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OVERIN SEROZ VE

Musinoz EpiteLyAL TUMORLERINDE Ag-NOR Y ONTEMI

Dr. Dogan O. (*) e Dr. lihan R. (**) ¢ Dr. Bulun S. (***)

OZET: Bu galigmada 7'si kistadenom, 4'0 borderline kistadenom, 15' kistadenokarsinom olmak dzere 26 epitelyal over timérine ait parafin blok kesitleri Ag-NOR ydntemi
lie boyandi, Ag-NOR proteinlerinin sayi ve dagilimi incelendi. lki farkli sayim ydntemi uygulandi. Ortalama total Ag-NOR sayis! agisindan kistadenom-borderline kista-
denom-kistadeno-karsinom arasinda istatistiksel olarak anlamli farkliliklar gézlendi. Kullanilan birinci sayim yonteminde borderline kistadenom ile kistadeno karsinom
gruplannin dagilim sininnda kangma alani mevcuttu. Buna kargilik diger sayim yénteminde bu kangim izienmedi, iki grup arasinda kesin ayrim mOmkin oldu. Bu sonuglar
Ag-NOR yénteminin overin epitelyal timérlerinin dederlendirilmesinde yararli bir yontem olabilecegini disindirdd.

ANAHTAR ER: Over tumours, Ag-NOR, Nucleolar organizer regions.

SUMMARY: In this study, using the Ag-NOR staining technique Ag-NOR proteins have been studied in paraffin sections of 26 epithelial over tumours. These comprised 7
cystadenomas, 4 borderline cystadenomas, 15 cystadenocarcinomas. Two different counting methods were applied. Some statistically significant differences in me-
an Ag-NOR counts between cytadenomas-borderline cystadenomas and cystadenocarcinomas were noted. There were some overlapping results beween borderline
cystadenomas and cystadenocarcinomas on the first counting methed. On the second counting method, one could differantiate between these two groups. We sug-
gest that this simple histochemical technique maybe a useful supplement to histepathological examination of the epithelial ovarian tumours one could simple histoche-
mical technique may be a useful supplement to histopathological examination of the epithelial ovarian tumours.

KEY WORDS: Over tumours, Ag-NOR, Nucleolar organizer regions.

GIRIS

Tumdr patolojisinde gergek bir neoplastik lezyonla abar-
tih bir proliferasyonun ayirdedilmesi; neoplastik lezyonun
malignite derecesinin ve prognozunun belirlenmesi nem
tagimaktadir. Bu amagla hiicre kinetigi yontemleri prolifera-
tif aktivitenin degerlendiriimesinde kullaniimaya basglamistir.
Proliferatif aktivitenin degerlendirilmesinde basit ve ekono-
mik bir yéntem olan Ag-NOR1 yéntemi son yillarda énem ka-
zanmistir. Ag-NOR yéntemi; rDNA2 segmentlerinde bulunan
bazi nukleolar asidik fosfoproteinlerin gimis ile boyanarak
151k ve elektron mikreskobunda incelenmesini saglar. Ag-
NOR proteinleri adini alan bu proteinler rRNA3 sentezinde
ve nukleolus organizasyonunda rol oynarlar. Bu nedenle
Isik ve elektron mikroskobunda siyah benekler halinde goz-
lenen Ag-NOR proteinlerinin sayi ve dagilim 6zellikleri hiic-
renin proliferatif ve metabolik aktivitesini yansitmaktadir.
Bu temel 6zellie dayanilarak pekgok selim ve habis timé-
ral lezyon Ag-NOR y&ntemi kullanilarak incelenmektedir.

Bu galigmada serdz ve musindz olmak lizere 7'si selim,
4'0 borderline, 15'i habis toplam 26 epitelyal over timéori
Ag-NOR ydntemi kullanilarak incelenmistir.

GEREC VE YONTEM

NY, Buftfalo State Univ. Hospital Patoloji biriminde 1988-
91 yillan arasinda incelenen 26 adet epitelyal over timori
materyalimizi olusturdu. Olgularin % 10'luk formaldehitte
tesbit edilmis biopsi materyallerinden elde edilen parafin
blok kesitleri Hematoksilen-eosin ile boyanarak 1k mikros-
kobunda incelendi. 3 olgu serdz, 4 olgu miisinéz kistade-
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1- Argyrophilic nucleolar organizer region.
2- Ribozomal deoxyribonucleic acid
3- Ribozomal ribonucleic acid

