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Néoroglial Tiimérlerde Proliferatif Aktivitenin AgNOR Yontemi ile
Degerlendirilmesi’

Ahmet Bayer™, Sahsine Tolunay™, Oktan Erol”", Sibel Altinok Bayer™*"*

OZET. Glial timérlerde proliferatif aktivitenin bilinmesi, timériin bivolojik davraniginm tamnmasma vardimer olur ve
tadevivi etkiler. Kavnaklarda AgNOR véntemivie timérlerin proliferatif aktivitenin tahmin edilebilecegini bildiren
galismalar meveuttur. Bununla birlikte degisik timor tiplerinde oldugu gibi glial timérlerde de olumsuz sonug bildiren
vavinlar da bulunmakiadr.

Bu nokiadan hareket ederek U. U. Tip Fakiiltesi Patoloji A.B.D."nda 1986-1993 villarinda tam almig 175 glial timér
olgusu ile vedi adet otopsi olgusunun beyin dokularima AgNOR yéntemi uvgulandr. 40 olgu giioblastoma multiforme, bir
olgu gliomatozis serebri, 43 olgu anaplastik astrositoma, 33 olgu grad Il astrositoma, vedi olgu grad | astrositoma, 12
olgu pilositik astrositoma, 13 olgu ependimoma, aln olgu anaplastik ependimoma, bes olgu oligodendroglioma, dért olgu
anaplastik oligodendroglioma, vedi olgu mikst oligoastrositoma, bir olgu anaplastik oligoastresitoma ve bir olgu koroid
pleksus karsinomu idi. Ortalama AgNOR sayilar glioblasioma multiformede 2.65 (2.13 - 3.14), gliomatozis serebride 2.93,
anaplastik astrositomada 2.50 (1.50 - 3.12), grad 1] astrositomada 1.73 (1.26 - 2.80), grad | astrositomada 1.39 (1.28 -
L49), pilositik astrositomada 1.79 (1.33 - 2.38), oligodendrogliomada 1.88 (1.28 - 2.86), anaplastik oligodendrogliomada
2.70(2.28 - 3.05), mikst oligoastrositomada 2.04 (1.43 - 3.01), anaplastik oligoastrositomada 2.92, ependinmomada 1.6~
(1.33 - 2.54), anaplastik ependimomada 2.73 (2.35 - 3.08), koroid pleksus karsinonunda 1.93, kontrol grubunda 1 .5_' (33
- L41) bulundu. Olgular tek ek degerlendirildigi ditgiik ve vitksek grad gliomalar arasmda bazi karismalar vardir. Iki olgu
disinda (bir anaplastik astrositoma ve bir koroid pleksus karsinomu) viksek grad glioma grubunda ver alan 94 olgunun
AgNOR sayisi, Hara ve ark. malign karakterin gastergesi olarak énerdigi iki sayvisumn iizerindevdi. Diger vandan diigiik
grad glioma grubunda vedisi grad Il asirositoma, dordii mikst oligoastrositoma, ikisi oligodendroglioma, ikisi pilositik
astrositoma, ikisi ependimoma olmak iizere toplam 17 olgunun AgNOR savist ikinin iizerinde bulundu. Viiksek grad glioma
grubunda olgularim % 9 'sinin AgNOR savisuum ikinin iizerinde olmasina kargmn 17 diigiik grad glioma olgusunun AgNOR
savisimn da bu simirn iizerinde olmast nedenivle AgNOR vinteminin digiik ve vitksek grad gliomalart net olarak
aviramadigr sonucuna varildi. :

Anahtar Kelimeler .Glial tiimir .AgNOR.

Evaluation of Propiferativa Activity of Glial Tumors With Agnor Technique

SUMMARY. Knowing about proliferative activity of glial tumors helps estimating their biological helmvior'mrd.q[%cfs
therapy. AgNOR tecnique may provide useful data about proliferative activity of the tumors. But the results of different
reports of in the literature are controversial.

