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1. UVOD

Osnovni cilj dijagnosticke citologije endometrija je otkrivanje karcinoma endometrija i
njegovih predstadija. U citoloSkoj interpretaciji ovih promjena potrebno je dobro

poznavanje i razumijevanje morfologije u normalnom fiziologkom endometriju.'

1.1. Histologija normalnog endometrija

Maternica je jedan od unutarnjih organa Zenskog spolnog sustava. Anatomski i
funkcionalno razlikuju se: tijelo (corpus) sa zaobljenim gornjim krajem (fundus) i
srednjim, blago suZenim dijelom (isthmus) te cilindricni donji dio - vrat maternice
(cervix) sa donjim krajem koji se izbo&uje u rodnicu (portio vaginalis).!

Endometrij (sluznica maternice) oblaze Supljinu tijela maternice. Graden je od bazalnog
sloja, koji izravno nalijeZze na misSi¢je maternice te funkcionalnog sloja, koji se dijeli u
superficijalni ili kompaktni sloj te duboki ili spongiozni sloj. I bazalni i funkcionalni
sloj gradeni su od Zljezdane i mezenhimalne sastavnice. Iz bazalnog sloja, koji u
normalnim uvjetima ne reagira na hormone, obnavlja se endometralna sluznica nakon
menstruacije. Funkcionalni sloj izrazito je podlozan hormonalnim podrazajima i tijekom

reproduktivne dobi se ciklicki ljusti i obnavlja."”’

1.1.1. Endometrij tijekom normalnog menstruacijskog ciklusa

Menstruacijski ciklus podijeljen je ovulacijom u dvije faze: proliferacijsku 1 sekrecijsku.
Proliferacijsku fazu (preovulacijska, folikularna) obiljezava proliferacija Zlijezda,
strome te endotelnih stanica vaskularnih prostora, a pod utjecajem je estrogena. Rezultat
je poveéani volumen sluznice endometrija,>’ kao posljedica poveéane sinteze
deoksiribonukleinske kiseline (DNK).* U ranoj proliferacijskoj fazi (5.-7. dan ciklusa),
jednostavne tubularne Zlijezde oblozene kubi¢nim do niskim cilindricnim epitelom s
malenim jezgrama koje su okruZene gustom stromom gradenom od sitnih vretenastih
stanica, postaju voluminoznije i izvijuganije, s visokim cilindri¢nim epitelom i rahlom
stromom. U srednjoj proliferacijskoj fazi (8.-10. dan ciklusa), izraZzena je mitoticka
aktivnost epitela 1 strome, dok su u kasnoj proliferacijskoj fazi (11.-14. dan ciklusa)
zlijezde izvijugane, a epitel pseudoslojevit, s velikim jezgrama, brojnim mitozama, te

gustom stromom, krupnijih stanica. Povecana sinteza DNK u jezgri i mitoticka



aktivnost u korelaciji su sa pove¢anom razinom nukleolarnih organizacijskih regija
(NORs), koje se mogu prikazati bojanjem srebrnim nitratom,” a smatraju se indeksom
rasta Zljezdanih stanica.

Sekrecijska faza (postovulacijska, luteinska) pod utjecajem je progesterona iz zutog
tijela jajnika. MorfoloSke promjene u ovoj su fazi specificne te je moguce odrediti dan
ciklusa, tzv. «dating», uz odstupanje od jedan do dva dana.'® Nakon ovulacije (14.-15.
dan) morfoloski se endometrij ne razlikuje od onog u kasnoj proliferacijskoj fazi
ciklusa. Zatim se javljaju bazalne vakuole u oko polovice stanica Zljezdanog epitela
funkcionalnog sloja. Inace, epitel je visok, pseudoslojevit, a Zlijezde su pojacano
izvijugane (16. dan), odnosno jezgre su potisnute prema lumenu zlijezda, zaokruzene 1
mjehuraste (17. dan), da bi 18. dan bile smjeStene bazalno s izrazenom vakuolizacijom
iznad njih te pocetnom sekrecijom (19. dan), odnosno jasno izrazenom sekrecijom u
lumen zlijezda (20. dan), sa «nagrizenim» rubom stanica prema lumenu (21. dan).
Nakon toga izrazen je jak edem strome (22. dan) sa pocetnom diferencijacijom stanica
strome u velike predecidualne stanice i endometrijske granulocite (22. dan), odnosno
diferencijacija stromalnih stanica ispod epitela povrSine u predecidualne stanice, dok se
u endometralnim granulocitima primjecuju floksifilna granula (24. dan). U cijelom
podrucju zone kompakte stanice strome su predecidualno promijenjene (25. dan), jasno
se dijeli funkcionalni sloj u kompaktu i spongiozu s pocetnim kolapsom Zlijezda (26.
dan). Uz kolaps Zlijezda javljaju se i zariSta nekroze 1 krvarenja (27. dan) te disocijacija
stanica strome, izrazita hemoragija i nekroza (28. dan).”’ Opisane promjene su
razmjerno jednoli¢no rasporedene u cijelom funkcionalnom endometriju, s tim $to epitel
povrsine pokazuje slabiji odgovor od onoga u Zlijezdama. Subnuklearna vakuolizacija
kao sigurni znak ovulacije mora biti prisutna u najmanje 50% Zlijezda.” U donjem

uterinom segmentu ne nalaze se gore opisane ciklicke promjene.

1.1.2. Endometrij u postmenopauzi (poslijemenopauzi)

U postmenopauzalnih Zena, sluznica materiSta je tanka i atroficna. Epitelne stanice
endometralnih zlijezda postaju manje, kubicnog su ili cilindricnog izgleda. Stromalne

stanice su takoder male, s oskudnom citoplazmom.



1.2. Diferencijalna dijagnostika krvarenja iz maternice

Normalno menstruacijsko krvarenje ciklicko je krvarenje svakih 21 do 35 dana u
trajanju od 3 do 8 dana s volumenom od 20-80 ml. Svako odstupanje od uobicajenog
obrasca menstruacijskog krvarenja smatra se abnormalnim krvarenjem iz materiita,'' a
moguci uzroci mogu biti organskog i neorganskog porijekla. Organski uzroci mogu biti
posljedica bolesti reprodukcijskog sustava, sistemske bolesti, traume ili poremecaja
izazvanoga farmakolodkim djelovanjem.'? Dijagnoza abnormalnog krvarenja koje nije
uzrokovano organskim ¢imbenikom postavlja se tek kad su iskljuceni organski uzroci ili
se ne mogu utvrditi. Tada se za takvo stanje primjenjuje naziv disfunkcijsko krvarenje.
Klini&ki, uzrok krvarenja nerijetko je nejasan.'"*"?

U evaluaciji abnormalnog krvarenja iz uterusa (7ablica 1), potreban je sistemati¢an
dijagnosticki postupak koji ukljuCuje analizu materni¢ne sluznice, koja se moze

analizirati citoloskim, patohistoloskim i mikrobioloskim metodama.'?

Tablica 1. Uzroci abnormalnog krvarenja iz uterusa*

Benigne bolesti Maligne bolesti Sistemne bolesti
Prijete¢i pobacaj, ektopi¢na Karcinom endometrija Koagulopatije
trudnoca

Disfunkcija jajnika, Karcinom cerviksa Bolesti jetre

hormonski aktivni tumori
jajnika, egzogena primjena
hormona

Leiomiomi, adenomioza, Karcinom jajnika Bolesti stitnjace
miometritis, anomalije
krvnih zila (aneurizme)

Polipi, endometritis Tumori hipofize

Hiperplazija endometrija Bolesti srca i cirkulacije,
hipertenzija

Zdjelicna upalna bolest Hemofilija, avitaminoza,
intoksikacija , zarazne
bolesti

Modifikacija (prema Vr&i¢'?i Dallenbach-Hellweg'”)



1.3. HistoloSka podjela patoloskih promjena endometrija7

Upala endometrija (endometritris):
o Akutna
o Kroni¢na
0 nespecificna — ne moze se pretpostaviti uzrocnik,
0 specificna — Mycobacterium tuberculosis, Actynomyces spp.,
Chlamydia trachomatis, Neiserria gonorrhoeae.
Metaplazija: Cesta u endometriju, posebno u epitelnoj komponenti, javlja se u
bilo kojem stanju endometrija ili patoloSkom procesu (atrofija, proliferacija,
hiperplazija, karcinom), osim u fazi sekrecije. Razlikuju se plo¢asta, mucinozna,
cilijarna, «hobnail», klarocelularna, eozinofilna, povrSna sincicijalna
metaplazija, papilarna proliferacija te Arias-Stella u¢inak.
Hiperplazije endometrija: razlikuju se s obzirom na atipije epitela (hiperplazije
bez atipija i hiperplazije s atipijama) te u odnosu na arhitekturalne poremecaje
(jednostavna-simplex hiperplazija, bez znatnijeg nagomilavanja Zlijezda, te
slozena-complex hiperplazija s umnozavanjem i nagomilavanjem zlijezda)
Novotvorine endometrija
B Dobrocudne (polipi — endometralni, hiperplasti¢ni, atrofi¢ni, funkcionalni itd)
o Karcinomi:
endometrioidni adenokarcinom
- viloglandularni
- sekretorni
- cilijarni
- sa plo¢astom diferencijacijom
serozni karcinom
karcinom svijetlih stanica
mucinozni karcinom
plocasti karcinom
mijeSani tipovi karcinoma

nediferencirani

Svaki od subtipova karcinoma ima uz razliCite morfoloske osobine i razlicito

biolosko ponasanje, na koje utjeCe i stupanj zrelosti (histoloski status). Stupanj

zrelosti se temelji na arhitekturalnom 1 nukleolarnom gradusu, a odreduje se za



endometrioidni karcinom 1 njegove podskupine te za mijeSani 1 mucinozni
karcinom:
° Gradus I: tumor je graden od Zljezdanih formacija uz manje od
5% solidnih ZariSta;
° Gradus II: tumor je graden od Zljezdanih tvorbi, ali se nalaze i
solidna zarisSta tumora i to od 5-50%;
° Gradus III: vise od 50% tumora gradeno je od solidnih ZariSta.
Izrazena nuklearna atipija podize gradus za jedan stupanj, tj. ukoliko je ona
izrazena, tumor dijagnosticiran kao gradus I ili II u arhitekturalnom stupnju, prelazi

u gradus II odnosno III.

1.3.1. Patogeneza patolosSkih promjena endometrija

Opée je misljenje da raku endometrija prethode patoloske promjene endometrija
poznate kao endometralne hiperplazije razliCitog tipa.

Pod hiperplazijom endometrija podrazumijevaju se razliCiti stupnjevi proliferacije
zlijezda nastale zbog produljenog ili perzistiraju¢eg podrazaja (stimulacije) endometrija
estrogenima, bez suprimirajuéeg djelovanja progesterona.’” Dugotrajna egzogena
primjena estrogena takoder moZe dovesti do hiperplazije endometrija.'* Naime, zbog
produljenog podrazaja estrogenima, endometrij nepravilno proliferira 1 nastaje
jednostavna hiperplazija. Daljnje stalno poticanje estrogenima moze uzrokovati
kompleksnu i atipiénu hiperplaziju u nekim sluajevima, a u nekima i adenokarcinom. "
Nepravilna proliferacija, jednostavna i slozena hiperplazija reverzibilne su promjene,
konzervativno izljecive. Atipi¢nu hiperplaziju, zbog nuklearnih atipija i aneuploidije,
treba smatrati ireverzibilnom promjenom, pravom prekancerozom. Histologki,"”> moze
se naci Citav spektar promjena, neke se jedva razlikuju od proliferacijske faze
endometrija, a one svojstvene atipi¢noj hiperplaziji katkad je tesko razlikovati od dobro
diferenciranog adenokarcinoma. Promjene su opcenito difuzne, ali mogu biti i ZariSne
(fokalne). S obzirom na prisutnost stani¢ne atipije, dijele se u: hiperplazije bez atipije i
hiperplazije s atipijom. Daljnja podjela ukljucuje arhitekturalne promjene koje se
odnose na stupanj zljezdane slozenosti i gomilanja: jednostavna (simplex) hiperplazija,
kod koje nema nagomilavanja zlijezda i slozena (complex) hiperplazija, s umnaZzanjem i

nagomilavanjem Zlijezda (tablica 2).'°



Tablica 2. Klasifikacija hiperplazija endometrija*

Hyperplasia simplex

Hyperplasia complex (adenomatoides)
Hyperplasia simplex atypica
Hyperplasia complex atypica

*Svjetska zdravstvena organizacija (WHO) i Internacionalna
federacija ginekologa i opstetri¢ara (FIGO)'

Ova podjela je nedovoljno reproducibilna, pa grupa europskih autora predlaze
simplifikaciju WHO Kklasifikacije'’ te se hyperplasia simplex i hyperplasia complex
kategoriziraju kao endometralna hiperplazija (EH), a atipicna hiperplazija i dobro
diferencirani adenokarcinom kao endometralna neoplazija (EN). Najvazniji Cinitelj, u
razlikovanju ciklickog endometrija od endometralne neoplazije je nagomilavanje
zlijezda, dok je pleomorfizam jezgara najbitniji u razlikovanju EH od EN. Mutter i
«Suradna skupina za endometrij» (engl. Endometrial Collaborative Group — ECG)"®
takoder predlazu novi pristup hiperplazijama, razlikuju¢i benignu hiperplaziju i
endometralnu intraepitelnu neoplaziju (EIN). U cilju preciznijeg definiranja premalignih

endometralnih  promjena, neki autori'*?

predlazu  primjenu komjuterizirane
morfometrijske analize i to kombinacijom arhitekturalnih i nuklearnih morfometrijskih
svojstava, kako bi se predvidio rizik karcinoma u pacijentica sa hiperplazijom.

Dakle, EH je benigna promjena, koja se lije¢i konzervatino, dok je EN,' odnosno
endometralna intraepitelna neoplazija (EIN)'® premaligna ili ve¢ maligna bolest, koju
valja radikalno lijegiti.”’