nom; 3 olgu serdz, 1 olgu miisind6z borderline kistadenom;
13 olgu serdz 2 olgu misindz kistadenokarsinom olarak yo-
rumlandi. Borderline timorlerde hiicre siralanmasinin artma-
si ve stromal invazyonun olmamasi esas olarak alindi. OI-
gulara ait 3um kalinliktaki parafin blok kesitleri Ag-NOR
yontemi ile boyandi. Boyama iglemi énceki caligmada belir-
tilmistir (3). Kisaca; suya getirilen kesitler 35-45 dakika sii-
re ile karanlik ortamda, oda isisinda, Ag-NOR calisma eriyi-
ginde bekeltilerek boyandi. Ag-NOR galigma solisyonu 2
birim % 50'lik AgNQOg ile 1 birim asidik jelatin eriyigi karigtiri-
larak hazirlandi ve bekletiimeksizin kullanildi. Asidik jelatin
eriyigi % 2 oraninda jelatin igeren % 1'lik formik asit eriyigin-
den olugmaktaydi. Boyama siiresi boya iglemi sirasinda ya-
pilan mikroskopik kontrol sonuglarina gore belirlendi. Inter-
nal kontrol Ag-NOR'larinin (lenfosit ve endotel hiicre Ag-
NOR'larinin) yeterince boyanmasi, intranukleolar Ag-
NOR!'larin segilmesi boyama iglemini sonlandiracak kriterler
olarak kullanildi. Degerlendirme islemi 11k mikroskobunda
x1000 ve zaman zaman x2000 biyltme kullanilarak yapildi.
Her olguda hiicreden en zengin alanlarda olmak {zere
100'er hiicre dederlendirildi. Nukleus icinde kigik, siyah-
kahverengi benekler olarak goriilen Ag-NOR'larin timi sa-
yilarak nukleus basina diisen ortalama total Ag-NOR sayila-
ri saptandi. Ayrica ikinci bir degerlendirme yéntemi olarak
extranukleolar Ag-NOR'lar ve nukleolus benzeri yapilar sa-
yildi (Prenukleolar cisimcikler ve nukleolar cisimler). Total
Ag-NOR sayim ydntemindekinin aksine burada nukleolus
benzeri yapilar (nukleolar cisimlier) tek Ag-NOR benegi ola-
rak sayildi. Bu yapilar iginde yer alan daha kiglik Ag-NOR
benekcikleri sayilmadi. Timér gruplari arasinda izlenen or-
talama Ag-NOR farkliliklari student t testi kullanilarak ista-
tistiksel anlamlilik agisindan degerlendirildi.

SONUCLAR

Ag-NOR proteinleri, tim olgularda nukleus iginde siyah-
kahverengi benekler halinde izlendi. Bazi Ag-NOR benek-
cikleri oldukga kiigiik boyutlu olup tek tek, birbirinden ba-
gimsiz olarak nukleus iginde yer almisti (Prenukleclar cisim-
cikler). Bazi Ag-NOR benekcikleri ise bir araya gelerek nuk-
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leolus benzeri daha iri yapilar (nukleolar cisimler) olustur-
maktaydi. Tim Ag-NOR benekciklerinin yani prenukleolar
cisimcikler halindeki Ag-NOR'lar ile nukleolar cisim iginde
yer almis Ag-NOR'larin tek tek sayiimasi ile elde edilen orta-
lama total Ag-NOR degerleri ve dagilim sinirlari gruplara gé-
re su sekilde belirlendi.

Kist adenomlar
Borderline kistadenomlar:
Kistadenokarsinomlar:

3.02 (1.30 - 4.38)
6.67 (4.9 - 8.16)
9.63 (7.44 - 11.62)

Kist adenom-borderline kistadenom, borderline kistade-
nom-kistadenokarsinom gruplari arasindaki total Ag-NOR
farklilikiar: istatistiksel olarak anlamh bulundu (Sirasi ile:
t=5.06, p<0.001; t=4.93, p<0.001). Olgular tek tek ele alin-
diginda kistadenom ve borderline kistadenom gruplan ara-
sinda karigma yoktu. Buna karsilik borderline kistadenom
ve kistadenokarsinom gruplari arasinda 5 olguyu kapsayan
bir karigma bélgesi mevcuttu (Grafik 1). Bu 6zellik borderli-
ne kistadenom ve kistadenokarsinom ayirminda Ag-NOR
yonteminin dederini kismen de olsa azaltmaktaydi. Bu sa-
kincayi ortadan kaldirmak amaciyla gereg-yontem bélimiin-
de belirtilen ikinci sayim yontemi kullanildi. Ortalama Ag-
NOR degerleri ve dagilim sinirlari gruplara gére su sekilde
belirlendi.

