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MEesanenin Degisici Eriter HucreLi PariLLom ve
KarsinoMmLARINDA AgNor VE MiToTik INDEKS
Y onTEMLERININ TuMOR StaGE T iLE ILisKisi

Dr. Sahande ELAGOZ*, Dr. Handan AKER®, Dr. Ender DUZCAN**, Dr. Ziynet CINAR***

OZET: Mesanenin degisici epitel hiicreli kanserleri (DEHK) oldukca dedisken bir biyolojik potansiyele sahip olup, bu potansiyel timériin grade ve stage'i ile koreledir. Biz
104 degisici epitel hiicreli papillom ve kanser olgusunda proliferasyonu dlgmek igin iki farkl yéntem olan AgNOR ve mitotik indeks yontemlerini kullandik ve sonugla-
nmizi stage ile kargilagtirdik. Her iki yontem de stage ile korelasyon géstermesine ragmen, iki yontemi de tam olarak degerlendirmek igin yeni ¢alismalara ihtiyag du-

yuldugunu gordiik.
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SUMMARY: THE RELATIONSHIP AMONG THE AgNOR AND MITOTIC INDEX WITH TUMOR STAGE IN BLADDER PAPILLOMA AND THE TRANSITIONAL CELL CAR-
CINOMA. Transitional cell carcinomas of the urinary bladder vary in their biologic potential, which may be correlated with the grade and stage of the tumor. Cellular
proliferation may prove to be another predicting measure of biologic potential of tumor. We have compared two different methods (AgNOR and mitotic index) to as-
sess proliferation in 104 tumors and correlated these results with tumor stage. For each case, we applied AgNORs and mitotic index methods. Although AgNORs and
mitotic index methods were related to pathological stage, clearly indicated the need for further studies before the clinical importance of these methods can be fully

appreciated in bladder cancer.
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GIRIS

Sikhigi, diinya Ozerinde irka ve cografyaya bagll olarak
anlamli sekilde farkliliklar gésteren mesane kanserleri, kan-
sere bagll &limlerde kadinlarda 14’Gnci, erkeklerde ise
4’Unci sirada yer alir (1,2). Sivas ve cevresinde, bitin kan-
ser tanilarinin erkeklerde %11.67’sini, kadinlarda ise %2.53’
Unu mesane kanserleri olusturmaktadir (3).

Bélgemizde olduk¢a sik rastlanan mesanenin degisici
epitel hicreli kanserlerinde (DEHK) en énemli ve halen kul-
lanilmakta olan prognostik parametre, kanserin yayginhginin
ifadesi olan patolojik stage (evre)'dir (4-9). Direkt olarak
prognozu yansitmasi ve tedavi protokolunun secilmesi agi-
sindan ¢ok 6nemli olan patolojik stage, olgularin %40'inda
klinik stage'in altinda veya lstiinde bulunabilir (5,8).

Calismamizin amaci mesanenin DEHK'lerini stage’le-
mekte morfometrik bir élgim olarak kabul edilen mitotik in-
deks (MI) ile proliferatif bir belirleyici olarak kabul edilen Ag-
NOR yontemlerinin kullanilip kullanilamayacagidir.

GEREC VE YONTEM

Galismamiza 1 Ocak 1987 ve 31 Aralik 1994 tarihleri ara-
sinda Anabilim Dalimizca incelenerek mesanenin DEH pa-
pillom ve kanseri tanisi almis 104 olguyu dahil ettik. Olgular-
dan 3’0 sistektomi, 4’0 biyopsi ve 97'si ise TUR materyali idi.
Olgulari stage’lemek igin olguya ait biitiin hematoksilen eo-
zin kesitler incelenerek Jewett'in 6nerdigi patolojik stage sis-
temi uygulandi (10). Ancak 6zellikle TUR ve biyopsi mater-
yallerinde ylizeyel ve derin kas ayinmini yapmanin ¢ogu za-
man zor, hatta imkansiz oldugu goruldi. Bu nedenle Jewett
siniflamasindaki ylzeyel ve derin kas invazyonu siniflamasi

«calisma boyunca sadece kas invazyonu gdsterenler stage A,
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kas invazyonu gosterenler stage B ve serozal lenfatiklerde
invazyonu olanlar stage C olarak degerlendirildi.

Her olguya parafin bloklardan patolojik durumunu en iyi
yansitani segilerek 4um’lik kesitler hazirlandi. Calismamizda
AgNOR boya ve sayim yontemi olarak Crocker ve arkadas-
larinin (11), Ml yontemi olarakta Simpson ve arkadaslarinin
(12) dnerdigi ydntemler kullanild.