Hiperplazije bez atipija rijetko napreduju u karcinom (<2%), za razliku od hiperplazija s
atipijom kod kojih se progresija susreée i do u 23% bolesnica.”>** Opisana se
patogeneza odnosi na progresiju u endometrioidni tip (subtipove) karcinoma
endometrija, dok se serozni adenokarcinom endometrija cCesto povezuje s
prekanceroznom lezijom, poznatom kao «endometralni intraepitelni karcinom» (EIC)."
Na temelju epidemioloskih podataka kao i1 pra¢enjem bolesnica s rakom endometrija,
spoznalo se da postoje dva tipa ove bolesti:** tip I (estrogen ovisan) i tip II (estrogen
neovisan). Estrogen ovisan rak endometrija znatno je ¢es$¢i (= dvije tre¢ine boesnica) i
uglavnom se javlja u mladih, pre- i perimenopauzalnih Zena. Povezan je s pretiloscu,
hiperlipidemijom te drugim znakovima hiperestrinizma. Obi¢no je dobro diferenciran,

niskog stupnja malignosti, s visokim vrijednostim estrogenskih i1 progesteronskih



receptora. Patohistoloska analiza upucuje na endometrioidni, ponekad mucinozni tip,
rijetko sa zariStima skvamozne diferencijacije. Prognoza je povoljna, recidivi i
metastaze su rijetki.
Estrogen neovisan rak endometrija javlja se u kasnoj postmenopauzi uz atrofican
endometrij, kod asteni¢nih, mrSavih bolesnica. Obic¢no je slabo diferenciran, s dubljom
invazijom u mi$iénu stijenku te veéeg klini¢kog stadija.'® Patohistoloski, obi¢no se
dijagnosticira serozni karcinom, karcinom svijetlih stanica ili anaplasti¢ni tip. Prognoza
bolesti je nepovoljna, s visokom stopom smrtnosti.”>°
S obzirom na navedena obiljezja endometralnog karcinoma i novije podatke temeljene
na molekularnoj analizi, preporu¢a se tzv. dualisticki model karcinogeneze
endometralnog raka, u kojem se razlikuju dva glavna tipa endometralnog karcinoma:*’
°Tip I - sporo razvijajuéi rak koji nastaje kod prekomjerne estrogenske
stimulacije, povezan je sa hiperplazijom endometrija i bolje je
prognoze;

- na molekularnoj razini viSe su povezani s abnormalitetima popravka
krivo sparenih baza DNA gena (engl. DNA-mismatch repair gen), .-
ras, PTEN 1 beta-katenina (nisu prisutni u svim slu¢ajevima).

°Tip II - daleko agresivnija varijanta nastala kod relativnog estrogenskog
deficita, a povezuje se s endometralnim intraepitelnim karcinomom

(EIC);
- molekularno se nalaze abnormaliteti p53 1 HER2/neu (nisu prisutni u

svim slucajevima).

1.3.2. Histologija karcinoma endometrija

Gotovo 80% karcinoma endometrija pripada adenokarcinomima endometrioidnoga
tipa, koji je histoloski, ovisno o stupnju zrelosti slican proliferativnom endometriju.
Prema definiciji, ne smiju sadrzavati visSe od 10% karcinoma drugog tipa (npr. plocasti,
mucinozni, serozni, svijetlih stanica), jer se u tom slucaju klasificiraju kao mijeéani.7’26
Viloglandularni karcinom je podtip endometrioidnog karcinoma, a obiljezava ga
papilarno bujanje epitela te njezna, oskudna fibrovaskularna stroma resica. Sekretorni
podtip je vrsta endometrioidnog karcinoma, kod kojeg su u ve€ini stanica prisutne

subnuklearne ili supranuklearne vakuole u citoplazmi, slicno kao u ranoj sekretornoj

fazi endometrija. Oba podtipa pripadaju dobro diferenciranom karcinomu i imaju



izrazito dobru prognozu. Cilijarni subtip je izrazito rijedak dobro diferencirani
karcinom s kribriformnom histoloskom slikom i tumorskim stanicama endometrioidnog
karcinoma sa karakteristicnim cilijama, vrlo povoljne prognoze. Endometrioidni
karcinomi s plocastom diferencijacijom obiljezeni su zastupljenosé¢u plocaste
komponente u viSe od 10% tumora, a razlikuju se: adenoakantomi (adenoacanthoma),
sa povoljnom prognozom (uz zlo¢udne endometrioidne stanice nalaze se i1 ZzariSta
plocastog epitela benignog tipa, nastalog metaplazijom) te adenoskvamozni karcinom
(carcinoma adenosquamosum), loSe prognoze, slicne onoj kod slabo diferenciranog
(gradus III) endometrioidnog karcinoma (uz zlo¢udnu endometrioidnu komponentu
sadrze 1 zariSta zlo¢udnog ploCastog epitela). Opisan je 1 tip endometrioidnog
adenokarcinoma s minimalnom devijacijom,” koji se obi¢no javlja u podrugju
isthmusa,” a sli¢ne je prognoze kao dobro diferencirani endometriodini tip
adenokarcinoma.’® Mucinozni adenokarcinom, rijedak tip endometralnoga karcinoma,
ima izgled kao i mucinozni karcinom endocerviksa.” Sliéno se graduira kao
endometrioidni  karcinom, te ovisno o tome je 1 sliéne prognoze. Serozni
(adenocarcinoma serosum) 1 karcinom svijetlih stanica («clear cell carcinomay)
izrazito su nepovoljne prognoze, Cesto se otkrivaju u uznapredovalom klinickom
stadiju. Plocasti karcinom endometrija izrazito je rijedak, vjerojatno nastaje putem
plocaste metaplazije, a dijagnosticira se tek kada su ispunjeni odredeni kriteriji (nema
prisutnog adenokarcinoma u endometriju; ploCasti karcinom nema povezanosti s
plocastim epitelom vrata maternice; nema prisutnog plocastog karcinoma vrata
maternice),”® a prognoza ovisi o klini¢kom stadiju. U nediferenciranom karcinomu ne

moze se zamijetiti ni zljezdana ni plocasta diferencijacija, a prognoza mu je nepovoljna.

1.4. Rano otkrivanje raka endometrija

Smatra se da rano otkrivanje karcinoma endometrija treba provoditi primjenom
pouzdanih dijagnostickih testova u rizicnim skupinama kao i u Zena starijih od 45
godina. Uz rutinski ginekoloski pregled i1 citoloSku analizu vaginalno-cervkalno-
endocervikalnog (VCE) uzorka (Papa-test), trebalo bi primjeniti transvaginalnu
sonografiju, da se dobije uvid u debljinu endometrija te citoloSku analizu sadrzaja
materista.’' ** Smatra se da bi kombinacijom ovih dviju metoda bilo moguée otkriti

gotovo sve maligne lezije endometrija.>



1.5. Citologija endometrija

Citoloska analiza endometrija zahtijeva odredene klinicke informacije u svrhu
optimalne evaluacije nalaza. Na uputnici, potrebno je navesti vrstu uzorka, dob
pacijentice, datum pocetka zadnje menstruacije, datum uzimanja uzorka za citoloSku
analizu, odnosno menopauzalni status. Naime, prisutnost endometralnih stanica u VCE
obrisku u drugoj fazi menstruacijskog ciklusa kod 20-godi$nje Zene ne mora znacajno
upucivati na neoplasticni proces, za razliku od nalaza endometralnih stanica normalnog
izgleda u drugoj fazi ciklusa kod 48-godisnje Zene ili u zene u postmenopauzi, kada su
one CeSCe povezane s endometralnom neoplazijom. Intrauterini ulozak, koriStenje
egzogene hormonalne terapije, neposredno ulazenje u materiste instrumentom, potrebno
je takoder navesti, buduc¢i da moZze biti povezano s nalazom endometralnih stanica u
vrijeme kada se to ne ocekuje. Klini¢ka dijagnoza kao i popratni simptomi navode se na
uputnici. Naime, ponekad je moguce rijesiti klinicki problem na osnovi citoloski

.. e .. 2
analiziranog stani¢nog materijala.

1.5.1. Citologija endometralnih stanica

Razlikuju se endometralne stranice epitelnog (sekretorne, cilijarne, interkalarne) i
stromalnog (superficijalne i duboke) porijekla. Za njihovo prepoznavanje potrebno je
odredeno iskustvo citologa. Naime, morfoloski izgled endometralnih stanica ovisan je o
razli¢itim ¢imbenicima: porijeklo, utjecaj hormona (dan menstruacijskog ciklusa,
menopauzalni status), kut gledanja (perspektiva), metoda uzimanja i tehnicka priprema
uzorka, te su i male promjene na stanicama znacajne.'” Endometralne epitelne stanice
mogu biti okruglog, ovalnog, kubi¢nog ili cilindricnog oblika. U direktnom uzorku
(aspiracija, Getkanje materista) variraju veli¢inom od 70-80 um® u proliferacijskoj, do
90-110 pm” u sekrecijskoj fazi U indirektnom uzorku (VCE obrisak) stanice su sitne,
tesko uocljive, nesto vece od velikog limfocita ili neutrofila, povrSina im je podjednaka
povr§ini jezgre intermedijarne stanice ploGastog epitela (cca 35-40 pm?®). Na
endometralnim stromalnim stanicama takoder se nalaze promjene ovisno o fazi
menstruacijskog ciklusa. U proliferacijskoj fazi su povrine cca 45 pm?, odnosno u
sekreciji cca 100 pum® (pre-decidualne stanice). Treba napomenuti da se promjene
ve¢inom odnose na superficijalne stromalne stanice, dok duboke stromalne stanice ne

podlijezu promjenama tijekom menstruacijskog ciklusa ili zbog utjecaja hormona.



Posebna vrsta stromalnih stanica, endometralni granulociti ili K stanice, odnosno
endometralni limfociti,’® javljaju se obi¢no u kasnoj sekrecijskoj fazi. Morfologki imaju
karakteristi¢na granula u citoplazmi (bojanje po May-Griinwald-Giemsa-i; MGG-u) i
jezgru najed¢e bubrezastog oblika.'"” U VCE obriscima se tijekom 5.-7. dana
menstruacijskog ciklusa moze naci tzv. «exodus» u vidu nakupina stanica gradenih od
srediSnjeg tamnijeg podru¢ja (stromalne stanice) 1 perifernog svjetlijeg dijela
(endometralne epitelne stanice), a predstavlja «odljev» endometralnog tkiva zajedno sa

histiocitima.'™

1.5.2. Citoloski uzorci
1.5.2.1. Indirektan citoloski uzorak - Papanicolaou test (Papa test)

Za razliku od cervikalne citologije, dijagnosticka to¢nost za otkrivanje raka endometrija
Papa testom iz vaginalnog uzorka iznosi izmedu 40% 1 70%, a za hiperplazije svega
20%. Niska uc¢inkovitost tumaci se u prvom redu anatomskim razlozima (udaljenost i
stenoza endocervikalnog kanala) kao i prirodom patoloskih promjena. Naime,
odljustene endometralne stanice (normalne ili patoloske) dolaze iz materisSta preko
endocervikalnog kanala do cerviksa i vagine, obi¢no u oskudnoj koli€ini, Cesto s

33738 Najjaca spontana eksfolijacija nalazi se

izrazenim degenerativnim promjenama.
kod slabo diferenciranih karcinoma, nesto slabija je kod srednje i dobro diferenciranih,
dok je oskudna kod hiperplazija. Osim toga, deskvamacija ¢e ovisiti i o vrsti tumora,
veli¢ini podru¢ja zahvadéenog tumorom te o proirenosti tumora na endocerviks.*
Citoloski nalaz neprimjerenog citohormonalnog statusa kao i citoloska slika tumorske

dijateze (nekroze) takoder mogu upuéivati na patoloske promjene endometrija.>* .

1.5.2.1.1. Citologija hiperplazija i endometralnog karcinoma u VCE (Papa) obrisku

Spontana deskvamacija hiperplasticnih endometralnih stanica u Papa obrisku nalazi se
svega kod 15-20% bolesnica, a ukoliko su i prisutne, ima ih vrlo malo. Slabije su
oc¢uvane, mogu biti normalnog, hiperplasticnog i abnormalnog izgleda. Obi¢no se
nalaze tijekom druge faze ciklusa u Zena starijih od 40 godina, odnosno onih u
postmenopauzi. Nerijetko, analiza Papa obriska upucuje na normalan nalaz, bez
identifikacije endometralnih stanica, ali sa dobrim estrogenim ucinkom na stanicama
plocastog epitela. Citoloski nalaz endometralnih stanica u ovim zivotnim fazama moze

upuéivati na moguénost patologke hiperplazije i/ili ak endometralnog karcinoma.*'**

10



Citomorfoloske promjene hiperplasticnih endometralnih stanica odrazavaju se
povecanjem cjelokupne stanice i jezgre, blagom hiperkromazijom, promijenjenim
kromatinom jezgre te nukleolom.>*** Stupanj abnormaliteta proporcionalan je stupnju
hiperplazije, a u Papa obrisku se obi¢no, uz dobar estrogeni efekt na stanicama
plocastog epitela, nalaze i eritrociti bez izrazene tumorske dijateze. Kod hiperplazija bez
atipije (simplex i complex), u indirektnom uzorku se nalazi mali broj endometralnih
stanica pojedinac¢no (cca 100) i u nakupinama (cca 6), a oko 25% ih je normalnog
izgleda. Hiperplasticne endometralne stanice su obi¢no degenerativno promijenjene,
morfoloski jedva nesto vece od onih normalnih, oskudne citoplazme, koja moze biti i sa
velikim vakuolama unutar kojih se mogu naci i leukociti. Jezgre ovih stanica (okrugle,
ovalne, rjede bubrezaste) su takoder blago uvecane i zrnatijeg kromatina u odnosu na
normalne stanice, a nukleoli (mikro) su rijetki. Kod hiperplazija s atipijom (simplex i
complex) u VCE obrisku javlja se veci broj stanica (cca 250) i nakupina (cca 12), a
svega 5% je normalnog izgleda. Atipi¢ne hiperplasti€ne stanice su jasno vece od
normalnih. Jezgre variraju od onih normalnog izgleda do jasno uvecéanih, koje
prevladavaju, a kromatin je zrnatiji, hiperkroman. Oko 30% jezgara pokazuje
nejednoliko rasporeden kromatin s prosvjetljenjima (engl. nuclear clearing), a u oko
25% nalazi se jedan, jasno uogljiv nukleol.”