Kist adenomlar
Borderline kistadenomlar:
Kistadenokarsinomlar:

1.69 (1.1 - 2.43)
2.41 (2.08-2.52)
5.70 (4.88-8.56)

Kistadenom-borderline kistadenom, borderline kistade-
nom-kistadenokarsinom gruplari arasindaki ortalama Ag-
NOR farkliliklar: istatistiksel olarak anlamh bulundu (sirasi
ile: 1=3.27, p<0.01; 1=4.36, p<0.001). Bu sistemde bir
oncekinden farkli olarak borderline kistadenom ve kistade-
nokarsinom arasinda kesin bir ayinm saglandi. Buna kargi-
lik kistadenom ve borderline kist adenom gruplar arasinda
bir karisim ortaya gikti. | ve |l numarali sayim yéntemleri Se-

kil 1, I, ll'de, sonuglar Grafik 1 ve Grafik 2'de 6zetlenmig-
tir.
TARTISMA

NOR'lar (Nucleolar organizer regions), insan akrosentrik
kromoZomlarinin (13, 14, 15, 21 ve 22 numarali kromozom-
larin) kisa kollari Uzerinde bulunan gen bdlgeridir. Bu bélge-
ler rRNA'nin sentezini saglayan rDNA segmentlerini igerir-
ler. Bu nedenle NOR'lar ribozom iiretimi ve protein sentezi-
nin organizasyonundan da sorumlu bdlgelerdir. NOR'lar
izerinde bulunan bazi asidik fosfoproteinlere "NORla iliskili
proteinler” adi verilir. Bu proteinler, gimis ionlarini baglama
ozellikleri nedeniyle Ag-NOR proteinleri olarak da adlandiri-
lirlar. Ag-NOR proteinlerinin 151k ve elektronmikroskopik dii-
zeyde incelenmelerini saglayan giimiisleme yontemlerine
de Ag-NOR yontemleri denilmektedir. Genetikgiler uzun yil-
lardan beri kromozom yaymalarinda glimigleme yontemleri-
ni kullanarak NOR igeren kromozomlar: incelemiglerdir
(4,6). Yontemin buginki basitlestiriimis sekli ile parafin
blok kesitlerine uygulanarak patoloji alanina girmesi ilk defa
1986'da Ploton ve ark (9)'nin galismasi ile gergeklesmistir.
Crocker ve ark. (1)'nin 1987'de baslattidi galismalan taki-
ben Ag-NoR yontemi ile selim ve habis lezyonlarin ayrimini
konu alan pekgok calisma yapilmigtir. Galigmalarin cogu
Ag-NOR yénteminin degerli bir proliferasyon indexi olabile-
cedi sonucuna varmaktadir. Ancak bugiin igin hiicreler ara-
sindaki Ag-NOR sayi ve dagilim farklliklarinin nedeni ve Ag-
NOR y&nteminin standardizasyonu ile ilgili tartigmalar de-
vam etmektedir. NOR, Ag-NOR proteinleri, yapisal ve islev-
sel 6zellikleri, hiicre siklusu ve hiicre tipine gore gosterdik-
leri degisiklikler, Ag-NOR say1 ve dagilim farklilikiarinin ne-
denleri, Ag-NOR yontemi ve uygulamalari ile ilgili caligmalar
ayrintih olarak ele alinip tartisilmistir (2,3).

Epitelyal over timérlerinin malignite derecelerinin belir-
lenmesi zaman zaman sorun olmaya devam etmektedir. Bu
konuda Ag-NOR yonteminin degerini arastiran az miktarda
calisma vardir (5,7,8,10). Misindz tiimérleri inceleyen Mau-
ri ve ark. (8) kistadenom-borderline kistadenom -
kistadenokarsinom gruplarn arasinda ortalama total Ag-NOR
degeri agisindan anlamli fark bulmuslar, grup dagiim sinirla-
ri_arasinda kangma olmadigini bildirmiglerdir. Griffiths ve
ark. (5) ise yontemin serdz borderline kistadenom ve ser6z
kistadenokarsinom ayriminda degerli oldugunu, musinéz ti-
morlerin ayriminda yarar saglamayacagini belirtmiglerdir.

Ancak bu calismada boyama siiresi 60 dakika olarak
uygulanmigtir. Boyama siresinin bu kadar uzun tutulmasi
intranukleolar Ag-NOR sayimini olanaksiz hale getirecektir
(3). Kinsey ve ark. (7) musinéz tumdrlerde yaptiklan galig-
mada timor gruplarinin birbirinden ayirtedilebilecegini bildir-
miglerdir. Prased ve ark. (10) gruplar arasinda anlamli farkl-
liklar bildirmis, yéntemin ayirici tanida yararli olabilecegini
vurgulamistir. Ancak gruplar arasindaki Ag-NOR dagilim si-
nirlarinda az da olsa bir karisim izlenmistir.