We applied AgNOR technique to 175 glial tumors diagnosed between 1986 1993 at Uludag [,Ji.lfv(’)".\‘fl}' A Iec.!'r'c:'nc_}'hcu!f:_v
Pathology Department. Normal brain tissues of seven otopsy cases were used as control group. 1 listopathological dl(i'_s;‘no.\‘l.\‘
of I3 glial tumors was made as 40 glioblastoma multiforme, one gliomatosis cerebri, 43 anaplastic asf'mc_vmma, 33 grade
1 astrocytoma, seven grad I astrocvtoma, 12 pilocytic astrocytoma, 13 ependvmoma, six arra;ila.v!fc' c’;n‘m{wrmm.a,. ive
m’igodcm}mEﬁama, scp':‘n mixed oir'sz-oasn'ocylmna. one anaplastic oligoastrocytoma and one chom{d ple.\'u.?‘ carcinoma.
Mean A g.\?ji{ scores were found 2. 63_ (2.133.14) in glioblastoma, 2. 93 in gliomatosis cerebri, 2 0_'( 1 ._.3 03. l’ 2) in .arrc{;rla.sf{c'
astrocvioma, 1.73 (1.262.80) in grade 11 astrocvtoma, 1.39 (1 .281.49) in grade 1 fz.x!r'c_)ql*tarrin, l. ) (1 .3.‘?, 2.38) in PN'ZC}'I{C
astrocyioma, 1.88 (1.282.86) in oligodendroglioma, 2.70 (2.283. 03) in anaplastic oligodendroglioma, 2.04 (1.433.01) in
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mixed oligogastrocytoma, 2.92 in anaplastic oligoastrocytoma, 1.67 (1.332.54) in ependymoma, 2.7
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3 (2.553.08) in

anaplastic ependvmoma, 1.95 in choroid plexsus carcinoma and 1.37 (1.331.41) in control group. There were some
overlapping between the scores of low and high grade gliomas. In high grade gliomas, AgNOR scores of all cases except
one anaplastic astrocytoma and one choroid plexus carcinoma were above two, the score proposed by Hara et all. as
indicator of malignant character. On the other hand in low grade gliomas AgNOR scores of 17 cases (seven grade Il
astrocyloma, four miksed oligoastroctoma, two oligodendroglioma, two pilocytic astrocytoma and two ependymoma) were
also above two. It was concluded that AgNOR tecnique could not separate exactly low and high grade gliomas because
AgNOR scores of 17 cases of low grade gliomas overlapped with high grade gliomas althought tha scores of 97 % high

grade gliomas were above two.
Key Words .Glial tumor .AgNOR.

NOR'lar (Nucleolar Organizer Region), ribozomal
genleri kodlayan rDNA segmentlerinden olusur’,
18S ve 28S ribozomlarin Gretimini kontrol
ederler’. insanda NOR'lar 13, 14, 15, 21 ve 22.
akrosentrik kromozomlarin kisa kollar GUzerinde
lokalizedir*®. NOR'lar iligkili olduklar: proteinlerin
argirofilik olmasi nedeniyle kolloidal gimis
boyama teknigi ile gdsterilebilirler ve AgNOR
(Argyrophilic Nucleolar Organizer Region) adini
alirlar’. Elektron mikroskobik olarak AgNOR
proteinleri fibriler merkezlerde ve interfazik
nikleollerin  yogun fibriller komponentinde
lokalizedir’. Sadece transkripsiyonel olarak aktif
NOR'lar argirofilik oldugundan artmis AgNOR
sayisi, artmis transkripsiyonu gésterir’. Lenfosit
ve fibroblast kiltlrlerinde yapilan ¢alismalarda
total NOR sayisinin net RNA sentezindeki
gercek farklari yansitabilecedi gésterilmistir®.
Kultare edilmis neoplazik hicrelerde interfazik
NOR miktarinin direkt olarak hucre replikasyon
hizi ile iliskili oldugu, AgNOR proteinlerinin
alanlarinin tam degerinin, lezyonun doku orijinine
bakilmaksizin proliferasyon hizinin tam karsihg:
oldugu bildiriimistir’.