Ukoliko su prisutne maligne endometralne stanice, one su manje uocljive u VCE
obrisku, za razliku od onih kod primarnog raka vrata maternice. Broj im varira, od
slucaja do slucaja, a uz maligne stanice mogu biti prisutne i endometralne stanice
normalnog izgleda kao 1 hiperplasticnoga tipa. Abnormalne stanice se javljaju
pojedinacno i u nakupinama (agregatima). Pojedina¢nu malignu stanicu tesko je uociti u
obrisku, narocito ukoliko se radi o dobro diferenciranom karcinomu. Stani¢ni agregati
obi¢no su okruglastog izgleda, a ovisno o histoloskom stupnju, slici i stanicnom tipu,
mogu poprimiti izgled modificiranog acinusa, razrijedenih ili gustih klastera bez
specifi¢ne citomorfoloske slike, odnosno mogu imati loptasti, papilarni ili oblik poput
plaze. Unutar agregata gubi se pravilnost izmedu stanica, te je izraZzen gubitak polariteta
medu stanicama, koje se nagomilavaju i preklapaju. Premda sam izgled malignih
endometralnih stanica ovisi o stupnju diferencijacije 1 histoloSkom stanicnom tipu,
jezgre i citoplazme su vece u odnosu na normalne i hiperplastiéne endometralne stanice.
Medutim, obi¢no nema izrazite varijacije s obzirom na veli¢inu i oblik stanica istog
uzorka. Maligne stanice su obi¢no okruglaste, ovalne ili niske kubicne, rijetko

cilindri¢ne, a zbog izrazenog grupiranja i nejasnih citoplazmatskih granica ne moze im
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se uvijek jasno odrediti konfiguracija. Rijetko se nalaze bizarni oblici malignih stanica.
Ponekad se unutar nakupina malignih stanica mogu naci vakuole, koje komprimiraju
jezgre, te stanice poprimaju izgled poput prstena pecatnjaka (engl. signet ring). Obi¢no
se radi o sekundarnim, degenerativnim promjenama te ove vakuole ne predstavljaju
sekreciju stanica. Jezgre malignih stanica variraju veli¢inom i oblikom (okrugle, ovalne,
rijetko reniformne i bizarne), normokromne su ili blago hiperkromne, a ovisno o stupnju
diferencijacije tumora, u odnosu na cjelokupnu stanicu, jezgra zauzima vise od 50%
povrSine. S obzirom na kromatin, nalazi se grupiranje i nepravilna distribucija
kromatinskog materijala unutar jezgre, rezultiraju¢i njezinim «prosvjetljenjemy.
Ucestalost, veli¢ina 1 broj nukleola ovisi o stupnju diferencijacije i histoloSkom tipu
tumora. Opcenito se smatra, da se u viSe od 75% malignih endometralnih stanica nalazi
jedan ili viSe jasnih, obi¢no okruglih nukleola. Mitoze su rijetke, dok se u 90%
slucajeva uocava jasna tumorska dijateza (vodenasti zrnati sadrzaj, leukociti, svjezi i
hemolizirani eritrociti, fibrin, stani¢ni detritus).l'3 Cesto se takoder nalaze veliki

1,45

pjenusavi histiociti, pojedinatno i1 u nakupinama. Ponekad se identificiraju 1

psamomska tjelesca.’

1.5.2.2. Direktan citoloski uzorak

Budu¢i da cervikalna citologija (Papa test) nije dovoljno osjetljiva u otkrivanju
endometralnih lezija, posljednjih desetljea razvijene su brojne metode za dobivanje
izravnih (direktnih) citoloSkih uzoraka endometrija. Najpoznatije su:

1. Ispiranje materiS§ta pod pozitivnim i negativnim tlakom (Gravelee-ov «jet»

wash).*

2. Aspiracija sadrzaja materiSta (Isaakov endometrijski «samplery, «vacutage,

. e \A7-51
«pistoly aspiration) !

3. Struganje endometrija (Endopap «sampler»)>*

53-56

4. Cetkanje endometrija (Medhosa cannula, Endocyte, Uterobrush)
Dijagnosticka to¢nost citoloske analize izravnog uzorka endometrija, prema razli¢itim

autorima, za otkrivanje hiperplazije endometrija iznosi od 50-70%, odnosno preko 90%

ukoliko su prisutni fragmenti tkiva,” a za rak endometrija od 90 do 95%.'”">°
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1.5.2.2.1. Citomorfologija endometrija u izravnim citoloskim uzorcima
1.5.2.2.1.1. Inaktivni (postmenopauzalni) endometrij

Citoloski uzorak oskudno je celularan, nalaze se dvodimenzionalne, manje nakupine,
izgleda poput saca, endometralnih epitelnih stanica s okruglastim, pravilnim,
jednoli¢no, tamno obojenim jezgrama te oskudnim, svijetlim citoplazmama.” Epitelne
stanice su sitne, niskog cilindriGnog ili kubi¢nog oblika,”® manje od onih u
proliferativnom endometriju premenopauzalnih Zena, dok su endometralni fragmenti

rijetki.** Mitoze se ne nalaze.

1.5.2.2.1.2. Proliferativni endometrij

Citolosi uzorak je umjereno celularan, sa ve¢im nakupinama i traccima poput saca
endometralnih epitelnih stanica (70-80 um?) ili sa blagim preklapanjem jezgara, neotro
ogranicenih stani¢nih rubova te ponekad s vidljivim tubularnim strukturama.
Endometralne epitelne stanice su ovalne, pravilnih, uniformnih, jezgara (30-40 pm?)
njeznog kromatina s malim kromocentrima, a citoplazme su oskudne, homogene ili
sitno vakuolizirane te dobro ogranic¢ene. Uz sekretorne (ne-cilijarne) nalaze se nerijetko
i cilijarne endometralne stanice. Takoder se nalazi nesto stromalnih stanica (45-75 pm?)
u rahlim nakupinama, okruglih, ovalnih ili bubreZzastih jezgara te oskudne, slabo
obojane citoplazme. Obi¢no su epitelne i stromalne stanice izmjesane u uzorku.'>**"-°

U ranoj proliferativnoj fazi kohezivne, jednoslojne plaze zljezdanih stanica ponekad
poprimaju izgled ravnih ili izvijuganih tubularnih struktura koje slice prstima na
rukavici nepravilno odrezanih rubova-krajeva (engl. «glove finger pattern»).®’ Gotovo
sve tubularne strukture su otvorene na oba kraja, dok druge imaju izled poput Salice,
polumjeseca ili su okruglaste.®” U kasnoj proliferativnoj fazi, plaze endometralnih
stanica su izrazito celularne s preklapanjem jezgara, tamnijim kromatinom, te Cestim
mitozama. Tubularne strukture Zljezdanih stanica su male, Cesto izgleda «rukavica s
prstima.*

Opcenito u proliferativnoj fazi, nalaze se kohezivne plaze i kratki segmenti tubularnih
zlijezda koje su obloZene stanicama s izrazenom pseudostrafikacijom, ovoidnih jezgara
1 guste citoplazme. Moze se naci preklapanje jezgara, sa blagom do srednje izrazenom
varijacijom u veli¢ini. Stroma izgleda homogeno, ali moze varirati od celularne do

fibrozne. Stromalne stanice su vretenastog oblika s nejasnom citoplazmom 1 jezgara
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njeznog kromatina. U pozadini, koja je «Cista», mogu se nac¢i elementi tankih zidova

krvnih zila.®®

1.5.2.2.1.3 Sekretorni endometrij

U umjereno celularnom citoloskom uzorku nalaze se najéeS¢e nakupine endometralnih
epitelnih stanica (90-110 pm?) izgleda poput saca, okruglastih do ovalnih, pravilnih,
uniformnih jezgara njeznog kromatina s malim kromocentrima, dok su citoplazme
obilnije, svijetle, ponekad sitno vakuolizirane. Prisutne stromalne stanice mogu biti
predecidualno promijenjene tj. one se progresivno povecavaju te postaju okruglog ili
nepravilnog oblika sa slabo ogranicenom 1 obojenom, cesto i1 vakuoliziranom
citoplazmom, dok su jezgre okrugle, ovalne i/ili bubrezaste, jednoli¢nog kromatina.
Konac¢no, stromalne stanice poprimaju neke karakteristike epitelnih stanica tj.
morfoloSki su im nalik. Takoder se mogu na¢i i endometralni granulociti (MGG

L 1:3,47.50
bojanje). "

Treba naglasiti da se izgled normalnog sekretornog endometrija
razlikuje ovisno o fazi sekrecije (rana ili kasna), sli¢no kao i u histologkim uzorcima.**

U ranoj sekretornoj fazi, zljezdane stanice se povecavaju s jasno ograni¢enim svijetlim
citoplazmama te poprimaju izgled saca. Vretenaste stromalne stanice se nalaze u rahlim
ili kohezivnim agregatima. U kasnoj sekretornoj fazi evidentne su promjene u
zljezdanim stanicama i predecidualno promijenjenim stromalnim stanicama koje su

gradene od jezgara nepravilnog kromatina i vidljivih mikronukleola te gustih obilnih

citoplazmi bez vakuolizacije.”

1.5.2.2.1.4 Hiperplazije endometrija

Meisels i sur.”’ smatraju da je citomorfoloski, izrazito tesko pravilno razlikovati
endometralne hiperplazije te je potrebno usvojiti pet kriterija u cilju pravilne
citodijagnostike (preklapanje stanica unutar zljezdanih nakupina i plaza, prisutnost
nukleola, anizokarioza, zrnatost kromatina, plaZe stromalnih stanica). Norimatsu i sur.®
preporucuju primjenu novih dijagnostickih kriterija u citodijagnostici lezija endometrija,
analizirajuéi arhitekturalnu gradu tkivnih fragmenata, kao $to navode i drugi autori.’
Prema Jiménez-Ayala klasifikaciji,’" jednostavna i sloZena hiperplazija imaju istu
citologku sliku, a u skladu s histopatoloskom koncepcijom Europske grupe patologa,'’
citopatoloska svojstva atipicne hiperplazije 1 dobro diferenciranog adenokarcinoma

endometrija stavljena su u istu kategoriju.
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1.5.2.2.1.4.1. Jednostavna hiperplazija (hyperplasia simplex)

U umjerenom do obilnom celularnom citoloSkom uzorku nalaze se vece nakupine
endometralnih epitelnih stanica s izrazenim preklapanjem i gomilanjem jezgara, koje su
okruglaste do ovalne, njeznog kromatina, ve¢inom prisutnim mikronukleolima, rijetko
se nalaze makronukloli, a moze biti izraZena blaga anizonukleoza, dok je citoplazma
oskudna, o$tro ograniCena. Brojne stromalne stanice nalaze se u manjim nakupinama i
pojedina¢no, a &esto su u vidu golih, bipolarnih, sitnih i vretenastih jezgara.***’ Unutar
plaza endometralnih stanica mogu se na¢i 1 povecani otvori zlijezda, bez

. .2
nagomilavanja.

1.5.2.2.1.4.2. SloZena hiperplazija (hyperplasia complex)

U obilnom celularnom citoloSkom uzorku nalaze se manje, Cesto trodimenzionalne
nakupine endometralnih epitelnih stanica s izrazitim preklapanjem i gomilanjem jegara,
a unutar pojedinih nakupina izraZenija je anizonukleoza. Endometralne epitelne stanice
su s okruglastim do ovalnim nesto veé¢im jezgrama, njeznog kromatina, ¢esto prisutnim
mikronukleolima, ponegdje s makronukleolima, te oskudne, oStro ograniCene

43,67
" Unutar

citoplazme. U pozadini se nalazi neSto sitnih, vretenastih stromalnih stanica.
fragmenata endometralnih stanica mogu se na¢i mali 1 gusto nagomilani otvori Zlijezda,
koje su medusobno odvojeni, ali su manji od normalnih, normalne veli¢ine ili nesto veci
od normalnih. Rijetko se nalaze strukture s izrazitim nagomilavanjem zlijezda i slikom
«leda-uz-leda» (engl. «back-to-back»). Unutar zlijezda mogu se zapaziti papilarna
premostenja.’

Opcéenito, u hiperplazijama bez atipija (simplex 1 complex), epitelne endometralne
stanice su blago uvecane, pravilno rasporedene unutar zljezdanih struktura i gustih
nakupina. Jezgre su jednoli¢ne, fino zrnatog kromatina, a mikronukleoli nisu uo€ljivi.
Izuzetno rijetko nalaze se tro-dimenzionalne nakupine.’

Treba naglasiti da citoloska identifikacija endometralnih hiperplazija bez atipija se, u
odredenom broju slucajeva, ne moze razlikovati od one kod proliferacije, odnosno od

regenerativnog endometrija, koji se cesto nade kod promijenjenih povrSina

endometralnih polipa, endometritisa ili unutar podrucja reparacije.68
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1.5.2.2.1.4.3. Atipicna sloZena hiperplazija (hyperplasia complex atypica)

Citoloski uzorak je obilno celularan u vidu manjih nakupina endometralnih epitelnih
stanica u kojima je izrazeno preklapanje i gomilanje jezgara, Cesto s gubitkom
polariteta. Endometralne epitelne stanice imaju pretezno ovalne do izduzene jezgre,
nesto grubljeg kromatina, ceS¢e s makronuklelima, jaCe izrazene anizonukleoze i atipije,
srednje obilne citoplazme, pretezno ostro ogranic¢ene. U pozadini se nalazi nesto sitnih,
vretenastih stromalnih stanica.*’

Ng” navodi da su atipiéne endometralne stanice zbijenije s jatom viSerednoséu, te blago
pleomorfne po veli€ini. Stanice su inace jasno uvecane, imaju umjerenu koli¢inu
citoplazme, a boje se cijanofilno, amfofilno ili blago eozinofilno. Jezgre su isto tako
uvecane 1 zbijene oko Zzlijezda te nema signifikantnog gubitka polariteta. Uz blagu
hiperkromaziju, jezgre su okrugle, jednolikog kromatina u veéini stanica, dok ostale
pokazuju nepravilnu raspodjelu kromatina. U nekim stanicama su prisutni nukleoli, koji
su mali ili srednje veli¢ine. Takoder se mogu naci rahle i guste nakupine, dok su
pojedinacne stanice rijetke. Nema tumorske dijateze, a unutar endometralnih Zlijezda ili
u njihovom nastavku se mogu naci tracci plo€astih metaplasticnih stanica razli¢itog
stupnja zrelosti.