Caligmamizda overin kistadenom, borderline kistade-
nom ve kistadenokarsinomlar: arasinda ortalama total Ag-
NCR sayisi agisindan anlamli farkhiliklar gézlenmigtir. An-
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Resim I: Kistadenom olgusunda nukleuslarin 1-2 adet Ag-
NOR benegi igeren hiicreler (Ag-NOR x 1000)

cak bonderline kistadenom ve kistadenokarsinom gruplari
arasindaki Ag-NOR dagilim sinininda ortak olgulara rastlan-
migtir. Bu nedenle ortalama total Ag-NOR sayisi bu iki timér
grubunun ayinminda yararlh olmakla beraber her zaman ye-
terli olmayacaktir. Buna karsilik uygulanan Il. degerlendir-
me yonteminde bu yetersizlik ortadan kalkmakta tam ayiri-
ma gidilebilmekiedir.

Galismamizda Ag-NOR say: farkliliklar diginda Ag-NOR
dagihm farkhliklan da dikkat gekiciydi. Kistadenomlarda tek
veya az sayida, genellikle kiiglik veya orta biiyiiklikte Ag-
NOR benekleri izlendi. Ancak seyrek olarak bazi hiicrelerde
bu beneklerin bilylidigl, nukleolus benzeri yapi kazandigi,
cok sayida daha kigiik Ag-NOR benekciginden olugtugu
gozlendi (Sekil I, Resim 1). Borderline kistadenomlarda he-
men tim Ag-NOR beneklerinin biiyiidigi, nukleolus karak-

Resim 1I: Borderline kistadenom olgusunda nukleuslarinda
irilegmiy nukleolar yapilar halinde organize olmug ¢ok sayi-
da Ag-NOR benegi iceren hiicreler (Ag-NOR x 1000)

teri kazandigi ve gok sayida daha kiigiik Ag-NOR benekci-
dinden olugtugu izlendi (Sekil Il, Resim 2). Kistadenokarsi-
nomlarda ise borderline kistadenomlardan farkl olarak ki-
cik Ag-NOR benekciklerinin biyik bir gogunlugunun nuk-
leoluslar halinde bir arada bulunmaktan ziyade tim nukleus
icine dagildiklan dikkat gekti. Nukleolus geklindeki organi-
zasyonlar daha seyrek ve gok daha pleomorfik sekilli idi.
Ag-NOR benekciklerinin gogunu extranukleolar Ag-NOR'lar
olusturmustu (Sekil 1ll, Resim 3). Selim lezonlardan habis
lezyona dogru gidildikge 6nce Ag-NOR benekleri iriligmek-
te, nukleolus benzeri gérinim kazanmakta, bu yapilar igin-
de daha kiigiik boyutlu cok sayida Ag-NOR benekcigi belir-
mekteydi. Malignite derecesi arttikga nukleolus benzeri ya-
pilar daha da biyiyiip diizensizlesmekte ve en sonunda

Resim Ill: Kistadenokarsinom olgusunda tiim nukleus igine
dagimig gok sayida Ag-NOR benegi ieren hiicreler (Ag-NOR
x 1000)

Resim IV: Kistadenokarsinom olgusunda tiim nukleus igine

dagilmig ¢ok sayida Ag-NOR benegi igeren hiicre (Ag-NOR x
1250)
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biyiik dlglide ortadan kalkarak yerini tim nukleus igine da-
gilmis gok sayida kigiik boyutlu Ag-NOR benekciklerine bi-
rakmaktaydi (Sekil I-1I-111).

Sonug olarak Ag-NOR yontemi overin epitelyal timarle-
rinin malignite derecesini belirlemede yararl bir yéntemdir.
Degerlendirmede sadece ortalama total Ag-NOR sayisi de-
gil Ag-NOR dagilim &zellikleri de gézoniinde bulundurulmali-
dir. Ozellikle borderline kistadenom - kistadenookarsinom
ayinminda ortalama total Ag-NOR sayisindan g¢ok Ag-
_ NOR'larnn nukleolus halinde organize olup olmadiklari dnem
kazanmaktadir. Daha kesin sonuglara ulagmak igin ¢ok sa-
yida olgunun klinik izlem verileri ile birlikte degerlendirildigi
aynntili, standart ¢caligmalara ihtiyag vardir.
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