Malign hucreler, benign hiicre karsiliklarina® ve
hiperplazik hiicrelere gére daha yliksek AGQNOR
sayisina sahiptir ve NORIlarin dagihmi daha
diizensizdir’. Malign hiicrelerde nikleolar
degisikliklerin artmis ribozomal aktivite, artmis
ribozomal gen sayisi ya da devamli boélinme
durumuyla iliskili olmasi muhtemeldir®. Malign
hicrelerde interfaz NOR sayisinin artmis olmasi,
kromozom sayisinin artmasiyla da agik!anabiiirg.
Malign timérlerde AgNORIar niikleus icinde say-
may! glgclestirecek kadar dagilmistir. AQNOR-
larin sayisal degeri nukleus iginde dagiimalarina
ya da kiimelenmelerine baglidir. Boylece benign
ve malign timérlerde histolojik AGQNOR sayisi
mutlak AgNOR sayisindan ¢ok dagihm indek-
sinin sayisal degeridir’. Diger bir 6zellik NORlarin
sayisi arttikga, biyikliklerinin azalmasidir®.

Glial tumérierde proliferatif aktivitenin bilinmesi,
timérin biyolojik davramiginin  taninmasina
yardimci olur ve tedaviyi etkileyebilir'’. Biz de

gliam timérlerde AQNOR ydntemini uygulayarak
yéntemin glial timdrlerin proliferatif aktivitesinin
tahmin edilmesinde faydali olup olamayacagini
incelemeyi amagladik.

Gereg ve Yontem

U. U. Tip Fakiiltesi Patoloji A.B.D."inda 1986-
1993 yillarinda tani almis 175 glial timér olgusu
calisma kapsaminda tekrar degerlendirildi. 40
olgu glioblastoma multiforme, bir olgu glio-
matozis serebri, 43 olgu anaplastik astrositoma,
35 olgu grad Il astrositoma, yedi olgu grad |
astrositoma, 12 olgu pilositik astrositoma, 13
olgu ependimoma, alti olgu anaplastik epen-
dimoma, bes olgu oligodendroglioma, dért olgu
anaplastik oligodendroglioma, yedi olgu mikst
oligoastrositoma, bir olgu anaplastik oligo-
astrositoma ve bir olgu koroid pleksus karsinomu
idi. Gemistositik, protoplazmik ve subependimal
dev hicreli astrositoma olgulari, grad Il ast-
rositoma grubunda incelendi. Kontrol grubu
olarak yedi otopsi olgusunun normal beyin
dokular: alindi.

Tum olgular % 10 formal solisyonunda fikse
edilerek rutin takip islemlerinden sonra parafinde
bloklanmigti. Her olgunun 1 ya da 2 kesiti ile
kontrol grubu olgularin birer kesitleri Crocker'in
tanimlamasina gére”” AgNOR vyéntemi ile
boyandi. Degerlendirme islemi x 1000 buyiit-
mede yapildi. AGQNOR benekleri nukleus icinde
siyah noktalar halinde izlendi. Her timoérde
nekrozu ya da artefakti olmayan alanlardan
rastgele secilen 100 timér hicresinin nikleu-
sundaki AgNOR benekleri sayildi. Tim
timérlerde nikleus icinde mikrovida ile farkli
duzlemierde tespit edilen butin AgNOR be-
nekleri sayima dahil edildi. Her olgu igin elde
edilen toplam AgNOR sayisi 100'e bélinerek her
bir olgunun ortalama AgNOR sayisi bulundu.
Sayim isleminde nikleolar organizasyon goste-
ren benekler toplam 1 olarak sayildi. Nikleolus
dist AgNORIari da olan olgularda bunlar
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nukleolus sayisina eklendi. Kontrol grubu olarak
alinan normal beyin dokularinda sadece glial
hicreler sayildi.

