan DNA
halkalaridir. Ribozomal RNA genleri (rRNA) protein sente-
zinde dnemli rol oynarlar. Bundan dolayr NOR'larin sayilari
ve gorinimleri hiicrelerin niikleer ve hiicresel aktivitesini
yansitir (1-8). 1970'li yillarin bagindan beri nikleoler diizen-
leyici bolgeler 6zellikle sitogenetikgiler tarafindan trizomiler
gibi belirli bazi1 genetik bozukluklarin degerlendiriimesi ama-
ci ile kullamilmaktayd: (5-8). Ancak histopatologlar {arafin-
dan fazla ragbet gérmiiyordu. 1986 yilinda Ploton ve ark.
teknigi gelistirerek oda sicakliginda ve parafin kesitlerde uy-
gulanabilirligini saglamasindan sonra bu konuda caligmalar
artmigtir (6).

Nikleolar dizenleyici bolgeler gimis kolloidal teknigi
olan AgNOR yéntemi ile NOR'la ilgili proteinlerin argirofil
ozelligi kullanilarak gosterilmektedir. NOR'la ilgili bu protein-
lerin yapisi tam olarak anlagilmamakla birlikte, AQNOR yén-
temiile niikleolar yapilar ve niikleolar bélgelerin varyasyonla-
rinin incelenmesi saglanmaktadir (1-8). NOR ile iligkili bu pro-
teinler gimis kolloidal teknikler kullanilarak boyandiginda si-
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yah noktaciklar seklinde gériintiilenebilir. in vitro yapilan ¢a-
lismalarda AgNOR sayi ve biiyikliklerinin rDNA aktivitesini
yansittiklari ve diferansiasyon derecesini gosterdikleri belir-
lenmistir. Buna gére malign hadiselerde hiicrenin aktivitesini
yansitan NOR sayilarinin arttigi tesbit edilmistir (2,4,5,7,8).
Bizim bu ¢alismada amacimiz benign ve malign meme has-
taliklarinda AgNOR yéntemini kullanarak benign ve malign
lezyonlar arasindaki boyanma farklihgini tesbit ederek ucuz
ve rutin olarak kullanilabilen bu yéntem ile hiicre proliferas-
yonu ve NOR sayilan arasindaki iligkiyi incelemektir.

MATERYAL VE METOD

Calisma grubu olarak Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi
Patoloji Anabilim Dali arsivinden rastgele secilen benign ve
malign meme hastaliklarina ait toplam 30 hastaya ait para-
fin bloklar kullanildi. Vakalara rutin hematoksilen -eosin bo-
yasi ile 10 tanesi fibroadenom, 10 tanesi fibrokistik hastalik,
10 tanesi de invazif duktal karsinom tanisi verilmistir. Fibro-
kistik hastalik tanisi alan vakalardan 5 tanesi ise hafif ve or-
ta derecede hiperplazi gosteren fibrokistik hastalik olarak
degerlendirilmisti.

Bu parafin bloklarindan hazirlanan kesitleri Smith ve ar-
kadaglarinin kullandigi AgNOR yéntemi ile boyadik.
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Restm 1. Fibrokistik hastalik vakasinda AgNOR noktaciklar (AgNOR
X1000).

TABLO 1: FIBROKISTIK HASTALIK (FKH)
VAKALARINDAN ELDE EDILEN AgNOR SAYILARI

Tan Vaka no Total AQNOR X SD
FKH (Epitelyal 1 1.88
proliferasyon 2 1.67
gbstermeyen) 3 1.8
4 227
5 1.97
FKH (Epitelyal 6 L 1.958  0.225
proliferasyon 7 1.73
gostermeyen) 8 214
9 2.05
10 2.30