AgNOR YONTEMI

Parafin bloklardan elde edilen 4pm kalinligindaki kesitler
deparafinize edildikten sonra 20 dakika sire ile %96'lik alkol-
de bekletilerek deiyonize su ile yikandi ve taze olarak hazir-
lanmis AgNOR soliisyonu (1 kisim %1’lik formik asit ve
%2'lik jelatin karigimi ile 2 kisim %50’lik gimis nitrat) ile oda
sicakliginda ve karanlk ortamda 60-90 dakika inkiibe edildi.
Boyama islemi sonrasinda artefarktlari azaltmak amaciyla
deiyonize suda iyice galkalanan kesitler 30 saniye %5'lik ti-
yosdlfattan gegirildi, tekrar deiyonize suda calkalandi, doku-
lar, derecesi ylkselen alkol serilerden gegilerek dehidrate
edildi ve ksilol ile temizlenip sentetik kapatma maddesi ile
kapatildi. Degerlendirme islemi N.A degeri 1.25 olan Abbe ti-
pi kondansérli Nikon marka binokiiler 151k mikroskobunda
x1000 buyttme ile yapildi. Her olgu icin farkli 100 hiicrenin
nilkleusunda Crocker'in 6nerdigi sayim sistemi kullanildi (3).
Bunun icin nikleolus ici AQNOR benekleri (AgNOR) 1), niik-
leoler+ekstranikleoler AQNOR benekleri (AgNOR 1) sayildi.
Her olgu igin ortalama AgNOR degerleri bulunarak, bu de-
gerler AGNOR indeksi olarak kabul edildi.

MITOTIK INDEKS YONTEMI

Mitotik indeks, 10 farkli alanda sayilan mitotik sekillerin
toplaminin tiim sahadaki tahmini hiicre sayisina oranidir ve
bulunan oran payda 1000 olacak sekilde (Ml=mitoz/1000
hiicre) ifade edilir (4). Bu yontemde kigiik biylitmede biitiin
timér dokusu taranarak hiicreden ve mitozdan en zengin,
nekroz, fibrozis ve iltihabin olmadigr alan segildi. Mikroskop
sahasi lineer mikrometre ile ikiye béliinerek ¢ap gizgisi sek-
linde izlenen bu cizginin kesistigi hicreler N.A degeri 1.25
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sindaki iliskiyi arastirmak igin ¢oklu kore-
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lasyon-regresyon analizlerinden olan

“step-wise regresyon” analizi, iligki bulu-
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nan gruplar arasinda ise iliskinin kuvvetini
incelemek igin “korelasyon analizi”, degis-
kenlerden birisindeki bir birimlik artisin di-
ger degiskende nasil bir degisime neden
olabilecegini incelemek igin ise “regresyon
analizi" uygulandi. Kontrol grubu ile ¢alis-
ma grubunun AgNOR |, AgNOR Il ve MI
degerleri karsgilastirilirken de “iki ortalama
farkinin anlamlilik testi (student t testi)” uy-
gulandi.

Agnor yénteminde nukleolus igi benek-
lerin toplami AgNOR |, nukleus igindeki
tim beneklerin sayisi ise AgNOR Il olarak
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kabul edildi ve hangi sayim yénteminin pa-
rametrelerle daha korele oldugu arastirild.
Caligmamizda gruplar arasinda AgNOR
ve Ml degerleri agisindan iligki olup olma-

Sekil 1: Qlgularin stage’lere gore M1 ort, deg. dagilin

digini, iliski bulunan gruplar arasinda ise
iligskinin derecesini aragtirmak igin korelas-
yon analiz, degiskenlerden birisindeki bir

n=16

A =3,14x64 = 200,96

MI = 3/200,96

birimlik degisimin diger degiskende nasil
bir degisimi neden olabilecegini incelemek
icin ise regresyon analizi uygulandi (Step-
wise regresyon analizi).

BULGULAR

Calismaya alinan 104 olgunun 6’sinin
yaslar kayitlardan tespit edilemedi. Kalan
98 olgunun yas ortalamasi 59.5+1.23 idi.
Olgularin cinslere gére dagilimi incelendi-
ginde ise erkek/kadin orani 4.3/1 idi. Ge-
rek yas, gerekse cins dagilhimi ile AQNOR
ve MI degerleri arasinda istatistiksel ola-
rak anlamli bir iliski bulunamadi. Jewett'e
gore yeniden stage'lemesi yapildiginda
(10) olgularin %18'i (%17.3) noninfiltran,
48'i (%46.2) stage A, 28'i (%26.9) stage B
ve 10'u (%9.6) stage C idi. Olgularin sta-
ge'lere gére dagilimi ile ortalama AgNOR
ve MI degerleri Tablo 1'de gériilmektedir.
Stage ile AgNOR | degerleri arasindaki ko-
relasyon ve regresyon arastirildiginda is-
tatistiksel olarak bu degerler Gnemsiz bu-
lundu (r:0.265; p>0.05). Stage ile AGQNOR
Il degerleri karsilastirldiginda ise dogrusal