Bulgular

Calismamizda ineclenen 175 glioma olgusunun
timor tiplerine gére ortalama en dusuk, en
yiksek AgNOR sayilan soyleydi. Glioblastoma
multiforme 2.65 (2.13 - 3.14), gliomatozis serebri
2.93, anaplastik astrositoma 2.50 (1.50 - 3.12),
grad Il astrositoma 1.73 (1.26 - 2.80), grad |
astrositoma 1.39 (1.28 - 1.49), pilositik astrosi-
toma 1.79 (1.33 - 2.38), oligodendroglioma 1.88
(1.28 - 2.88), anaplastik oligodendroglioma 2.70
(2.28 - 3.05), mikst oligoastrositoma 2.04 (1.43 -
3.01), anaplastik oligoastrositoma 2.92, epen-
dimoma 1.67 (1.33 - 2.54), anaplastik apan-
dimoma 2.73 (2.55 - 3.08), koroid pleksus kar-
sinomu 1.95, kontrol grubu 1.37 (1.33 - 1.41).
Glioblastoma multiforme, anaplastik oligodend-
roglioma, anaplastik oligoastrositoma, glioma-
tozis serebri ve anaplastik ependimoma olgula-
ninin tima ile anaplastik astrositoma olgularinin
biri hari¢ timiinde nikleus iginde iki-dort tane,
bir kismi nikleolar organizasyon gésteren, bir
kismi niikleolus disi AGNOR benegi géraldu
(Resim: 1, 2). Grad Il astrositoma, pilositik astro-
sitoma, oligodendroglioma, mikst oligoastro-
sitoma, ependimoma gruplarinda AQNOR benek-
lerinin sayilar degiskendi. Yedi grad Il astro-
sitoma, dort mikst oligoastrositoma, iki oligo-
dendroglioma, iki pilositik asrositoma ve iki
ependimoma olgusunda yiiksek grad gliomalar
benzer sekilde niikleus iginde iki-dort tane nik-
leolus organizasyonunda ya da nukleolus disi
AgNOR benegi izlendi. Diger grad Il astrositoma,
pilositik astrositoma, oligodendroglioma, mikst
oligoastrositoma, ependimoma olgulari ile bir
anaplastik astrositoma, bir koroid pleksus kar-
sinomu olgusu, grad | astrositoma olgulari ve
kontrol grubunda AgNOR benegi sayisi bir ya da
iki nadiren Ggti (Resim: 3, 4, 5, 6).

AgNOR yéntemi ile incelenen glioma grup-
larindaki olgu sayisi 1-43 arasinda degigiyordu.
Bu nedenle istatistiksel kiyaslama igin yeterli
sayida olgu iceren glioblastoma multiforme, ana-
plastik astrositoma, grad Il astrositoma, pilositik
astrositoma, ependimoma gruplan arasinda tek
ydnli varyans analiz testi uyguland: (Tablo: I).
Bu gruplarin her birinin ortalama AgNOR sayilari
kontrol grubundan anlamli farkhlik gosterdi (p <
0.05). Yiksek grad glioma grubunda yer alan
glioblastoma multiforme ve anaplastik astrosi-
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Tablo: I- Istatistiksel kiyaslama igin yeterli sayida
olgusu bulunan gliomalarin en diisiik, en
yiksek ve ortalama AgNOR sayilan

o En Diigitk {En Yitksek | Ortalama
Tﬁ“;‘r ;:’gi‘;l AgNOR | AgNOR | AgNOR S;"“"‘m
P ay Sayist Sayist Sayist i
Oheblsgorit. 1l 40 213 3.14 2,65 0.247
Imultiforme
Anaplastik
aslfctilcana 43 1.50 312 2.50 0.307
Gad 1} 35 | 126 2.80 173 | o3
astrositoma
Pilositik
e 12 1.33 2.38 1.79 0.302
Ependimoma 13 1.33 2.54 1.67 0.350
Kontrol Grubu i 133 1.41 137 0.028
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Resim: |
Glioblastoma multiforme olgusunda niikleolus igi
ve diginda AgNOR benckleri
(Prot. No: 1503/32 AgNOR x 1000)