Opéenito, citoloski izgled atipi¢ne hiperplazije nalikuje onom kod dobro diferenciranog
adenokarcinoma endometrija. Zljezdane stanice gube normalan polaritet, gusto su
zbijene 1 stratificirane. Jezgre su im pleomorfne, a kromatin moZe biti nepravilne
distribucije. Cesto se nalaze nukleoli, koji mogu biti mali do srednje veliki. Same
epitelne stanice su povecane, varirajuéi u boji od cijanofilne do eozinofilne. Ukoliko se
nade podrugje nekroze, ne moze se isklju¢iti adenokarcinom.” Upravo zbog svega
navedenoga, potrebno je u citoloSku interpretaciju uklopiti arhitekturalnu strukturu na

kojoj se temelji histoloska dijagnoza (engl. pattern based criteria) >

1.5.2.2.1.5. Adenokarcinom endometrija — endometrioidni tip

U obilnom celularnom citoloSkom uzorku kod dobro i srednje diferenciranog
adenokarcinoma endometrija endometrioidnoga tipa, nalaze se razli¢ito velike
nakupine malignih stanica ponegdje sa gomilanjem stanica, Cesto izrazene slabije
kohezivnosti te s poremecenim polaritetom i stvaranjem rozeta, papilarnih i zljezdanih
formacija. Za srednje diferencirani rak zapazen je nalaz viSe solidnih nakupina.

Citomorfoloski, maligne epitelne stanice su povecanih, najceS¢e izduZenih jezgara,
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nepravilnih obrisa, umjerene anizonukleoze, grubljeg kromatina, istaknutih nukleola s
perinukleolarnim prosvjetljenjem ili zgusnuéem kromatina, te srednje obilnih, neoStro
ogranicenih 1 razlivenih citoplazmi. Stromalne stanice nedostaju ili su oskudno
zastupljene. Tumorska dijateza umjereno je izrazena ili nedostaje.”’”* Za slabo
diferencirani rak endometrija endometrioidnoga tipa, najcesce je karakteristiCan obilan
celularan citoloski uzorak u kojem se nalaze pretezno solidne nakupine malignih
epitelnih stanica, slabije izraZene kohezivnosti te brojne gole maligne jezgre. Maligne
epitelne stanice su krupne, nepravilnog oblika jezgara, grubog kromatina, istaknutih
nukleola s izrazenom anizonukleozom, dok su citoplazme oskudne, neostro ogranicene,
a Cesto 1 nedostaju. Obi¢no nema stromalnih stanica, dok je tumorska dijateza

izrazena.*”*

1.6. Digitalna analiza slike stanica i tkiva

1.6.1. Uvod

Danas se kompjutorska analiza slike sve viSe primjenjuje na razliCitim poljima
dijagnostike u klinickim laboratorijima, omogucuju¢i numeri¢ku objektivizaciju
najsuptilnijih promjena nedostupnih vizualnoj inspekciji. Na taj nacin, umjesto
subjektivne procjene dolazi do objektivne kvantifikacije odredenih parametara.”
Analizom slike putem racunala, moguca je njena obrada, koja ukljuCuje analizu i
usporedbu, te selekciju odredenih segmenata slike, kao i pohranjivanje slika s
moguéno§éu stvaranja baze podataka.”' Klini¢ka i istrazivatka primjena slikovne
analize predstavlja veliku pomo¢ u stanicnoj morfologiji malignih lezija u podrucju
citologije i patologije.

Morfoloska dijagnoza u patologiji i citopatologiji rezultat je vizualne percepcije i
dijagnostickih kriterija za razli¢ite tkivne/stani¢ne uzorke za koje je potrebna visoka
educiranost morfologa.”> Naime, brojne studije navode razliku u reproducibilnosti
morfologa (inter i/ili intra) s obzirom na tip neoplazme, upalu ili neka druga patoloska
zbivanja, koja postaje joS i ve¢a ukoliko su ukljuceni prognosticki kriteriji (npr. stupanj
diferenciranosti odnosno gradus tumora, mitoti¢ka aktivnost), ili problem uzorka (vrsta,
metoda obrade, fiksacija, itd).”” Danas se nastoji povecati dijagnosticka to¢nost
uvodenjem sofisticiranih kompjutorskih i molekularnih tehnologija. Naime, odgovor

morfologa u smislu zlocudan ili dobro¢udan nije dostatan za optimalno lijeenje, ve¢ su
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potrebne dodatne informacije za izdvajanje bolesnika s tumorom koji povecavaju rizik
recidiva ili brze progresije te otkrivanje recidiva prije klinicke manifestacije. Osim toga,
utvrdivanje prekanceroznih lezija u populaciji s visokim rizikom ¢e pomo¢i u planiranju

pristupa strategije probira.’""*

1.6.2. Sistem za slikovnu analizu

Uobicajeni sistem za slikovnu analizu sastoji se od: mikroskopa, visoko rezolutne
kamere, monitora u boji, mikroracunala (mikrokompjutora) te podrzavaju¢eg programa
za prihvat i analizu slike. Svjetlosni mikroskop pretvara sliku u analogni elektri¢ni
signal pomocu video kamere, koja ga u mikrokompjutoru digitalizira u elemente slike,
tzv. piksele (engl. «pixels»). Za razliku od ljudskog oka koje razlucuje 30-40 zona
sivila, kompjutor razlutuje 256 zona po svakom pikselu.” Digitalni signal moze se
vratiti u analogni signal te kona¢no prikazati u boji na monitoru.

Temeljni dio slikovnog sistema je mikroskop, koji mora sadrzavati uniformni, stabilni
izvor svijetla, kvalitetnu optiku te stabilan mehanicki dio. Jedino je u slucajevima
automatskog probira ili automatske analize stakalaca, obavezan i automatski mehanicki
pokretni dio. Video kamera mora biti visoko kvalitetna, tzv. CCD (engl. Charge
Coupled Device), s visokom rezolucijom, te fotometrijskom i prostornom linearnoscu.
Mikrokompjutor sadrzi visoko-rezolucijski adapter za prihvat slike ili procesor slike,
dozvoljavajuéi izolaciju 1 selekciju individualnih objekata (piksela) slike. Spremanje
slika omogucéeno je dodatnim perifernim dijelom za pohranu podataka, kao $to je «hard
disk». Monitor mora imati visoku rezoluciju u cilju prepoznavanja detalja od posebnog
znaCaja. Za obi¢nu morfometriju nije neophodan monitor u boji. U svrhu izvjesca i

uvanja preslika potreban je pisa& («printer»).”®”

1.6.3. Vrste i priprema uzoraka za kompjutorsku slikovnu analizu

Za slikovnu analizu upotrebljavaju se razliite vrste uzoraka, a priprema ovisi o
izvedbenoj evaluaciji (jezgre, citoplazme ili oboje). Pogodni uzorci za slikovnu analizu
su patoloski kirurski materijal dobiven biopsijom ili ekscizijom, svi tipovi citoloskih
uzoraka (izljevi, obrisci, punktati) te stani¢ne kulture. Najpogodnijima se smatraju
svjezi ili smrznuti patohistoloski uzorci, mada se mogu upotrijebiti i parafinski rezovi.
Svjezi uzorci tkiva se mogu primjeniti kao otisci ili za pripremu suspenzije stanica koje

se obraduju kao razmazi ili sedimenti (engl. «cytospin») u citocentrifugi. U svjeZim
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citoloSkim preparatima pripremljenima kao razmaz ili u citocentrifugi, kao 1 u
smrznutim ili parafinskim patohistoloskim rezovima mogu se analizirati cjelokupne
stanice. Suspenzije jezgara mogu se pripremiti disagregacijom svjezeg ili smrznutog
tkiva, citoloSkog materijala ili u parafinu uklopljenog tkiva i to u vidu razmaza ili
sedimenta (engl. «cytospin-a»). Neki autori navode gubitak velikog broja jezgara
tijekom pripreme suspenzija kod disagregacije u parafinu-uklopljenog tkiva, te

zastupaju primjenu Feulgen bojanja na arhivskim histologkim rezovima.”

1.6.4. MorfoloSke promjene stanica - temelj kompjutorske slikovne analize

Kriteriji maligniteta se mogu podijeliti na promjene koje se odnose na cijelu stanice, na
promjene citoplazme te promjene jezgre i jezgrinih struktura.” Promjene cjelokupne
stanice se obi¢no odnose na poremecaj odnosa jezgre i citoplazme u korist jezgre
(smanjen nukleo-citoplazmatski omjer; <N/C). Promjene citoplazme odrazavaju se
bazofilijom citoplazme kao odrazom povecane sinteze proteina, vakuolizacijom
citoplazme ili stvaranjem granula u citoplazmi. Interfazna jezgra u eukarioti¢noj stanici
ima relativno stalnu ultrastrukturu, ovisno o podrijetlu, stupnju diferencijacije ili
funkcionalnoj aktivnosti.. Ona je «upravljac-direktor» stanice, a promjene u stani¢noj
morfologiji ili aktivnosti stanice odraz su promjena u jezgri.’** Malignom alteracijom
najbrojnije su promjene na nivou jezgre: povecanje jezgre s posljedicnim smanjenjem
nukleo-citoplazmatskog odnosa (<N/C), promjene oblika jezgre karakteristicne za
pojedine tipove tumora (intranuklearne inkluzije kod papilarnog karcinoma Stitnjace,
jezgre nalik na zrno kave kod Brennerovog tumora, konvolutnost i cerebriformnost kod
mycosis fungoides 1 Sezary sindroma, itd). Osobitost jezgara kod malignog rasta je 1
njihov pleomorfizam te multinukleacija i multilobulacija. Promjene strukture kromatina
odrazit ¢e se u vidu hipo- ili hiperkromazije, kao odraz abnormalne koli¢ine DNK
nastale zbog patoloskih mitoza, te povecanim brojem jezgara u sintetskoj fazi pripreme
za mitozu. Koli¢ina DNK 1 proliferativna aktivnost imati ¢e odraz u abnormalnosti
stanicne funkcije. Abnormalna koli¢ina DNK povezuje se uz maligne i premaligne
stanice, dok je znacajno povecanje proliferativne aktivnosti povezano s neoplazijom i
biologkim ponasanjem tumora kao posljedica brzine njegovog rasta.”* Unutar jezgre
takoder dolazi do povecanja broja 1 veli¢ine nukleola kao i njegovih substruktura tzv.

regije nukleolarnih organizatora (NOR).
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1.7. Morfometrija

Opcenito, termin «morfometrija», upotrebljava se za razli¢ite kvantitativne metode koje
ukljuuju tkivne i staniéne analize,”"” dok sama rije¢ «morfometrija» znadi «mjerenje
oblikay (grcki noppoo = oblik). Baak ju definira kao kvantitativni opis geometrijskih

. . .. 1.81
struktura u svim dimenzijama.”"®

Numeri¢kom objektivizacijom opazenih struktura
omogucuje se reproducibilnost metode, a od velikog znacenja je da se moze koristiti
standardno obradeni materijal.*"*** Osim toga, rezultati mjerenja (primarni podaci) mogu
se koristiti za dobivanje novih podataka (sekundarni podaci) pomoc¢u matematickih
formula, a svi podaci mogu se statisti¢ki obraditi.*"**
Najvaznije morfometrijske metode su planimetrija, stereologija (kvantitativna
deskripcija geometrijskih svojstava strukture u svim dimenzijama) i denzitometrija
(mjerenje sadrzaja DNK u jezgri).”"*!
Planimetrija oznaCava morfometrijska mjerenja u dvodimenzionalnoj slici, iako
strukture ne moraju biti dvodimenzionalne. Naime, stanice koje se mjere u citoloskim i
histoloSkim preparatima pod manjim povecanjima imaju dvodimenzionalni izgled,
premda se radi o trodimenzionalnim strukturama. Trodimenzionalnost je uoc€ljivija pod
veéim povecanjima, ali je zanemariva ukoliko se mjere povrSine jezgara i citoplazmi.
To se narocito odnosi na citoloSke uzorke.
Planimetrijski morfoloski parametri mogu se podijeliti na:
» Jednostavne parametre: povrsina, opseg, promjer, polumjer, najduza i najkraca
os objekta (izrazavaju se kao jedini¢ne vrijednosti).
» Faktore oblika (engl. shape factor) koji mjere (ne)pravilnosti objekta, a
izrazavaju se kao nejedini¢ne vrijednosti:

o Faktor zaokruzenosti objekta, tzv. form factor (FF)**** koji mjeri stupan;
zaokruzenosti pojedinatnog objekta (FF=4m x povr§ina/opseg’). Ima
vrijednost 1 za krug, <1 za elipse te <<l za jako nepravilne oblike
(nepravilni rubovi ili varijabilnost oblika).

o Faktor izduZenosti objekta (omjer duZine i §irine)’!

o Konveksnost ili konveksna povrsina (engl. convex area), definirana kao
povrSina mnogokutnika opisanog na ispitivanom obliku tangentama na
njegovim stranama.*>*

o Faktor slican stupnju ispunjenosti (engl. area/convex area), je omjer

v w86
povrsine i konveksne povrsine.
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» Kontekstualni pokazatelji: povrsina nakupine, broj elemenata po nakupini,
udaljenost izmedu nakupina itd.
# Dvofazni pokazatelj: nukleo-citoplazmatski omjer (N/C), nukleo-nukleolarni

omjer (N/N), itd.

Morfometrijske analize zbog svojih kvantitativnih obiljezja omogucéavaju:

* Korelaciju morfometrijskih podataka s tradicionalnom klasifikacijom tumora
temeljenu na subjektivnoj interpretativnoj histopatologiji, a sa ciljem potvrde te
klasifikacije;

* Vecu pouzdanost i reproducibilnost citoloskih i patohistoloskih dijagnoza;

* Reklasifikaciju tumora na temelju morfometrijskih podataka;

» Korelaciju morfometrijskih podataka sa prognostickim pokazateljima;

* Odredivanje planimetrijskih parametara, pokazatelja teksture, pokazatelja u vezi

sa nivoima sivila odnosno denzitometrijskih pokazatelja.

