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OZET:Bu caligmada, 84 vakaya ait 54 plevra, 28 periton, 2 perikard sivisindan hazirlanan yayma preparatiar Papanicolaou boyasi ile boyanip sitolojik olarak gruplandiniid.
Bu vakalar Ag-NOR ydntemi uygulanarak 1tk mikroskobunda incelendi. Reaktif mezotel, malign mezotelyoma ve adenokarsinom hicrelerinde Ag-NOR sayive dagiim
ozellikleri aragtinidi. Bu cahigmamizin daha dnceki galismalardan farki ve dzelligi Ag-NOR sayim esasina dayanan ayinci tamnida sivilarda ilk kez dértli sayim sisteminin
getirimesi ve bu sistemin alinan sonuglara gére dstinliginin saptanmasidir. Reaktif mezotel hilcrelerindeki Ag-NOR sayisinin, malign mezoteiyoma ve adenokarsinom
hiicrelerinde istatistiksel olarak ileri derecede anlamii sekilde (p<0.001) dilsiik oldugu gézlendi. Ayrica malign mezotelyoma hiicreleri ile adenokarsinom hiicreleri ara-
sinda, Ag-NOR say ve dagiim ozellikleri agisindan belirgin farkliliklar gériildi. Ozellikle Ag-NOR dagilimi bu iki grubun ayinminda degerli bir kriter olarak dikkati
cekti. Bu veriler 1siginda Ag-NOR yonteminin serdz sivilann sitolojik incelemesinde, hiicre tiplendirilmesi ve malignitenin belirlenmesi agamasinda ekonomik, rutinde ko-
lay uygulanabilir yardimer bir yontem olarak kullanilabilecegi sonucuna vanidi.

SUMMARY: "Value of AgNOR method in the differential diagnosis of reactive, malignant mesothelial and malignant epithelial cells in serous effusions”. In this study, 54
pleural, 28 peritoneal and 2 pericardial effusions of 84 cases are examined. They're stained by AQNOR method, and the number and distribution pattern of AgNOR
dots are determined. The difference of this study from others we've performed before is the use of a different counting system. The results showed us that this
system is superior to others. AgNOR counts of reactive mesothelial cells were significantly, lower (p<0.001) than those of malignant mesothelioma and adenocarcino-
ma cells. There were also significant differences between the numbers and distribution patterns of AgNOR's of mesothelioma cells and adenocarcinoma cells. Espe-
cially the Ag-NOR distribution pattern was a valuable criteria in the differentiation of these two groups. We conclude that AQNOR method can be used as an econo-
mic, easilly appliable supplementary method in cytologic differential diagnosis of serous effusions.

GIRIS metafazda kromozomlar (zerinde yer alan NOR'lar interfaz-
da toplanarak nukleoluslari meydana getirirler (3,16).
Yilksek dizeyde metabolik aktivite ve protein sentezin- Bu agamada NOR'lann belirlenmesi ve bazi 6zelliklerinin
de artis gosteren hicrelerde nukleoulusun ¢ok belirgin ol- ortaya konulmasi hiicredeki aktif cogalmay gésterebilece-
dugu ve hiicresel aktivite ile nukleolus arasinda siki bir ilig- gi icin, bu bolgelerin goérindr hale getirilme ydntemleri nem
kinin varhi@i bilinmektedir. Diger taraftan malian hlcrelerde kazanmaktadir.
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Akt Dalt Resim 1: Reaktif mezotel hiicreleri (Papanicolaou x 500).
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Resim 2: Reaktif mezotel hiicrelerinde diizgiin ve az sayida nukleolus seklinde top-
lanan Ag-NOR benekleri (Ag - NOR + Eozin x 1250).

NOR'larin ortaya konulmasinda kullanilan yéntemlerden
biri de, kolloidal gimis boyama teknigi olan Ag-NOR (Argy-
rophilic Nucleolar Organizer Regions) yéntemidir. Bu yon-
temle NOR'lar siyah benekler seklinde boyanarak goriilebi-
lir ve sayilabilir hale gelmektedir ve Ag-NOR benekleri ya da
kisaca Ag-NOR'lar olarak isimlendiriimektedir (8,10,17).

Aktif r-RNA gen segmentle-
rinde bulunan non-histon yapi-
daki nukleoler asidik fosfopro-
teinlerinde bulunan non-histon
yapidaki nukleoler asidik fos-
foproteinlerin karboksil gruplan
gimis iyonlan ile reaksiyona gi-
rerek boyanmaktadir (21,22).