toma gruplannin her birinin ortalama AgNOR
sayilan pilositik astrositoma, grad Il astrositoma
ve ependimoma gruplarindan anlamli sekilde
farkliyd (p < 0.05). Grad Il astrositoma, pilositik
astrositoma ve ependimoma gruplarinin AGNOR
sayilan arasinda anlamh farkhlik yoktu (p >
0.05). Olgular ayni zamanda tumér tipine
bakilmaksizin disuk (grad | ve Il) ve yuksek
(grad lil ve 1V) glioma olarak siniflanip (Tablo: 1)
kiyaslandiginda fark anlamliydi (p < 0.05).
Istatistiksel kiyaslama igin yeterli sayida olgu
icermemekle birlikte, ylksek grad glioma gru-
bunda yer alan gliomatozis serebri, anaplastik
oligodendroglioma, anaplastik oligoastrositoma
ve anaplastik ependimoma gruplarinin ortalama
AgNOR sayilar (sirasiyla 2.93, 2.70, 2.92, 2.73),
grad |l astrositoma, grad | astrositoma, pilositik
astrositoma, oligodendroglioma, mikst oligoast-
rositoma, ependimoma ve kontrol grubunun



ortalama AgNOR sayilarindan (sirasiyla 1.73,
1.39, 1.79, 1.88, 2.04, 1.67, 1.37) daha yuksekti.
Tek olgu olarak bulunan koroid pleksus kar-
sinomunun AgNOR sayisi (1.85), mikst oligo-
astrositoma disindaki diger dusik grad glioma
gruplarinin ortalama AgNOR sayilarindan yuik-
sekdti.

Tablo: 1I- Tumdr tipine bakilmaksizin diigik ve
yiksek grad gliomalarda en disiik, en
yiiksek ve ortalama AgNOR sayilari

En Diigiik {Fn Yitksek| Ortalama
T,?!“?’ S(;lg:l AgNOR | AgNOR | AgNOR Ssta““““
" ¥ Sayist Sayist Sayis: s
Yhkskgrad 1 o¢ | 130 3.14 2.61 0.288
gliomalar
Hupikgad - e 1108 2.80 174 | 0.402
gliomalar
Kontrol Grubu 7 1.33 1.41 137 0.028
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Resim: 3
Subependimal dev hiicreli astrositomada niikleolus
organizasyonu gosteren 1 ya da 2 AgNOR benegi
(Prot. No: 2142/89 AgNOR x 1000)

Resim: 2
Anaplastik astrositoma olgusunda bir énceki
olguya benzer ozellikler tagiyan AgNOR benekleri
(Prot. No: 1716/92 AgNOR x 1000)

Yiksek ve dusik grad glioma gruplari arasinda
istatistiksel farkliliklar bulunmakla birlikte, gruplar
ve olgular tek tek degerlendirildiginde bazi
karismalar bulundugu gorildi. Daguk grad gl-
ioma grubunda yer alan yedi grad Il astrositoma,
dort mikst oligoastrositoma, iki oligodendrogli-
oma, iki kpilosilik astrositoma, iki apendimoma
olgusunun AgNOR sayilan yuksek grad gru-
bunun sinirlan igindeydi.

Tartisma
Hara ve ark. G¢ glioblastoma multiforme, alti

anaplastik astrositoma, bes grad |l astrositoma
olgusunu AgNOR yéntemi ile incelemis, ortala-

Resim: 4
Oligodendroglioma olgusunda niikleolus
organizasyonu gosteren 1-3 AgNOR benegi
(Prot. No: 2414/91 AgNOR x 1000)

lama AgNOR sayilarini grad |l astrositomada 1.6
(1.3 - 1.9), anaplastik astrositomada 2.5 (2.0 -
3.3), glioblastomada 2.8 (2.4 - 3.2), normal beyin
dokusunda 1.2 bulmustur. ikinin Gzerindeki
AgNOR sayilarinin mali%n karakterin gostergesi
oldugunu énermislerdir™.