Sekil 2: Mitotik indeksin hesaplanmasi swrasinda mikroskop sahasimin sematik gériiniimii

(x400).

olan Abbe tipi kondansérli Nikon marka binokiler 1sik mik-
roskobunda x40 objektif ile sayildi (n). Dairenin alan formi-
linden yola cikilarak mikroskop sahasindaki tahmini hiicre
sayisi (A=n(n/2)2) formili ile hesaplandi. Tim sahalardaki
tahmini hicre sayisini bulmak igin 1, 5, 10'uncu sahalar igin
hesaplanan tahmini hiicre sayilarinin ortalamasi alinip 10 ile
carpildi. Daha sonra 10 farkh alandaki mitotik figurler sayildi.
Son olarak toplam mitoz sayisinin tahmini hiicre sayisina
orani hesaplanarak ve 1000 ile genisletilerek her olgu igin
MI=mitoz/1000 hiicre cinsinden ifade edildi (1,3-6). Ml yonte-
minin hesaplanmasi Sekil 1'de gorilmektedir.

AgNOR indeksi ve MI degerleri ile timorin grade'i ara-

bir regresyon bulunmus olup stage bir bi-
rim arttiginda AgNOR |l degerinde 0.067
birimlik artisa neden oldugu gérildi
(r:0.209; p<0.05). Stage’lere ait AgNOR |
ve |l ortalama degerleri ikiserli olarak Tukey testi ile karsilas-
tinldiginda noninfiltran ile stage C arasindaki fark anlamh
(p<0.05), diger degerler arasindaki fark ise istatistiksel ola-
rak anlamsiz idi (p>0.05). Stage ile AQNOR | ve AgNOR I
degerleri birlikte incelendiginde AgNOR Il degeri ile stage
arasindaki korelasyon ve regresyonun daha kuvvetli oldugu
gorulda.

Stage ile MI degerleri arasindaki korelasyon ve regres-
yon arastinldiginda istatistiksel olarak énemli bulundu
(r:0.436; p<0.05). Daha sonra grup ortalamalar ikiserli ola-
rak karsilastirildiginda noninfiltran ile stage B, noninfiltran ile
stage C ve stage A ile stage C arasindaki fark istatistiksel



TURK P@TOLOJi DERGISI

16 - (1-2)

TABLO 1: OLGULARIN STAGE'LERE G!(")RE .
AgNOR |, AgNOR |, AgNOR Il VE MI ORT. DEG. DAGILIMI

Timarin proliferasyon hizinin bir gdstergesi
olarak kabul edilebilecek olan mitoz sayisinin

prognozla iligkisi bilinmektedir. Bugln, mitoz say!-
mi igin uygulanan pek cok yéntemden biri olan,

Simpson ve ark. nin dénerdigi Ml hesaplama y&n-
teminde, gecikmis fiksasyon, kesitlerin kalin olma-

STAGE Olgu AgNOR | AgNOR Il M
Sayisi Ort.Deg. Std. Ort. Deg. Std.  Ort. Deg. Std.
Hata Hata Hata
Noninfiltran 18 8.65+0.38 9.67+0.38 0.19+0.04
A 48 9.77+0.44 10.91+0.44 0.35+£0.05
B 28 9.61+1.13 10.81+0.50 0.65+0.02
(o} 10 fi 18185 12.66+1.10 0.73£0.18

si, sayim i¢in secilen alanda yang! ve desmoplas-
tik reaksiyonun yogun olmasi, hatali sonuglara yol
acabilmektedir. Bunu énlemek ve birimler arasin-
da standardizasyonu saglayabilmek i¢in kullanilan

r=0.265, p>0.05 r=0.209, p>0.05 r=0 436, p<0.05

objektif aksamlarinin ayni olmasi ve ortak bir pro-

tokol olusturulmasi gerekmektedir (12,18,19). Lip-

olarak 6nemli (p<0.05), diger degerler arasindaki fark ise
énemsiz (p>0.05) bulundu. Bitin bunlara ragmen farkl sta-
ge'deki olgularda gerek AgNOR, gerekse M| degerlerinin ca-
kistig, olgular stage’lemekte her iki yontem icin bir esik de-
gerin olmadig! gériildi. Stage ile Ml degerleri arasindaki ilis-
ki Sekil 2 de gorilmektedir. Ml ile AQNOR | ve AgNOR |l de-
gerleri birlikte karsilastinldiginda ise Ml AgNOR |l arasinda-
ki korelasyon ve regresyonun daha kuvvetli oldugu géralda.