Ag-NOR proteinlerinin dola-
yisiyla r-BNA gen segmentleri-
nin yapisal ve iglevsel 6zellikle-
rini yansitigi igin, Ag-NOR yon-
temi hicrelerdeki proliferatif ak-
tivite farklarini ortaya koyarak
ayiricl taniya yardimci olmasi
acisindan biyik bir ilgi alani bul-
mustur (4,6,7,17). Bugline ka-
dar yapilan galigmalarin blyik
¢ogunlugu dokularda parafin ke-
sitlerinde uygulanmistir
(2,5,11,19,21). Yontemin sitolo-
jik dizeyde kullanimi heniiz gok
yeni olup, ancak birka¢ ¢alisma-
da uygulanmigtir (9,18,20).

Ulkemizde ise ozellikle klinik
sitoloji agisindan bu konu ile ilgili
henuz genis kapsaml bir ¢alig-
ma bulunmamaktadir. Bu neden-
le reaktif gogalma o6zelligi goste-
ren hicielerle, malign (umor

hiicreleri arasinda ayinm zorlu-
gu bulunan durumlarda bu yén-
temin kullanilma olanaklarini ve
pratigini arastirmak Gzere plev-
ra, periton ve perikard sivilarin-
da yontemi uygulamis bulun-
maktayiz.

GEREC VE YONTEM

Materyalimiz 1987-91 yillan
arasinda toplanan 84 vakaya ait
54 plevra, 28 periton, 2 perikard
sivisindan olugmaktadir. Bu va-
kalann 47'si "Guddesel malign
timor hacreleri’, 12'si "Malign
mezotel hiicreleri”, 19'u "Reaktif
mezotel hiicreleri", 6 vaka da
“Normal mezotel hiicreleri" tanisi
almis olup 68 vaka prospektif ve
16 vaka ise retrospektif olarak
incelenmigtir. Bu vakalarin 62'si
istanbul Tip Fakilltesi Patoloji
Anabilim Dali materyalinden, 18
vaka Ugur Patoloji Laboratuvar
materyalinden segilmistir.

Santrif(j edilen sivilardan el-
de edilen yayma preparatlar %
96 etil alkolde 30 dakika tesbit

edildi. Her vakadan retrospektif calismalarda 4, prospektif
calismalarda 2 adet preparat Papanicolaou boya yéntemi
(15) ile boyanarak i1sik mikroskobunda degerlendirildi.
Prospektif olarak incelenen vakalarda ikiser adet pre-
parat Ag-NOR yontemi ile boyandi. Kullanilan ¢ézelti; 2 bi-
rim deionize suda % 50'lik AQNO3 ve 1 birim deionize su ve

Resim 3: Guddesel malign tiimér hiicreleri (Papanicolaou x 500).
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Resim 4: Guddesel malign tiimér hiicrelerinde nukleus icersinde diizensiz olarak
dagilmug farkl biiyiikliik ve sayida Ag-NOR benekleri (Ag-NOR + Eozin x 1250).

% 1'lik formik asitte % 2'lik jelatinden (12) olugmaktadir. Her
iki gbzelti boyama igleminden hemen &nce hazirlandi ve kul-
lanildi. Deionize suya cikarilan preparatlar kurutulduktan
sonra Uzerlerine Ag-NOR c¢ozeltisi damlatildi ve boyama
oda sicakliginda, karanlikta, 35-45 dakika boyandi. Deioni-
ze sudayikandiktan sonra, preparatlar % 5'lik tiyosilfat ¢o-
ziltesinde 10-15 saniye bekle-
tildi. Eozin ile zit boyama yapil-
di. Yikselen alkol ve ksilol seri-
sinden gegirilip sentetik
kapatma maddesi ile kapatildi.

Retrospektif incelemeye ali-
nan 20 vakaya ait Papanicolaou
yontemi ile boyanmis olan pre-
paratlar boyalan giderilerek (%
0.7-0.9'luk HCI solisyonunda)
AgNOR yontemi ile boyandi.

Isik mikroskobunda x 1000
blyatme ile yesil filtre altinda in-
celenen preparatlarda iltihap
hiicreleri disinda ortalama 25
(10-50) hiicre nukleusunda Ag-
NOR sayi ve dagilim ozellikleri
saptandi.