Shibuya ve ark. 18 glioblastoma, dért anaplastik
astrositoma, iki grad Il astrositoma, bes malign
mikst glioma, iki ependimoma olgusuna AgNOR
yontemini uygulamis, ortalama AgNOR sayila-
rini, glioblastomada 2.58 (2.19 - 2.97), ana-
plastik astrositomada 2.20 (2.06 - 2.34), grad |l
astrositomada 1.71, mikst malign gliomada 1.95

81.153'6 - 2.34), ependimomada 3.08 bulmuslar-
| s
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Resim: 3

Ependimoma olgusunda niikleolus
organizasyonunda gogunlukla tek, seyrek olarakda
2yada 3 AgNOR benegi
(Prot. No: 966/86 AgNOR x 1000)
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Resim: 6
Grad I astrositoma olgusunda niikleolus
organizasyonu gosteren 1, 2 ya da 3 AgNOR
benegi (Prot. No: 3902/92 AgNOR x 1000)

Kajiwara ve ark. 20 glioblastoma multiforme, 15
anaplastik astrositoma, 16 astrositoma olgusunu
AgNOR yontemiyle incelemis, ortalama AgNOR
sayilarini, glioblastomada 2.51 (1.77 - 3.33),
anaplastik astrositomada 2.01 (1.45 - 2.60),
astrositomada 1.76 (1.51 - 2.04) bulmuslardir.
AgNOR sayilarinin ayni zamanda prognozla
iligkili oldugunu géstermis ve AgNOR sayisi
1.80'den dusik olan olgularin prognozunun,
1.80'den yiiksek olanlardan daha iyi oldugunu
belirtmislerdir,

Maier ve ark. inceledikleri 10 dusik grad
gliomanin AGNOR sayisini 3.11, 24 yiiksek grad
gliomanin AGNOR sayisini 3.38 bulmus ve farkin
anlamli olmadigini rapor etmiglerdir™.
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Glial timérlerde AgNOR yéntemi proliferatif
akitviteyi dlcen diger ydntemlerle de kiyaslan-
mistir. Hara ve ark. AgNOR sayilarinin Ki-67
skorlari ile orantili olarak arttigini bildirmistir™.
Shibuya ve ark. calismasinda AgNOR sayilari,
Ki-67 skorlari, BrdU indeksi ve DNA polimeraz
alfa monoklonal antikor indeksi ile korelasyon
gostermistir'’. Kajiwara ve ark. AGQNOR sayila-
rinin BrdU indeksi ile korelasyon gdsterdigini
bulmustur’. Maler ve ark. ise AGNOR sayi-
larinin BrdU ve Ki-67 indeksleri ile korelasyon
gostermedigini bildirmistir™.

Galismamizda incelenen 96 yuksek grad glioma
olgusunun ikisinin disinda (bir anaplastik astro-
sitoma ve bir koroid pleksus karsinomu) AgNOR
sayisi 2.02'nin Gzerindedir. Bu degder Hara ve
ark. malign karakterin gdstergesi olarak éner-
dikleri degere ¢ok yakindir. Bununla birlikte yedi
grad Il astrositoma, dért mikst oligoastrositoma,
iki oligodenroglioma, iki pilositik astrositoma, iki
ependimoma olgusunun AgNOR sayisi da ikinin
Gzerindedir. Kajiwara ve ark. prognostik faktér
olarak onerdikleri 1.80 AgNOR sayisi ¢alisma-
mizda elde edilen sayilara gore disik kalmak-
tadir. Ayrica Kajiwara ve ark. galismasinda
gruplar arasinda AgNOR sayilari agisindan ayirt
edici sinirlar yoktur. Maier ve ark. ¢alismasinda
incelenen 10 dusuk grad astrositomanin AgNOR
sayisi 3.11 olup, bu deger ayni tumér tipi igin
calismamizda elde edilen ortalama AgNOR
sayisinin olduk¢a Uzerindedir. Bu c¢aligmada
incelenen yiiksek grad gliomalarin AgNOR
sayilarinin genellikle daha ylksek olmasina,
yuksek ve dlsik grad gliomalar arasinda
yukanda belirtildigi sekilde anlamh farklar
bulunmasina karsin, olgular tek tek deger-
lendirildiginde AgNOR y6nteminin dusik ve
yiksek grad gliomalarnet olarak ayiramadig
disundlda.

Uzm. Dr. Ahmet BAYER

Uludag Universitesi Tip Fakdltesi
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