Boyama Teknigi

% 10'luk formalinle tesbit edilmis ve parafin bloklari ha-
zirlanmig dokulardan 5-6 mikron kalinhginda kesitler yapildi.
3-5 dakika ksilolde bekletildikten sonra degisik derecelerde-
ki etil alkolden gegcirilerek rehidrate edildi. Deiyonize suda
8-10 dk. yikandi. AGQNOR kolusyonu hazirlamak igin 2 gr toz
ielatin 100 mlt distile suda su banyosu icerisinde ¢ozlldu
ve Uzerine 1 gr sulu formik asit ilave edildi. % 50 sulu gii-
mis nitrat ise 50 mit distile suda 25 gr gumiis nitrat kristali
¢bzindurilerek elde edildi. Gimis NOR (AgNOR) boyama
solusyonu hazirlamak icin sulu gimis nitrat solusyonu ile
jelatin solusyonu 2:1 oraninda kanstinildi. Hazirlanan kesit-
ler karanlik ortamda ve oda sicakliginda solusoyn icerisinde
45 dk. bekletildi. Daha sonra deiyonize suda yikandi ve etil
alkolde dehidrate edilerek ksilolle seffaflandirildi. DPX ile
kapatildi. Tum kesitlerde rastgele secilen sahalarda pozitif
boyanma gosteren hiicreler X100 biyitmede immersiyon
yagi kullanilarak 11k mikroskobu altinda degerlendirildi. Her
vakada 100 hiicre sayildi ve hicre basina ortalama AgNOR

sayilan hesaplandi. Sonuglar Student-t testi ile degerlendi-
rildi.

BULGULAR

Benign meme hastaliklarindan proliferasyon gésteren
ve gostermeyen fibrokistik hastalik vakalarindan elde edilen
AgNOR degerleri 1.67 ile 2.3 arasinda degisiyordu (ortala-
ma 1.958) (Resim 1) (Tablo 1). -

Resim 2. Fibroadenom vakasmda AgNOR noktacikiar: (AgNOR
X1000).

Resim 3. Invazif duktal karsinomda AgNOR noktaciklan (AgNOR
X1000). ¥

Fibroadenom vakalarinda total AQNOR sayilan 1.5 ile
2.5 arasinda degigiyordu (ortalama 1.87) (Resim 2) (Tablo
2). Invazif duktal karsinom vakalarinda total AGQNOR sayilari
5.6 ile 11.49 arasinda degisiyordu (ortalama 8.93) (Resim
3) (Tablo 3).

Epitelyal proliferasyon gdsteren ve gdstermeyen fibro-
kistik hastalik vakalari ile fibroadenom vakalarinin AGNOR
sayilar arasinda istatistiksel olarak fark olmamasina rag-
men invazif duktal karsinomun total AQNOR sayilari her iki
benign meme lezyonundan istatistiksel olarak farkliydi (Tab-
lo IV).

TARTISMA

Nikleolar dizenleyici bélgeler yapilan kesin olarak bilin-
meyen NOR'la iligkili proteinlerin argirofili 6zellikleri kullani-
larak uzun yillardan beri incelenmektedir (1-8). 1986 yilin-
dan bu yana ise parafin kesitlere uygulanabilen bu yéntem
ile NOR'la ilgili proteinler Gizerindeki salfhidril gruplarnina gu-
mis baglanmaktadir (6). NOR'la ilgili oldugu éne sirilen
proteinler RNA polimeraz |, C 213 protein, C 23'le iligkili pro-
tein ve B 23 fosfoproteindir (1,2,5). rDNA'y1 sifreleyen DNA
halkalan olarak bilinen NOR'larin hiicrelerin sentez ve meta-
bolik aktivitesi ile iliskisi oldugu 6ne sirilmektedir (1-8).

1986'da Ploton ve ark.in teknigin parafin bloklara ve
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TABLO 2: FIBROADENOM VAKALARINDA TOTAL
AgNOR SAYILARI

Total AgNOR X SD

Tani Vaka no

1.6

2.35

1.65

1.64
213 1.87 0.42
2.5

1.18

2.05

2.1

: 2]

Fibroadenom

SOONOU A WN =

oda sicakhginda uygulanabilmesini saglayan ¢alismalarin-
dan sonra NOR'lar malign insan hiicrelerinde arastirimaya
baslanilmistir (6). 1987'de Crocker ve ark. non-Hodgkin len-
fomalarin parafin kesitlerinden olusan biyiik bir seride Ag-
NOR c¢alismis ve yiksek grade'li malign lenfomalarda di-
suk grade'lilere gore hicre basina disen AgNOR sayisinin
belirgin oranda yiksek oldugunu goéstermislerdir (1). Daha
sonra bu teknik gocukluk ¢aginin kigik hicreli timarleri,
kutandz lezyonlar, bronsiyal ve tiroid karsinomlarinda cali-
silmigtir (2,3,5). 1988 yilinda Smith ve ark. benign ve malign
meme hastaliklarinda NOR sayilanini arastirmistir (8).