1.8. AgNOR metoda

1.8.1. Nukleol i nukleolarne organizacijske regije (NOR)

U svjetlosnom mikroskopu, nukleol je eskcentri¢no postavljena, naj¢es¢e okruglasta ili
ovalna sitna struktura unutar interfazne jezgre eukariota. Za razliku od citoplazmatskih
organela, nukleol nije omeden membranom, a izgraduju ga i omeduju nakupine
povezane u mrezu nedovrienih ribosomskih prekursora.®” Nukleol se smatra «tvornicom
ribosoma»,” a ovisno o funkcionalnoj diferencijaciji stanice, broj nukleola moze
varirati, premda postoji odredena uniformnost izmedu stanica odredenog tipa. Opcenito,
mitotiki aktivne i proliferiraju¢e stanice imaju brojnije i prominentnije nukleole.”

Premda se 40-tih godina proslog stolje¢a doslo do spoznaje da nukleoli sadrzi visoke
koncentracije ribonukleinske kiseline (RNK) i1 proteina, tek je 60-tih godina otkrivena
njihova funkcija u sintezi ribosomalne ribonukleinske kiseline (rRNA) i ribosoma.”
Naime, nukleol tvore velike petlje molekule DNK s multiplim genskim kopijama za
sintezu rRNK, a smjeStene su na «satelitskim podru¢jima» p-krakova 13., 14., 15., 21., i
22. para akrocentricnih kromosoma (ukupno 10 kromosoma). Svaki od njih nosi

nakupinu rDNK gena i naziva se nukleolarna organizacijska regija (NOR).
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Standardnom elektronskom mikroskopijom unutar nukleola prikazuju se:**
1. fibrilarni centar (engl. fibrillar center — FC) - blijedo obojeno okruglasto
podrucje niske gustoce, koje sadrzi rDNK i nije u aktivnoj transkripciji;
2. gusta fibrilarna komponenta (engl. dense fibrillar component — DFC) — okruzuje
FC, sadrzi rRNK 1 predstavlja mjesto aktivne transkripcije;
3. granularna komponenta (engl. granular component — GC) — okruzuje DFC, te
sadrzi prekursore ribosoma u procesu sazrijevanja;
4. nukleolarni kromatin (perinukleolarni, odnosno intranukleolarni kromatin) -
smjesten na periferiji i unutar nukleola.
VeliCina, broj i relativni raspored navedenih komponenata su tipic¢ni za odredeni
stanicni tip, mada treba naglasiti da se mogu razlikovati s obzirom na razli¢ite stanicne
tipove, kao i na razlicita fiziologka stanja istog stani¢nog tipa.’’
U interfazi, fibrilarni centri su ekvivalentni nukleolarnim organizacijskim regijama,
variraju veli¢inom, bilo da su u fazi mirovanja ili nukleolarne transkripcije.”””* Smatra
se da je njihov broj u neposrednoj vezi s intenzitetom sinteze rRNK, odnosno s
aktivacijom transkripcije rDNK.”
Tijekom stani¢ne diobe izgled nukleola se dramati¢no mijenja. Prije mitoze nukleol se
smanjuje, u mitozi nestaje, a ponovo se javlja na kraju u telofazi, kao mala struktura na
mjestima kromosomske lokacije rRNK gena, koja raste i stapa se konacno u veliki
nukleol u veéini interfaznih stanica.”® Dakle, u novonastalim stanicama nastaju kao
rezultat aktivnosti nukleolarnog organizatora.*®
NOR-ove sekvence DNK odreduju produkciju 18S i 28S komponente ribosoma, §to je
potvrdeno tehnikom in situ hibridizacije.”® Premda je hibridizacija rDNK sa DNK iz
NOR-a najbolja tehnika za prikazivanje NOR-a, ne preporuca se za Siroku primjenu.
Interfazni NOR predstavlja strukturalno-funkcionalnu jedinicu za sintezu rRNK.***" Uz
rDNK gene (oko 200-500 gena u diploidnoj stanici)™ u razdvojenoj DNK molekuli
potrebnoj za prijepis, nalaze se i nehistonski proteini neophodni za transkripciju
ribosomalnih gena, poznati kao NOR proteini, s posebnim afinitetom za selektivno
bojanje na srebro (argirofilija) te se nazivaju i AgNOR-i. Treba naglasiti da bez AgNOR

proteina nema ni rRNK sinteze.”
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1.8.2. AgNOR bojanje i evaluacija

Biolosko ponasanje tumora odraz je brzine njegovog rasta, te je od izuzetne vaznosti
pronaci pouzdane pokazatelje prognoze za svakog bolesnika, s naglaskom na mjerenju
proliferativne aktivnosti stanica. AgNOR tehnika je jedna od metoda mjerenja ove
aktivnosti, prikazuju¢i NOR-pridruzene proteine, odgovorne za argirofiliju podrucja na
kojima se odigrava transkripcija rRNK. 5710011

Goodpasture i Boom'? su 1975. g. prvi puta vizualizirali NOR-ove na kromosomima
sisavaca, jednostavnom metodom bojanja sa srebrom u dvije faze, kojom se prepoznaju

argirofilni proteini. Howell i Black (1980. g.)'*

uvode skraéenu, «one-step» metodu
bojanja na 60°C, kojom se pojednostavljuje postupak, a poveéava reproducibilnost.
Ploton i sur. 1986. g.'™ poboljsavaju metodu sniZavanjem temperature reakcije na 20°C,
te je kao takva uglavnom i danas u primjeni. Metoda se smatra jednostavnom, jeftinom i
tocnom, a standardizacijom mjerenja i rezultata mogla bi postati rutinska pomoc¢na
metoda u patohistoloskim i citoloskim laboratorijima u svrhu poboljsanja dijagnostike i
odredivanja prognoze.'””'®> Prednost AgNOR metode je u moguénosti primjene na
rutinskim 1 arhivskim uzorcima, ¢ime je omogucéeno izvodenje retrospektivnih studija,
kako citoloskih tako i histoloskih, a morfoloska dijagnoza i bojanje srebrom analiziraju
se na istom preparatu.'*
Kao $to je ve¢ napomenuto, NOR proteini su nehistonski kiseli proteini odgovorni za
argirofiliju. Naime, njihove sulfhidrilne i karboksi grupe imaju izraziti afinitet vezanja i
precipitacije iona srebra.'® Na taj na¢in se AgNOR (interfazni NOR) prikazuje kao
dobro ogranicena crna tocka, promjera 0,5 pm do 1 pm povezana poput ogrlice unutar
nukleola,®” a njihov broj i veli¢ina mogu se analizirati i svjetlosnim mikroskopom.'*”-'*®
Prema Crockeru,'” putem svjetlosnog mikroskopa mogu se razlikovati slijedeéi tipovi
AgNOR-a:

» solitarni, potpuno agregirani, u vidu zaokruzene argirofilne stukture, koji

odgovara samom nukleolu (karakteristiCan za mirujuce limfocite);
* unutar nukleola mogu se razlikovati pojedini AgNOR-i (u proliferiraju¢im
stanicama);

* AgNOR-i «razbacani-rasprseni» u nukleoplazmi u vidu sitnih tockica, obi¢no

kod izrazito slabo diferenciranih malignih tumora.
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Faktori koji utje¢u na bojanje AgNOR-a su:”'%!!?

» fiksativi — za razliku od formalinskih fiksativa, upotreba alkoholnih fiksativa
dovodi do jasnijeg i intenzivnijeg obojenja AgNOR-a. Osim toga i trikloroctena
kiselina se pokazala kao izvrstan fiksativ za oCuvanje sulfthidrilnih skupina na
NOR proteinima, odgovornim za vezanje srebra;

* temperatura i vrijeme bojanja obrnuto su proporcijalne varijable, tj. uz visu
temeperaturu potrebno je krace vrijeme bojanja. Medutim, ukoliko se vrijeme
bojanja produzi iznad optimalnog (dulje od 30 minuta), crne strukture obojane
srebrom se stapaju te je jezgra u potpunosti crno obojena. Zato je za svaki
uzorak potrebno odrediti optimalno vrijeme bojanja.

* debljina preparata (odnosi se u prvom redu na histoloske rezove)

- pH

S obzirom na brojne C¢imbenike koji utjeCu na bojanje AgNOR-a, potrebno je
standardizirati protokol bojanja u cilju reproducibilnosti podataka izmedu razlicitih
laboratorija. Prvi takav pokuSaj standardizacije, zabiljezen je 1993. g. u Berlinu za
vrijeme Radionice «AgNOR-i u onkologiji», formiranjem «Internacionalnog komiteta
za kvantifikaciju AgNOR-a», kada su iznesene osnovne smjernice za bojanje i
evaluaciju AgNOR-a.'"?

AgNOR metoda je primijenjena kako na neobojanim, tako i na obojanim uzorcima, te
su analizirane prednosti i nedostaci. Na prethodno May-Griinwald-Giemsa (MGG)
obojanim preparatima, postigla se dobra vizualizacija kontura jezgre bez interferiranja s
AgNOR bojanjem, uz njezno ostatno obojenje pozadine. Takoder se postize dobra
vizualizacija AgNOR-a i nakon odbojavanja Papanicolaou bojanja, premda je broj
AgNOR-a nesto manji u odnosu na neobojane i odbojane MGG preparate,'* vjerojatno
zbog djelovanja alkoholnog fiksativa, odnosno interferiranja sa bojanjem po
Papanicolaou-u.

Usporedbom AgNOR-a u citoloskim 1 histoloSkim uzorcima, isti¢e se tehnicki
jednostavnija analiza AgNOR-a u citoloSkim otiscima u odnosu na patohistoloske
rezove, zahvaljuju¢i manjem preklapanju stani¢nih struktura te dobro standardiziranoj
fiksaciji i vremenu bojanja.'"*''* Osim toga, zbog debljine preparata od nekoliko
mikrometara, nalazi se 1 manji broj AgNOR-a na histoloskim rezovima, odnosno ne
moze se odrediti apsolutna koli¢ina AgNOR-a u jezgri, buduéi se preklapaju sa

dijelovima jezgara.'” Naime, u citoloskim otiscima nalazi se u cijelosti intaktna jezgra,
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te se AgNOR strukture mogu vizualizirati kroz Citavu debljinu jezgre sa ve¢im brojem 1
ukupnim sadrzajem AgNOR-a.''>!'®

Osim same tehnike evaluacije 1 bojanja, na loSe rezultate mogu utjecati i razliciti drugi
parametri, kao $to je premali broj obradenih slucajeva, brojanje na samo 50 stanica po

slu¢aju, kao i hormonski utjecaji kod pojedinih vrsta tumora (dojka, prostata, jajnik).'"

1.8.3. Kvantitativna analiza AgNOR-a

Danas se najceS¢e susrecu dvije metode za kvantitativhu analizu AgNOR-a: metoda

brojanja i morfometrijska metoda.''"'"?

Metodom brojanja se, u svjetlosnom
mikroskopu na velikom povecanju (1000X) uz pazljivo fokusiranje, direktno broji svaka
srebrom obojana totka po stanici. Prema preporuci Crockera i sur.,'” ukoliko se
srebrom obojani agregat ne moze razdvojiti fokusiranjem u individualne tocke, potrebno
je svaku takvu nakupinu (klaster) smatrati jednim AgNOR-om. Ovakav nacin brojanja
je jeftin 1 vrlo ucinkovit, ali izrazito subjektivan i slabo reproducibilan, narocito kod
brzo rastu¢ih tumora kada dolazi do preklapanja pojedinih AgNOR-a. Osim toga, u
samom broju AgNOR-a nisu izraZene dimenzije pojedinacnih srebrom obojanih tockica,
koje mogu izrazito varirati, naro¢ito kod karcinomskih stanica.''*

Morfometrijska metoda uvedena je 90-tih godina proslog stoljeca,''"!'®

u cilju
objektivizacije suptilnth promjena 1 prevladavanja nedostataka subjektivne
vizualizacije. Automatski ili poluautomatski, pomocu kompjutorskih programa za
analizu slike (engl. «image analysis») mjere se povrSine srebrom obojanih struktura
unutar jezgre. Metoda je brza, preciznija i reproducibilnija, a za izvedbu je potrebna
CCD kamera na svjetlosnom mikroskopu, spojena sa kompjutorom opremljenim
specificnim morfometrijskim programom. Postoji miSljenje da se primjenom «image»
analize mogu kompenzirati male razlike nastale u procesu bojanja''> te postoji
preporuka da se ova metoda koristi kao metoda izbora u analizi AgNOR-proteina u
citologkim i patohistoloskim uzorcima''®''* Osim toga, moguéa je kvantitativna analiza
1 drugih parametara, kao Sto je morfometrija jezgre i stanica te analiza rasporeda

: . . 117,118
obojanosti unutar jezgre.''”

1.8.4. AgNOR i drugi markeri stanicne kinetike

Proliferacijska aktivnost stanica moze se procijeniti primjenom razli¢itih metoda od

kojih su u rutinskoj analizi tumora najce$¢i: broj mitoza, indeks vezivanja timidina,
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vezivanje bromodeoksiuridina, AgNOR, ekspresija proliferacijskog antigena Ki-67 i
proto¢na citometrija.'®

Postoji linearna korelacija izmedu broja, povrSine i/ili veli¢ine AgNOR-a i ekspresije
Ki-67'"1121 1 PCNA (engl. proliferative cell nuclear antigen)'**'** odnosno stope
(%) S-faze stani¢nog ciklusa kao parametara stani¢ne proliferacije.'*'*® S obzirom na
AgNOR u odnosu na vrijeme udvostrucenja stani¢ne populacije i duljine S-faze,
korelacija je obrnuta, tj. uz vecu koli¢inu AgNOR-a, brza je stani¢na proliferacija, a S-
faza kraéa.'">'*” Medutim, treba napomenuti da u nekim studijama broj AgNOR-a nije

.y . .. , )
odraz stani¢ne proliferacije, ve¢ ploidije.'*®

1.9. Staticka DNK («DNA image») citometrija

Citometrija predstavlja mjerenje citokemijskih, histokemijskih ili molekularnih
karakteristika stanica ili tkiva.'”