AgNOR noktaciklar nukleo-
lusa benzer bigimdekiimelenme
(intranukleoler Ag-NOR'lar) ve-
ya kiglik zerrecikler seklinde
(perinukleoler cisimcikler veya
ekstranukleoler Ag-NOR'lar) da-
ginik olarak goérildi. Bu nokta-
ciklarin dagihs ozellikleri g6z6-
nine alinarak 4 kademeli bir sa-
yim sistemi gelistirildi ve sirasi -
ile A, B, C, D degerleri belirlendi.

A: Hucrelerdeki nukleoler ci-

sim sayisi,

B: Nukleoler cisim halinde or-
ganize olmus intranukleoler
AgNOR sayisi.

C: Nukleus iginde nukleoler
cisimler di, nda daginik olarak
bulunan ekstranukleoler Ag-
NOR'larin sayisl.

D: Toplam AgNOR sayisi
(intranukleoler ve ekstranukleo-
ler AgNOR'larin toplami).

Materyalimiz igersinde 30
vakanin histopatolojik tanisi, 32
vakanin 6-12 ay arasi degisen
surede klinik takip sonuglar bu-
lunmaktadir.

BULGULAR

Kontrol olarak kullanilan nor-
mal mezotel hicrelerinde
AgNOR'larin az sayida kiguk
benekler seklinde kiimelenerek
nukleolusa benzer yapilar olus-
turdugu ve seyrek olarak da
ekstranukleoler dagilim goster-
digi izlendi.

Reaktif mezotel hicrelerinde
ise Ag-NOR benekleri mezotel
hicrelerine benzerlik géstermekle birlikte intranukleoler
AgNOR sayisinda bir artis gézlendi (Resim 1,2).

Malign mezotel hiicrelerinde intranukleoler AQNOR be-
nekleri selim nitelikteki hiicrelere gére daha belirgin bir sayi
artisi gosterirken, farkh buytklikte dizensiz sekilli bu be-
neklerin daha az bir oranda da ekstranukleoler cisimcikler

4
iy

Resim 5: Malign mezoie. hiicreleri (Papanicolaou x 1240).
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Resim 6: Malign mezotel hiicrelerinde nukleoluslar: geklinde toplanmus ¢ok sayida
Ag-NOR benekleri (Ag-NOR + Eozin x 940).

kati ¢cektigi, 6zellikle ekstranuk-
leoler dagihmin belirgin oldugu
gobzlendi (Resim 3,4).

Asagida Ag-NOR boyama
yontemi ile elde ettigimiz sonug-
lari sayi ve dagilim &zellikleri ile
birlikte A, B, C, D siniflandirma-
lan igersinde tablolar ve karsi-
lagtirmal grafikler seklinde sun-
maktayiz (Grafik 1, 2, 3, 4 ve
Tablo 1).

ISTATISTIKSEL BULGULAR

Normal mezotel hiicreleri ile
reaktif mezotel hilcrelerinde
nukleoler cisim sayilarn (A) ve
ekstranukleoler benek sayilari
(C) arasinda anlaml bir fark gé-
rulmedi (sirasi ile p: 0.032 ve p:
0.080). Selim nitelikteki bu hiic-
re gruplarinda intranukleoler be-
nek sayilan (B) ve toplam benek
sayilan (D) arasinda anlamli bir
fark (p<0.001) bulundu.

Malign mezotel ve guddesel
malign timoér hicrelerinde ise
Ag-NOR degerlerinin A, B, C, D
gruplarinda selim hicrelere

seklinde dagildig gortldi (Resim 5,6). oranla anlamli olarak yiksek oldugu (p<0.001) gorulda.
Guddesel malign tGmér hiicrelerine AgNOR beneklerinin Normal ve reaktif mezotel hiicrelerinde toplam Ag-NOR

diger hiicrelere oranla daha fazla sayida oldugu, sekil ve sayilaninin (D) Gst sinirflarda 12.80; malign hiicrelerdeki (D)

biydkluk farklan hatta dallanmalar gosteren sekillerin dik- degerinin alt sininnda ise 13.43 rakamlan bulundu (Grafik
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Grafik 1 : Dort gurup altinda toplanan vakalarin niikleolus sayilarinin istatiktiksel ortalama ve standart sapmalart.
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Grafik 3 : Dért gurup altinda toplanan vakalarin niikleolus dist Ag-NOR sayilarinin istatistiksel ortalama ve standart

sapmalart
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Grafik 4 : Dort gurup altinda toplanan vakalarin niikleolus iginde bulunan Ag-NOR sayilarinin istatistiksel ortalama ve

standart sapmalar:

4). Buna gore selim hiicrelerle malign hicreler arasinda top-
lam Ag-NOR degeri agisindan gakisma bulunmadigi dikkati
cekti. :
Malign timér hicre tiplerinin ayinminda farkl timor hic-
relerinde gérilen (B) ve (C) degerlerine gore; malign mezo-
tel hiicrelerinde (B) degerinin (C) degerinden daha yiksek
oldugu; guddeselmalign timér hiicrelerine gelince, (C) de-
gerinin (B) degerinden daha yiiksek oldugu géruldi. Her iki
grubun (D) degerleri ele alindiginda burada genis bir ¢cakis-
ma alani olmasina ragmen guddesel malign timér hiicrele-
rinde (D) degerinin anlamli derecede (p<0.001) daha yiksek

bir diizeye ulagtigi dikkati gekti.
TARTISMA

Hucrelerin niteliklerini ortaya koyma amaci ile Ag-NOR
yonteminin literatirde daha ziyade parafin kesitleri tizerin-
de yapildigini (2,19) ve sadece Derenzini'nin (9) bu yéntemi
sivilarda da uyguladigini gérmekteyiz. Ancak bu arastirici
tarafindan yapilan galigmada Ag-NOR dagilislarinin tek asa-
mali olarak toplam degerler Gizerinde (Calismamizda D dege-
ri) yapildigi gériilmektedir. Sadece Ag-NOR beneklerinin

toplam sayilan dikkate alinarak yapilan bu aras-
tirmada o6zellikle guddesel ve mezotelyal ma-
lign tmor hicrelerinin ayinminda yetersiz kal-

% digi dikkati gekmektedir. Ayirici tani agisindan

Tablo 1: Dért kademeli sayim yéntemine ait istatistiksel guddesel ve mezotelyal malign timér hicrele-
ortalama ve standart sapmalar gruplara gére Tablo 1'de rinin ayinminin zor fakat gok 6nemli oldugu du-
goriildiigii gibi gekilde belirledi. rumlarda, bu hiicrelerdeki Ag-NOR degerlerinin
toplam deger (D) yanisira Ag-NOR beneklerinin

A B o] dagihm ozelliklerinin de 6nemli olacagini di-

sunmekteyiz. Bu varsayimla yola gikarak hiic-

Mezotel re tlirleri arasindaki ayinmda toplam degerlere
hiec. 1.52+0.93 | 5.00+£3.59 | 2.47+2.01 | 7.01+3.55 ek olarak nukleoler cisim sayisi (A), intranukle-
oler Ag-OR sayisi (B) ve ekstranukleoler ve

Reaktif Ag-NOR sayisi (C) degerlerinin de belirlenmesi-
mez. hiic.| 1.61+0.95 | 6.444+3.59 | 2.07+2.25 | 8.51+4.29 nin katkisi olacagini diginmekteyiz. Zira hic-
reler arasi ayinmda, bu dortli sayim sistemi ile

Malign rBNA gen segmentlerinin fonksiyonel aktivite-
mez. hiic.| 2.59+1.41 | 17.07+8.00 | 5.42+6.39 | 22.50+9.07 lerini, nukleolus ayngma ve birlesme 6zellikle-
rini daha iyi bir bigcimde ortaya konulabilecegi-

Guddesel ne inanmaktayiz. Ancak yéntemin saglikl so-
maligntm | 3.18+3.70 [12.61+11.21| 16.90+13.62(29.52+13.73 nu¢ verebilmesi igin dikkat edilmesi gereken
g g bazi teknik hususlar vardir. Bunlarin basinda
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ortam isisi ve boyanma siresinin dikkatle ayarlanmasi gel-
mektedir.

Sonugta bulgular kisminda gérildiga gibi bu dortla sis-
temle hicreler degerlendirildiginde normal ve reaktif mezo-
tel hicreleri arasinda 6nemli bir fark bulunmamasina rag-
men, selim nitelikteki hicrelerle malign hicreler arasinda
daha belirgin farklar dikkati gekmektedir. Ozellikle gudde-
sel timorlerle malign mezotelyomadaki hiicreler arasinda
bu sayim yénteminin daha basanl olabilecegi ortaya konul-
maktadir. :
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