Meme hastaliklarinda prognoz histolojik grade, klinik
devre ve timoérin proliferatif aktivitesi ile yakindan iligkilidir
(7-8). Timérin proliferatif aktivitesi ise timérin potansiyel
biyolojik davranisini en somut sekilde yansitmaktadir (7).
Yapilan ¢ok sayida ¢alismada genellikle meme karsinomla-
rinda proliferatif aktivitenin en iyi prognostik faktér oldugu
gosterilmigtir (7,8). Timérdn proliferatif aktivitesinin en iyi
gostergeleri ise mitoz sayisi, DNA flow sitometrisi monoklo-
nal bir antikor olan Ki 67 gibi imminohistokimyasal yontem-
ler pahal ve her merkezde bulunmayan ekipmanla uygula-
nabilmektedir. Bu nedenle hiperplazi ve malignensi gibi
hicrelerin aktif oldugu durumlarda hiicreniikleollerindeki
AgNOR sayilarindaki degisikligi degerlendirmek igin ucuz
ve rutin laboratuvar sartlarinda uygulanabilen bir teknik olan
AgNOR yénteminin kullaniimasi ve mitoz sayisinin hesap-
lanmasi daha pratik olacaktir.

Bu galismada hiperplastik ve malign meme hastaliklarini
inceledik. Sonucta benign meme lezyonlarindan FA ve FKH
vakalarinda AgNOR sayilan arasinda istatistiksel olarak fark
tesbit etmedik. FA ve FKH vakalarinda mitotik figar izleme-
dik. Bulgulanmiz Raymond ve ark. ile Smith ve ark.'nin
yaptigi calismalarla uygunluk gostermektedir (7,8).

Toplam AgNOR sayilar degerlendirildiginde neoplastik
meme hastaliklar ile benign meme hastaliklari arasinda be-
lirgin bir farklihk dikkati ¢ekti (Tablo 1V). Malign hastaliklarda
mitoz sayisi da her 10 BBS'da 0.7 ile 1.2 arasinda degisi-
yordu (Tablo 3). Buna karsilik mitoz sayisi ile AQNOR de-
gerleri arasinda iligki tesbit etmedik. Calisma grubu olarak
sectigimiz vakalarin klinik olarak takiplerini yapamadigimiz-
dan dolay! yiksek AgNOR sayilan ile hastaligin prognozu

TABLO 3: INVAZIF DUKTAL KARSINOM
VAKALARINDA TOTAL AgNOR SAYILARI VE MITOTIK
RS e FIGUR DEGERLERI

Tani Vakano Total AgNOR

Mitoz X SD
sayisi
invazif Duktal 1 9.98 0.9
Karsinom 2 9.7 1.5
3 11.49 11
4 8.2 1.4
- 5.6 1 8.93 1.97
6 6.70 0.7
7 8.49 0.9
8 10.5 1.2
9 11.2 1.2
10 74 1.1

TABLO 4: FKH ve FA ORTALAMA AGNOR
DEGERLERININ iDK iLE KARSILASTIRILMASI

Tani Ortalama AGNOR p

FKH 1.958 >0.05
FA 1.87 >0.05
IDK 8.93 <0.01

arasinda iliski kuramadik. Bununla birlikte AQNOR ydntemi
ile hem malign hastaliklari benign hastaliklardan ayirmak
muimkin olmakta hem de prognozu tayin etmek icin diger
pahah ve zor yontemlere gore daha kullanigh bir teknik ola-
rak kullanilabilmektedir. Ancak yine de bu ydntem diger
hicre proliferasyonunu gosteren yontemler ve morfometrik
calismalarla birlikte uygulandiginda prognoza yonelik daha
saglkh sonuglar elde edilmesi mimkin olur.
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