Naime, subjektivna procjena histoloSkih i citoloSkih preparata ima svoja ogranicenja,
koja se donekle mogu prevladati kvantitativnom analizom putem mikroskopa. Odavno
je poznato da u pojedinim, kako normalnim tako i patoloskim stanjima, dolazi do
promjena sadrzaja DNK u stanicama. Brojna istrazivanja temelje se upravo na ovim
promjenama te mogucoj njihovoj primjeni u dijagnozi, klasifikaciji i prognozi razli¢itih
bolesti, prvenstveno malignih tumora. Sadrzaj DNK 1 varijacije stani¢nog ciklusa mogu
se relativno brzo izmjeriti proto¢nim citometrom kao i kompjutorskom ili statickom

DNK citometrijom."*"

1.9.1. Stanicéni ciklus

U veéine normalnih stanica stani¢ni ciklus ukljucuje sintezu i mitoticko dijeljenje
stanica. U stanicnom ciklusu razlikuje se mitoticka faza (M) 1 period mirovanja
(interfaza). Vecina stanica u tkivima se nalazi u fazi mirovanja (G,) ili presintetskoj fazi
(G1), a stanice u Go/G; fazi imaju diploidnu (2N) koli¢inu DNK. Stanice iz G, faze
prelaze u sintetsku (S) fazu, kada dolazi do replikacije intracelularne DNK, a koli¢ina
DNK u stanicama je izmedu 2N i 4N."!""* Nakon DNK replikacije, stanice sa 4N
koli¢inom DNK ulaze u G; fazu, koja vrlo brzo prelazi u mitoti¢ku fazu (M). U mitozi
nastaju tzv. progenitorske stanice dihotomno podijeljene u dvije stanice s diploidnom
koli¢inom DNK, a ove ponovno prelaze ili u G; fazu ili u G, fazu mirovanja.13 % Vazno

je naglasiti da tumorske stanice imaju opcenito kraéi stanicni ciklus nego normalne
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stanice. Skracenje stani¢nog ciklusa odrazava se povecanom S+G;M fazom ili samo S-

v e 133
fazom, $to je Cesto prognosticki vazan nalaz.

1.9.2. Odredivanje DNK sadrZaja («ploidije») u novotvorinama

Analiza koli¢ine DNK («ploidija»), kao biljeg stani¢nih kromosomskih abnormalnosti
narocito kod malignih tumora, predstavlja vazan, kako dijagnosticki tako i prognosticki,
faktor bolesti. Naime, odredivanje ploidije temelji se na pretpostavci da u Go/Gl1 fazi,
DNK sadr7aj korelira sa brojem kromosoma i ostalim osobinama stani¢noga ciklusa.'**
Izmjerena koli¢ina DNK proto¢nim citometrom ili statickom DNK citometrijom moze
otkriti priblizno 5% promjena u sadrzaju DNK kromosoma, a to ¢e odgovarati ili
povecanjem ili smanjenjem u jednom ili dva kromosoma po jezgri. Opcenito, postoji
dobra korelacija u izmjerenom DNK sadrzaju dobivenom protocnom citometrijom,
staticnom DNK citometrijom i kariotipskim tehnikama, premda svaka od navedenih
metoda ima svoja ograni¢enja. Tako, DNK analiza proto¢nim citometrom ili statiCkom
DNK citometrijom ne otkriva promjene kromosoma kao S$to su translokacije, delecije
1/ili trisomije malih kromosoma, budu¢i da one predstavljaju malu koli¢inu u ukupnom
DNK sadrzaju. Za razliku od toga, proto¢ni citometar ¢e otkriti aneuploidiju u tumoru
koji uz maligne stanice sadrzi i vece koli¢ine upalnih stanica tj. aktivno proliferiraju¢ih
ne-neoplasticnih stanica (npr. leukociti u izrazito upalno promjenjenoj neoplazmi).

. ey . . , . . . .. 130
Naime, genetickim tehnikama, ove upalne stanice ¢e imati normalan kariotip.

1.9.2.1. Metode odredivanja DNK sadrzaja

Zadnjih nekoliko desetljeca, doslo je do izrazitog razvoja metodologija u odredivanja
DNK sadrzaja. Najprije se koristio mikrospektrofotometar za analizu histoloskih rezova
obojenih po Feulgen-u ili fluorescentnom bojom, tj. svaka stanica se kvantificirala
mikrospektrofotometrom,'**-1136

Slijede¢a metodologija, koja se razvila sedamdesetih, a klinicku primjenu je nasla u
osamdesetim godinama proslog stoljeca, bio je protocni citometar, ¢iji se rad temelji na
brzoj, sekvencijskoj analizi stanicne DNK u suspenziji pojedinacnih stanica, koje
prolaze u teku¢em mediju kroz kanal sa fluorescentnim senzorom.">”'* Stani¢na DNK
oznacena je sa DNK fluorescentnom bojom, kao Sto je propidium jodid i etidium

bromid. Protoc¢ni citometar mjeri desetke do stotine stanica u minuti, Sto se odrazava u

visoko rezolutnim histogramima s malim koeficijentom varijacije vrSka histograma.
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Medutim, nije moguca direktna vizualizacija mjerenih stanica zbog mogucnosti
«razrjedenjay male populacije tumorskih stanica normalnim stromalnim ili upalnim
stanicama 1 nemoguénosti prepoznavanja gubitka tumorskih stanica tijekom
procesuiranja uzorka. Osim toga, nedostatak proto¢nog citometra je i neadekvatna
analiza hipocelularnog uzorka, tj. ne mogu se analizirati uzorci manji od 10 000
stanica.'*’

Metodologija staticke DNK citometrije razvija se osamdesetih godina proslog stoljeca,
naroc¢ito napretkom mikrokompjutorske tehnike i razvojem softverskih programa za
digitalnu  kompjutorsku  analizu.'””® Metoda omoguéava, =za razliku od
mikrospektrofometrijske tehnike, relativno brzo, interaktivno, poluautomatsko mjerenje
stanica na histoloskim ili citoloskim preparatima obojanim metodom po Feulgen-u.
Razlikuju se automatski ili poluautomatski sistemi razlicite opreme i podrzavajuéega
kompjutorskog programa, medutim podaci dobiveni jednim sistemom ne mogu se
automatski prevesti u drugi.'**'¥!

Staticka DNK citometrija se smatra manje zahtjevnom od proto¢ne citometrije, dostatno
je za analizu 100 do 300 stanica po uzorku. Prednost metode je u direktnoj stani¢noj
vizualizaciji 1 individualnoj stani¢noj selekciji od strane istrazivaca, ¢ime se dobivaju
izrazito reprezentativni histogrami.'*

Analiza DNK sadrZaja dobivena stati¢nom citometrijom obi¢no dobro korelira s onom
kod protoc¢ne citometrije, a ocituje se odredivanjem DNK indeksa (DI) i utvrdivanjem
abnormalnog vrska histiograma. U nekoliko studija utvrdeno je u 75-90% slaganje za
obje metode.' "’

Kod protocne citometrije (engl. flow cytometry — FCM) je manji koeficijent varijacije
(CV) te pouzdanija vrijednost S-faze. Metoda je osjetljivija u otkrivanju tumora sa tzv.
sivim zonama prekrivanja DNK aneuploidije uz diploidiju (engl. near-diploid cell
populations) 1 tetraplodiju (engl. near-tetraploid cell populations), ¢ime osigurava bolju
povezanost s prognozom. Nedostaci su joj laZni histogrami zbog razrjedenja tumorskih
stanica sa neneoplasti¢nim (stromalnm, upalnim) stanicama, odnosno zabiljezena je
manja osjetljivost u otkrivanju malih aneuploidnih populacija kao i potreba za najmanje
10 000 stanica po analizi.'*

Staticka DNK citometrija (ICM) je, s obzirom na manje razrjedenje tumorskih stanica
sa normalnima, op¢enito osjetljivija u detekciji aneuploidije i tetraplodije, idealna je za
male uzorke, kao i identifikaciju odredenih stanica pod mikroskopom, tj. razliCite

stanicne populacije se mogu odvojeno analizirati. Moguénost otkrivanja DNK
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aneuploidne populacije stanica sa DNK sadrzajem ve¢im od 5c velika je prednost ICM

148-150
u odnosu na FCM.

Nedostaci su joj dugotrajna analiza za koju je potrebna izrazita
vjestina 1 iskustvo mikroskopi€ara, mjerenje se vr$i na manjem broju stanica po uzorku,
uz veci koeficijent varijacije, a udio S-faze je manje pouzdan nego kod protocne
citometrije.”*” ICM analiza se vr§i na cijeloj jezgri te su za nju pogodniji citologki od
histoloskih uzoraka, naro¢ito s obzirom na kvantitativnu analizu DNK'"' i moguénost
kontrolnih mjerenja."”> Smatra se, da s obzirom na tendenciju «stapanja» tumorskih
jezgara, histoloSki uzorci nisu pogodni za DNK citometriju, tim viSe §to su nadene
znatne razlike u raspodjeli DNK sadrzaja u histoloskim i citoloSkim uzorcima istog
tumora.'”® Medutim, treba naglasiti, da prisutnost normalnog sadrzaja DNK u
tumorskim stanicama ne znaci uvijek i odsutnost kromosomske promjene, §to je i

glavna zamjerka ICM metodi."**

1.9.3. Citoloski uzorci za staticku DNK citometriju

Za staticku analizu DNK sadrzaja razliit je izbor citoloSkih uzoraka: otisci svjezeg i
smrznutog tkiva, aspirati uzeti tankom iglom (engl. fine-needle aspirate—FFNA), razmazi

130,142,155 : . v
©777 Mjerenja se vrSe na

1 citocentrifugati suspenzija stanica (engl. cytospins)
intaktnim stanicama, a kao rezultat dobivaju se histogrami s vrSkovima malih
koeficijenata varijacije (CV), ¢ime se mogu prikazati gotovo diploidni vrskovi (engl.
near-diploid peaks). Svjezi citoloski preparati suSe se na zraku prije fiksacije, sli¢no kao
za standardno bojanje po MGG-u. Tehnika suSenja na zraku, koja dovodi do spljostenja
stanica, omogucava jednoli¢no bojanje jezgre stanice Feulgen metodom. Isto tako se
mogu upotrijebiti arhivski preparati (stari 1 preko 20 godina) obojani po Papanicolaou-u

i MGG-u, koje je potrebno odbojati prije primjene metode po Feulgen-u.">*'*’

1.9.3.1. Bojanje za staticku DNK citometriju

Metoda specificnog bojanja, tzv. Feulgen-ova reakcija, koju su 1924. g. uveli Feulgen i
Rossenbeck'™® i danas predstavlja osnovu za druge metode kod kojih se boja
stehiometrijski veze za DNK te predstavlja proporcionalno koli¢inu DNK u jezgri.
Samo bojanje se temelji na svojstvu DNK da nakon blage hidrolize s klorovodi¢nom
kiselinom (uklanjaju se purinske baze), dolazi do oslobadanja aldehidnih skupina iz
deoksiriboze, na koje se u drugoj fazi reakcije veze fuksin sulfori¢na kiselina iz Shiff-

ovog reagensa.' > Bezbojni Schiff-ov reagens oboji se i kovalentno veze za DNK. Na taj
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na¢in se prikazuje u vidljivom spektru $to je prednost u odnosu na primjenu
fluorescentne akridin narandaste boje (engl. acridine orange), za koje je osim
kompliciranije tehnike izvodenja potrebno i ultravioletno svjetlo za analizu. Kod
hemalaun-eozin (HE) bojanja, dolazi do nestehiometrijskoga vezanja na DNK, te ono
nije pogodno za analizu sadrzaja DNK, budu¢i da ¢e intenzitet obojenja ovisiti o
koncentraciji boje koja se koristi.

Za kvantitativno usporedivanje razliitih preparata potreban je interni standard
(kontrola), kako bi se izbjegla varijabilnost Feulgen-ove metode koja ¢e se odraziti na

obojenost istodobno bojanih razli¢itih preparata, bez obzira na njihovu starost."”’

1.9.3.2. Diploidna interna kontrola

U tumorskim stanicama, izmjereni DNK sadrzaj se izraZzava kao relativna vrijednost u
odnosu na vrijednost unutarnje kontrole (definirana 2N vrijednost). Na taj nacin moguce
je odredivanje ploidnosti i na arhivskim preparatima jednako efikasno kao i na
svjezima.'® Naime, preporucuju se unutarnji standardi (kontrole) kao §to su leukociti,
jer podlijezu istim utjecajima u preparatu kao i ispitivane stanice te se na taj nacin

153,161-164

izbjegava razliCitost rezultata. U histoloSkim preparatima najcesce se rabe

stromalne stanice kao interna kontrola, a u citoloskima limfociti i granulociti. Babiarz i
sur.'® uvode faktor korekcije (10,5%) usporedujuéi limfocite i fibroblaste, buduéi da
limfociti primaju 10-15% manje Feulgen-ove boje od drugih stanica. Seili-
Bekafigo,'®*'%” na temelju vlastitih iskustava, kao kvalitetne kontrolne stanice rabi
nesegmentirane leukocite na punktatima kosStane srzi kod akutne limfaticne leukemije,

obrazlazu¢i da se lako izdvajaju od ostalih stanica s kromatinom koji je neSto manje

kondenziran nego kod segmentiranih granulocita i limfocita.