TARTISMA

Mesanenin DEHK'larinda direkt olarak prognozu yansit-
mas! ve tedavi protokoliiniin secilmesi agisindan ¢ok énemli
olan patolojik stage'in 6nemi, ilk kez 1946 yilinda Sternberg
ve Jewett tarafindan belirtilmistir (5,8). Daha sonra 6nerilen
bu sistemler esas olarak alinmig, zaman iginde birkag kez
modifiye edilmigtir (5,8,9). En son olarak American Joint
Committee on Cancer tarafindan énerilen TNM (Tumor, No-
de, Metastase) siniflamasinin hem klinik, hem de patolojik
stage'i gdsterdigi, timar yayihmi hakkinda dogru bilgi verdigi
ve daha kullanigh oldugu ileri strilmistir (4,7,8). Bazi aras-
tirmacilar hangi derinlikte olursa olsun kas invazyonunun ké-
tl prognozu gésterdigini ve uzak metastazi arttirdigini savu-
nurken (4,13), Jewett ve arkadaslari ise derin kas invazyonu-
nun daha kétl prognozu gdsterdigini, ancak TUR ve biyopsi
materyallerinde yiizeyel ve derin kasi ayirt etmenin imkansiz
oldugunu ileri sirmislerdir (5,8,9,13,14)

Yapilan bir ¢alismada sistektomi materyallerinin mikros-
kopik incelemesinden sonra tespit edilen patolojik stage ile
klinik stage karsilastiriimis ve klinik stage’in %15'ten %61'e
kadar varan oranlarda yanhs oldugu, dzellikle B1, B2 ve C
stage’'li olgularda klinikte diisiik stage oldugu tespit edildigi
belirtiimistir (14). Malign timérlerin gogunda prognozun belir-
lenmesinde énemli bir faktdr olan stage'’in diger parametre-
lerle birlikte degerlendirildiginde daha guvenilir sonuglar ve-
recedi distnilmektedir. Bu diisiinceden yola ¢ikarak Lippo-
nen ve ark. 229 mesane DEHK olgusunda yaptiklarn bir ¢a-
lismada yiksek grade’li, non-papiller ve kas invazyonu gds-
teren olgularda AgNOR sayisinin fazla oldugunu ileri sir-
muslerdir (15). Ayni aragtirmacilar, 89 mesane timéri olgu-
sunda yaptiklan baska bir galismada, AQNOR sayisinin his-
tolojik grade, klinik stage ve kilinik gidis ile korelasyon goster-
digini, ancak mesane kanserlerinde AgNOR indeksi yontemi-
nin degerinin sinirh oldugunu ve ydnteminin éneminin tam
olarak kabul edilmesinden énce ilave galismalara ihtiyag du-
yuldugunu ifade ettiler (16). Zambelli ve ark. 1993 yilinda 18
mesane DEHK olgusunda Ki-67 ve AgNOR indekslerinin gra-
de, stage ve klinik sagkalim ile iliskisini arastirmiglar, Ki-
67'nin grade ve stage ili iligkili, sagkalim ile iliskisiz oldugunu,
AgNOR'un ise calismaya dahil edilen higbir parametre ile ilis-
kisinin olmadigim gérmislerdir (17).

ponen ve arkadaslan yaptiklan bir galismada kli-

nik stage’in mesane DEHK’lerinin prognozunu be-
lirlemede en dnemli tek kriter oldugunu, bunu ikinci sirada mi-
totik indeksin izledigini, niikleer morfometrinin ise tek basina
degerinin sinirli oldugu sonucuna varmiglardir (20).

Galismamizda Ml ile stage arasinda anlamli bir iligki bu-
lunmasina ragmen, histopatolojik teknigin labaratuvar kosul-
larindan ve kisisel faktorlerden etkilendigi géz éniine alinmak
kaydiyla, sadece MI degerleri dikkate alinarak prognoz hak-
kanda kesin yorumda bulunmayi miimkiin kilacak bir esik de-
gerin olmadig saptand..

Mesane DEHK olgularinda her iki ydntemi karsilastirmak
ve stage ile korelasyon ve regresyonunu incelemek amaciyla
yapilan bu ¢alismada, her iki ydntemin de gerek teknik, gerek-
se degerlendirme agisindan birgok faktérden etkilenmesi ne-
deniyle prognoz hakkanda kesin yorumda bulunmayr mim-
kin kilacak bir esik deger saptanamadi. Ancak yine de Ag-
NOR ve MI ortalama degerleri goz 6niine alindiginda anlamli
birer parametre olduklan, fakat yontemlerin daha iyi standar-
dize edilmesi ve daha genis serilerde klinikopatolojik bagka
parametrelerle birlikte ¢alisiimasi gerektigi sonucuna varildi.
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