1.9.3.3. Standardizacija metode

......

protokola bojanja i mjerenja sadrzaja DNK, Europsko udruzenje za analiti¢ku stani¢nu
patologiju je 1996.godine objavilo «Konsenzus o statitnoj DNK citometrijin'®"'"
Preporuke se odnose na upute o bojanju (po Feulgen-u, uz inkubaciju Schiff-ovim
reagensom kroz 60 minuta), protokol mjerenja uz referentne stanice (unutarnje i
vanjske) s koeficijentom varijacije manjim od 6%, izracunavanje korektivnog faktora

koji predstavlja omjer modalnih vrijednosti integriranog optickog denziteta (engl.
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integrated optical density — IOD) izmedu kontrolnih stanica i ne-patoloskih stanica u

analiziranom uzorku kao i preporuke o algoritmima za interpretaciju rezultata kod ICM-
g, 168-170

1.9.4. Interpretacija DNK sadrZaja i odredivanje ploidije

U interpretaciji kolicine DNK usporeduje se DNK sadrzaj tumorskih stanica s Go/G;
frakcijom normalnih referentnih stanica. Referentne stanice (limfociti, granulociti,
fibroblasti) su stanice za koje se sigurno zna da sadrze diploidnu koli¢inu DNK. Neki
sistemi rabe kao standard za kalibraciju DNK 3takorske hepatocite.'*

Treba naglasiti da se DNK sadrzaj stani¢ne jezgre ne moze direktno izmjeriti staticnom
citometrijom. Metodom bojanja po Feulgen-u, stehiometrijski se boji DNK jezgre
nakon kojeg se mjeri ukupni integrirani opticki denzitet jezgre (I0D) koji predstavlja

citokemijski kvantitativni ekvivalent DNK sadrzaja jezgre,'®*'"

a ovaj moze biti
koristan u dijagnostici i stupnjevanju tumora.'> IzraGunava se kao kompjutorski zbroj
svih piksela optickih denziteta unutar jezgre i obi¢no se izrazava u arbitrarnim
jedinicama.”® Naime, integrirana opti¢ka gusto¢a (IOD) se odreduje nakon prosjeénog

718586 4 ovisi o alkalnosti jezgre, odnosno indirektno o koligini i rasporedu

nivoa sivila,
DNK sadrzaja.*

Princip mjerenja DNK ploidije jednostavan je slikovnim prikazom (engl. image
analysis). Rabi se vrijednost integriranog optickog denziteta (IOD) pojedine jezgre
(najmanje 100 do 1000), kako bi se konstruirao histogram. Distribucija vrijednosti DNK
u histogramu nepoznate stani¢ne populacije usporeduje se s onom normalnom, koja
moze biti haploidna (1N) kao kod spolnih stanica (23 kromosoma), ili diploidna (2N)
koja sadrzi 46 kromosoma kod humanih somatskih stanica. Broj kromosoma
proporcionalan je DNK sadrzaju. Treba znati da stanice koje se dijele udvostrucuju svoj
DNK sadrzaj tijekom S-faze i u mitozi, tako da ¢e histogram sa normalnim DNK
vrijednostima diploidnih stanica koje se dijele, pokazivati stanice u Go/G; (2N) fazi
stani¢nog ciklusa, iza kojeg slijedi postepeni porast DNK sadrzaja tijekom S-faze, sve
dok se ne udvostru¢i primarni DNK sadrzaj (4N) koji se dostize tijekom G,M faze,
neposredno prije dijeljenja stanice. Inace, normalno G,M vrSak (engl. peak) je vrlo
mali. Ukoliko nepoznati uzorak pokazuje DNK distribuciju jednaku normalnoj, smatra

se da je on diploidan, za razliku od aneuploidnog uzorka u kojem histogram pokazuje

vrijednosti koje se ne poklapaju s normalnom distribucijom.”
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U interpretaciji histograma, potrebno je odrediti njegove parametre tj. Sirinu klase, vrsak
i modalnu vrijednost vrika. Sirina klase DNK histograma jednaka je 2xSD (standardna
devijacija) vrijednosti IOD Go/G; faze referentnih stanica. VrSak DNK histograma
statisticki je znacajan lokalni maksimum u DNK histogramu. Modalna vrijednost vrska
DNK histograma obi¢no predstavlja naj¢escu vrijednost vrska, tj. srednju vrijednost one
klase histograma koja sadrzi najve¢i broj jezgara. Vrijednosti DNK histograma
izrazavaju se u «c» skali u kojoj je 2c (2N) srednja vrijednost DNK sadrzaja stanica
normalne, diploidne (ne-patoloske) populacije u Go/G fazi stani¢nog ciklusa.'®®'”* Kao
Sto je ve¢ ranije navedeno, stanice u S-fazi stani¢nog ciklusa sintetiziraju DNK, te se
njihov sadrzaj povecava do vrijednosti od 2N (2¢) do 4N (4c¢), da bi stanice u G,M fazi

imale tetraploidnu vrijednost 4N (4c).

1.9.4.1. DNK indeks

DNK indeks (DI) se obi¢no upotrebljava za usporedbu DNK sadrzaja tumora s onim
kod normalnih stanica. Predstavlja odnos izmedu vrijednosti Go/G; vrska tumorskih
stanica 1 vrijednosti G¢/G; vrSka normalnih, diploidnih stanica, a izraCunava se kao
odnos broja stanica vrska DNK u histogramu (Gy/G;) uzorka (tumora) prema broju
stanica vrska (Gy/G) referentnih stanica.'*!"!

U praksi, primjenjuju se razli¢iti rasponi DI vrijednosti u definiranju aneuploidije,

tetraploidije i drugih promjena DNK sadrzaja. Auer i sur.'’”

smatraju diploidnim
tumorima one ¢iji DI iznosi 0,95 — 1,05, vrijednosti vanVelthoven i sur.!” su 0,9 -1,15,
dok Smets i sur.'™ kao hiperdiploidiju uzimaju DI>1,16, da bi Fausel i sur.'*’

nediploidnim tumorima smatrali one sa DI>1,1.

1.9.4.2. DNK diploidija (DNK euploidija, 2N, 2c)

Ukoliko je Go/G; vrSak istrazivanih stanica na istoj poziciji kao Gy/G; vrsak referentnih
stanica, koli¢ina DNK se izrazava kao diploidija. Budu¢i da je znacajan udio karcinoma
1 drugih neoplazmi diploidan, ova osobina se ne moze uzeti za razlikovanje tumorskih
od netumorskih procesa. Opcenito, smatra se da diploidni tumori imaju bolju

prognozu.'”
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1.9.4.3. DNK aneuploidija

Aneuploidni histiogram se odlikuje razli¢itom vrijednos¢éu Gy/G; vrska od onog

. . . 168-170
normalnih, referentnih stanica.

Ukoliko je vrijednost G¢/G; vrska ispitivanih
stanica manja od referentnih stanica radi se o hipodiploidiji, odnosno o hiperdiploidiji,
ukoliko je vrijednost G¢/G; vrska veéa od referentnih stanica. Hipertetraploidni
histogram se opisuje ukoliko se vrijednost Go/G; vrSka nalazi u tetraploidnoj regiji,

odnosno multiploidni ukoliko sadrzi multiplu aneuploidnu populaciju.'*?

1.9.4.4. Koeficijent varijacije

Koeficijent varijacije (CV) predstavlja mjeru preciznosti mjerenja DNK vrijednosti oko
Go/G vrska i prikazuje se u svakoj analizi DNK sadrzaja bez obzira da li se radi o FCM
ili ICM."* Za FCM pozeljne vrijednosti za CV su manje od 3%, jer veéi koeficijent
moze prekriti («maskirati») gotovo-diploidne (engl. near-diploid) aneuploidne vrskove
Sto ¢e se odraziti nerealnom vrijedniséu S-faze, dok je za ICM vrijednost CV manja od

6%.

1.9.4.5. DNK aneuploidija — interpretacija na temelju jedne stanice

- 155,157
Europski autori >

predlazu odredivanje aneuploidije na temelju image analize DNK
sadrzaja po jednoj stanici. Naime, oni smatraju da nalaz nekoliko (3-4) stanica sa DNK

ploidijom iznad vrijednosti 5c ili 9¢ je dovoljan indikator za aneuploidiju.

1.9.4.6. Interpretacija histograma

Naj&e$ca metoda interpretacije je ona po Auer-u ''® koji razlikuje 4 tipa histograma:

Tip I - jedna jasno definirana modalna DNK vrijednost u diploidnoj ili gotovo
diploidnoj regiji normalnih stanica. Samo mali broj stanica odstupa za vise od
nekoliko postotaka od modalne vrijednosti.

Tip II - tumorske stanice imaju ili jasni vrSak u tetraploidnoj ili gotovo tetraploidnoj
regiji, ili imaju dva dobro definirana vrha oko regije 2c i 4c. U tetraploidnoj
regiji se nalazi vise od 20% stanica, dok se manje od 5% stanica nalazi izvan
tetraploidne regije. Mali broj ili niSta stanica imaju DNK vrijednosti koje
odgovaraju S-fazi normalnih stanica. Tek po koja stanica se nalazi izvan DNK

raspona normalne populacije i obi¢no imaju sadrzaj DNK oko 8c.
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Tip III - Distribucija je unutar populacije normalnih stanica, obi¢no pokazuje dva vrska,
a za razliku od tipa II, histogram pokazuje veci broj stanica sa DNK sadrzajem
sliécnim onom koji imaju kontrolne stanice u S-fazi (>5%). Smjestaj opisana
dva vrska se po pravilu razlikuje ponesto od 2c¢ i 4c¢ vrijednosti normalne
populacije (<20% stanica u tetraploidnoj regiji).

Tip IV- Tumorske stanice pokazuju izrazito naglasenu i nepravilnu aneuploidiju, sa

koli¢inama DNK od vrijednosti blizu 2c, pa do >6c, ili ¢ak 8c.

Modificiranu Auer-ovu metodu, takoder sa 4 tipa histograma opisuje i Babiarz,'® dok

van Velthoven i sur.'” razlikuju $est tipova histograma:

Diploidni Tip I DI>0,90<1,15
Aneuploidni
e triploidni Tip I DI>1,40<1,60
e tetraploidni Tip 111 DI> 1,90 <2,20
e hiperdiploidni Tip IV DI> 1,16 <1,39
e hipertriploidni Tip V DI>1,61<1,89
e polimorfni Tip VI sadrzi najmanje 2 nediploidna

prije opisana tipa.

17

Prema van Velthoven-u i sur.,'” svaki histogram prikazan je sa 50 klasa vrijednosti

IOD-a bez obzira na ploidiju. Diploidnim tumorom se smatra onaj ¢iji Go/G; vrh sadrzi
najmanje 70% stani¢ne populacije, za razliku od triploidnog, tetraploidnog,
hiperdiploidnog 1 hipertriploidnog tumora za koje je dovoljno 15% jezgara stanica. S-
faza predstavlja postotak stanica koje se nalaze izmedu glavnog G¢/G; vrska, bez obzira
na nivo ploidije i Go/M vrska. Postotak stanica u S-fazi je definiran brojem stanica koje
slijede u pet klasa nakon Gy/G; DNK vrska diploidnog i hiperdiploidnog tumora, Sest
klasa triploidnog i hipertriploidnog, odnosno sedam klasa kod tetraploidnog tumora.
Prema Cornelisse i sur.'*® grani¢na vrijednost Go/G, faze na desnoj strani histograma
odredena je preklapanjem lijeve polovine G¢/G; vrska oko modalne vrijednosti (moda).

Prema Konsenzusu ESACP-a'®’

(European Pathology Assisted by Telematics for
Healthcare) tipovi histograma predstavljaju rezultat dijagnosticke i/ili prognosticke
vrijednosti klasifikacije DNK raspodjele, a u prognozi i pra¢enju solidnih tumora, mogu
biti od pomo¢i slijedeci tipovi DNK histograma:

e Peridiploidni podrazumijeva prisustvo stani¢éne populacije s modalnom

vrijednosti DNK izmedu 1,8c i 2,2c;
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e Peritetraploidni je prisutan u sluc¢ajevima maligniteta ili DNK aneuploidije, a
modalna vrijednost DNK je izmedu 3,6¢ i 4,4c;

o  X-ploidni je takoder prisutan uz malignitet, sa jednom samom populacijom
stanica ili uz jos§ jednu (peridiploidnu ili peritetraploidnu) modalnu vrijednost
DNK izvan gore navedenih vrijednosti (peritriploidna, hipodiploidna);

e  Multiploidni, kao i1 prethodna dva, prisutan je u neoplazmama, a prikazuje se kao

viSe abnormalnih populacija stanica.

1.9.5. Uloga dijagnosticke DNK citometrije

e identifikacija stani¢nih populacija izvan euploidnih raspona, na odredenom
nivou statisti¢ke znacajnosti,

¢ informacija o broju abnormalnih (aneuploidnih) stani¢nih loza,

e prepoznavanje poliploidizacije euploidnih ili aneuploidnih stani¢nih loza,

e odredivanje frakcija stanica u pojedinim fazama stani¢nog ciklusa,

e pronalaZenje rijetkih stanica s abnormalno visokim sadrzajem DNK.">"'*

1.10. Morfometrijska, AgNOR i DNK staticka analiza — primjena i znacenje u

citoloSkim uzorcima

1.10.1. Morfometrijska analiza u citoloSkim uzorcima - primjena i znacenje

Vrijednost morfometrijskih mjerenja primijenjena je kako na histoloskim tako i na
citoloskim uzorcima raznih tumora s ciljem razlikovanja benignih od malignih lezija, s
naro¢itim naglaskom na kontinuirani prijelaz od benigne do izrazito maligne bolesti,'”’
kao i predvidanja tijeka bolesti i prognoze.**!"!"

Na temelju morfometrijskih parametara (povrSina 1 okruglost jezgre, te stupanj
preklapanja povrSine jezgara u staniénim nakupinama) mogucée je razlikovanje

hiperplazije, adenoma i karcinoma §titnjage.'®

Faktor analizom koja je klasificirala
morfoloske karakteristike jezgre kao pet posebno izdvojenih varijabli (povrsina i oblik
jezgre, heterogenost, kontrast i homogenost izgleda kromatina), Murata i sur.* ukazuju
na moguce odvajanje benignih jezgara od onih kod papilarnog i folikularnog karcinoma.
Pri analizi su koriSteni jednostavni parametri (povrSina, opseg, duljina, Sirina,

konveksnost), slozeni parametri (faktor oblika — FF i faktor izduZenosti) i parametri koji

opisuju teksturu jezgre tj. statisticki pokazatelji nivoa sivila (koeficijent varijacije,
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varijance, entropija, korelacija, angularni moment). Analiziraju¢i morfometrijske
parametre povrSine, konveksnosti, opsega, duljine, Sirine i1 zaokruZenosti jezgara,
Rajesh i sur.'®! nalaze statisticki znaGajne razlike izmedu folikularnog adenoma,
folikularnog karcinoma i papilarnog karcinoma $titnjace.

Primjenjuju¢i morfometrijska mjerenja (povrSina stanice i jezgre, povrSina nukleola,
faktor pravilnosti jezgre i1 citoplazme, omjer najduzeg i1 najkraceg promjera) kao
nadopunu citoloskim kriterijima, Burns i sur.'® razlikuju adenokarcinom pluéa (veée,
okruglije stanice sa manjim nukleolom) od karcinoma velikih stanica (manje, elipsoidne
stanice konvolutnih jezgara sa veé¢im nukleolom) na temelju povrSine, nukleo-
nuklearnog omjera te «FF» faktora jezgre i1 stanice. Takoder se kombinacijom
parametara vezanih uz jezgru i citoplazmu (srednja povrSina jezgre i1 nukleo-
citoplazmatski odnos) potvrduje misljenje da primjena kvantitativnih morfometrijskih
studija pridonosi i boljoj dijagnostici kod pacijenata sa pleuralnim izljevom.'®
Hutchinson i sur.'® mjerili su jednostavne i kontekstualne parametre (oblik, disperzija,
broj nakupina) na uzorcima aspirata prostate i dojke, u kojima su potvrdili njihovu
dijagnosticku vrijednost u razlikovanju benignih od malignih lezija. Rezultati su nesto
bolji na uzorcima aspirata dojke.'*

Dey i sur.'

nalaze u citoloskim uzorcima punktata dojke, s obzirom na srednje
vrijednosti povrSine i standardne devijacije povrSine jezgre, opsega, promjera,
konveksnosti 1 opsega konveksnosti jezgre, statisticki znacajan porast od benignih lezija
u odnosu na karcinom dojke gradus I, odnosno gradusa I prema gradusu II i IIIL
Statisticki nije bilo razlike izmedu srednje 1 slabo diferenciranog karcinoma dojke.

Na temelju automatizirane morfometrije jezgara (povrsina, opseg, konveksitet, promjer,
zaokruzenost), primijenjene na punktatima tumora malih okruglih stanica, Brahmi i
sur.'®” ukazuju na moguénost razlikovanja pojedinih tumora ove skupine.

Pomoc¢u morfometrijskih parametara moguce je razlikovati pojedine tipove stanica u ne-
neoplastiénim limfnim &vorovima,'™ kao i u malignih limfoma.** Naime, uogeno je da
se centrociti lako diferenciraju od ostalih stanica, a slicne karakteristike imaju limfociti 1
centroblasti, dok jezgre imunoblasta imaju najpravilnije konture.*> Povriina jezgre i
najduza os jezgre su znatno veci kod non-Hodgkin limfoma visokog stupnja malignosti,
za razliku od onih niskog stupnja malignosti, kod kojih su vrijednosti slicne onima kao
kod reaktivnih promjena u limfnom ¢voru. Nadalje, faktor oblika (FF) se nije pokazao

83,84

znacajnim medu grupama. " Primjenom morfometrijskih parametara (povrS$ina, opseg,

duljina, Sirina, konveksnost i opseg konveksnosti, okruglost, ukupna i prosjecna opticka
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gustoca, varijanca vrijednosti sivila), Rajesh i sur.'® nalaze razliku izmedu blasta
mijeloicne (AML-M2) i1 limfati¢ne leukemije (ALL-L2) i to u srednjoj opti¢koj gustoci
("average optical density") 1 varijanci vrijednosti sivila ("pixel grey value variance”).
Morfometrijska analiza na citoloSkim uzorcima otisaka seroznih tumora jajnika,
pokazala je da se benigni, grani¢no maligni i maligni serozni tumori jajnika medusobno
statisti¢ki znagajno razlikuju po povrsini i opsegu jezgre,'”® dok se graniéno maligni i
maligni mucinozni tumori jajnika'' razlikuju s obzirom na povr$inu jezgre i faktor
oblika.

Morfometrijskom analizom povrSine i oblika jezgre u citoloskim uzorcima endometrija,
Skaarland'®? zaklju¢uje da povrsina jezgre kao pojedinaéni parametar nije dovoljna kao
metoda probira lezija endometrija. Isti autor,'”® usporedujuéi cistiénu i adenomatoidnu
hiperplaziju sa benignim i malignim endometrijem, nalazi srednju vrijednost povrSine
jezgre znacajno nizom kod cisticne u odnosu na adenomatoidnu hiperplaziju. Medutim,
premda su se obje hiperplazije razlikovale od normalnog endometrija, nije bilo razlike u
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odnosu na maligne lezije. Fu i sur.

takoder su analizirali citoloske uzorke endometrija
te nalaze porast povrSine jezgara ali 1 Citave stanice kod proliferativnoga,
hiperplasticnog i malignog endometralnog epitela, a kao najznacajniji parametar u
razlikovanju pojedinih stanja endometrija isticu parametar srednje povrSine stanice.
Nunobiki i sur.'”> dobivaju vrijedne rezultate u diferencijalnoj dijagnozi endometralnih
hiperplazija i1 dobro diferenciranog adenokarcinoma, primjenom kombinacije

konofokalne laser «scanning» mikroskopije, slikovne citometrije i trodimenzionalnog

slikovnog prikaza za analizu arhitekturalnih promjena na citoloSkim uzorcima
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endometrija. U radovima Vrdoljak-Mozeti¢'*® i Vrdoljak-Mozeti¢ i sur.,"” s obzirom na
oblik jezgara, atipi¢na hiperplazija endometrija ima statisti¢ki znacajno najnepravilnije i
najizduzenije jezgre, u usporedbi s hiperplazijama bez atipije te dobro i srednje

diferenciranim karcinomima.

1.10.2. AgNOR analiza u citoloSkim uzorcima — primjena i znacenje

AgNOR metoda se intenzivno primjenjuje na histoloSkim i citoloskim uzorcima, u cilju
Sto to¢nijeg razlikovanja pre-neoplasti¢nih 1/ili neoplasti¢nih lezija, odredivanja stupnja
diferenciranosti i prognozi ponasanja pojedinih tumora. Danas se u prac¢enju bolesnika
sa malignom boles¢u, u sve vise radova evaluira upravo prognosticki potencijal AgNOR

o . ... . , . 115
metode, zasebno ili u kombinaciji s drugim, ve¢ poznatim faktorom.
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U citoloskim punktatima tumora slinovnica, Cardillo'® nalazi znagajnu razliku u broju,
veli¢ini 1 obliku AgNOR-a izmedu benignih i malignih lezija, a sa slabijom
diferenciranos$¢u tumora, AgNOR-i su brojniji, sitniji i nepravilniji.

Chern i sur.'” koristenjem AgNOR metode na pulmoloskim uzorcima morfoloski
dijagnosticiranim kao suspektan nalaz, dobivaju znatno veci broj («score») AgNOR-a
kod malignih nego kod benignih slucajeva.

Barsotti i sur.'®® nalaze znatno veéi broj AgNOR-a u citoloskim uzorcima malignih
seroznih izljeva nego u reaktivnim mezotelnim stanicama. Osim toga, u malignim
izljevima AgNOR-i su bili nepravilni i razli¢itog oblika, za razliku od sitnih, uniformnih

kod benignih eksudata. Druga grupa autora

ne nalazi statisticki znaCajnu razliku
analiziraju¢i AgNOR kod malignih i benignih izljeva.

U citoloskim uzorcima dobivenim struganjem benignih i malignih ¢vorova u dojci,
Rath-Wolfson i sur.®®' nalaze znalajno veéi srednji broj AgNOR-a u malignim
tumorima u odnosu na fibroadenome 1 fibrocisticne promjene dojke, premda je u
nekoliko slu¢ajeva bilo i preklapanja u benignim i malignim lezijama. Ansari i sur.,** u
citoloSkim uzorcima punktata dojke, nalaze statisticki zna€ajnu razliku srednjeg broja i
postotka stanica sa >5 AgNOR-a po jezgri (proliferacijski indeks AgNOR-a),
usporeduju¢i maligne i benigne tumore, smatraju¢i da je odredivanje AgNOR-a od
praktiéne vaznosti kod odredenih stani¢nih populacija. Markovi¢-Glamogak,”” u
citoloSkim uzorcima punktata dojke, takoder biljeZi statisti¢ki znacajne razlike u broju i
obliku AgNOR-a izmedu benignih i malignih promjena, za razliku od pojedinih
podgrupa benignih promjena, tj. AgNOR se ne moze koristiti u diferencijalnoj dijagnozi
pojedinih podgrupa benignih promjena.

Brojni su radovi u podru¢ju hematoloSke citologije, gdje je potvrdena vrijednost
AgNOR metode u dijagnostici i prognozi bolesti. Nakamura i sur.”** nalaze, kao odraz
izrazitog proliferativnog potencijala, ve¢i broj AgNOR-a u leukemi¢nim stanicama
kosStane srzi od onog u stanicama periferne krvi. Medutim, nije bilo znacajne korelacije
izmedu broja AgNOR-a i bromodeoksiuridin-ozna¢enog indeksa, $to bi upucivalo na
miSljene da bi AgNOR trebao biti jedan od markera stani¢ne proliferacije kod
leukemija, dok DNK sinteza leukemic¢nih stanja izgleda da nije direktno vezana uz
AgNOR. Seili-Bekafigo'®® kod akutnih limfati¢nih leukemija nalazi mali broj AgNOR
parametara vezanih uz prognozu bolesti. LoSu prognozu predvida pojava krupnijih

AgNOR nakupina (>5um®). Takoder nije nadena povezanost niti jednog AgNOR

parametra sa ploidijom, kao niti sa proliferacijskom frakcijom stanica. Morfometrijska
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analiza AgNOR-a''® upuéuje na razlike osobina AgNOR-a (broj, povriina) izmedu
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nisko 1 visoko malignih limfoma. Xu 1 sur,

analiziraju¢i veli¢inu 1 broj AgNOR-a
nalaze znacajno ve¢i broj, ali manju pojedina¢nu veli¢inu AgNOR-a u aspiratima
malignih limfoma, za razliku od limfati¢nih stanica kod benignih promjena limfnog

¢vora. Kardum-Skelin®®

u leukemijskim oblicima kroni¢nih limfoproliferativnih
bolesti, diferencira AgNOR u tri inovativna tipa (homogeni, inhomogeni, prstenasti), te
pokazuje statisticku znacajnost s osobinama DNK histograma i morfometrijskim
karakteristikama stanice 1 jezgre, kao i ulogu u prezivljenju, tipu distribucije tumorske
mase, bioloSkom ponasanju tumorske bolesti te morfoloskim karakteristikama
limfati¢nih stanica u koStanoj srzi i perifernoj krvi.

Analizom AgNOR-a na tumorima mokraénog mjehura, Jinza i sur.''* uoavaju veci broj
AgNOR-a kao i bolju korelaciju sa gradusom tumora u otiscima, nego u histoloskim
rezovima. Odredivanjem ukupnog broja AgNOR-a, najmanjeg i najveéeg broja
AgNOR-a kao i prisutnost morfoloski heterogenih nakupina, prema Cia i sur.”’ moze
doprinijeti diferencijalnoj dijagnostici ne-neoplasti¢nih i neoplasti¢nih lezija urinarnog
trakta.

Ploton i sur.,”® primjenom semikvantitativne morfometrije i AgNOR metode kod
citolosSkih uzoraka karcinoma prostate, uocavaju da dobro diferencirani tumori imaju
manyji broj AgNOR-a od slabo diferenciranih, kod kojih se uocava i losija prognoza.

U podrugju cervikalne citologije, Cardillo*™ navodi zna¢ajnu razliku u broju AgNOR-a
za benigne proliferativne promjene (plocasta metaplazija, reparacija) u odnosu na sve
stupnjeve cervikalne intraepitelne neoplazije (CIN I, CIN II, CIN III), smatrajuc¢i
korisnom primjenu AgNOR metode u slucajevima diferencijalno dijagnostickih
poteskoca. Broj AgNOR-a takoder moze biti dobar marker u razlikovanju normalnih 1
reaktivnih  endocervikalnih  cilindriénih ~ stanica, displasticnih  endocervikalnih
cilindricnih  stanica, adenokarcinoma in situ 1 invazivnog adenokarcinoma

209,210

endocerviksa. Primjenom digitalne analize AgNOR-a (broj, veli¢ina i povrsina), u

211 .
navode korisnost ove

citoloSkim uzorcima vrata maternice, Ovanin-Raki¢ i sur.
metode u razlikovanju benignih, intraepitelnih i invazivnih lezija endocervikalnog
cilindricnog epitela, biljezeci statisticku znacajnu razliku medu svima skupinama, osim
za par benigno stanje-displazija s obzirom na veli¢inu AgNOR-a.

Na citoloSkim uzorcima otisaka mucinoznih tumora jajnika, digitalnom analizom

AgNOR-a, Ver$a-Ostoji¢ i sur."”’ razlikuju benigne, grani¢no maligne i maligne

mucinozne tumore jajnika s obzirom na porast broja, ukupne i relativne povrSine
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AgNOR-a, dok mali AgNOR-i odvajaju malignu skupinu od granicno malignih i

190 . . .
na otiscima seroznih tumora

benignih mucinoznih tumora. Stemberger-Papi¢ i sur.
jajnika digitalnom analizom AgNOR-a, razlikuju benigne i maligne, te maligne i
«borderline» serozne tumore jajnike s obzirom na ukupni broj AgNOR-a, koji raste sa
jac¢inom lezije. Ukupna i relativna AgNOR povrSina takoder signifikantno raste od
benignih preko grani¢no malignih do malignih seroznih tumora, a sve tri skupine se
znacajno razlikuju s obzirom na zastupljenost malih 1 velikih AgNOR-a.

U dostupnoj literaturi rijetki su radovi primjene AgNOR metode u citoloskim uzorcima
endometrija. Mahovli¢ i sur.*'? su najprije na citoloskim razmazima kiretmana
analizirali broj, veli¢inu 1 oblik AgNOR-a opaZenu svjetlosnim mikroskopom, a u
drugoj studiji,””® primijenjena je digitalna morfometrijska analiza. Rezultati su pokazali
da je mogucée na osnovu broja, povrsine i velicine AgNOR-a razlikovati normalan,
hiperplastiCan i maligan endometrij u citoloskim uzorcima kiretmana. Vrdoljak-

Mozeti¢'?®

na citoloSkim uzorcima proliferativnoga, hiperplasticnog 1 malignog
endometrija, dobivenim cetkicom («Uterobrushy») nalazi statisti¢ki znacajnu razliku za
parametre AgNOR-a: ukupna povrSina AgNOR-a po jezgri, ukupna povrSina nakupina
AgNOR-a po jezgri, srednja povrSina nakupina AgNOR-a po jezgri, te najveéa i
najmanja nakupina AgNOR-a po jezgri. Medusobno nije bilo razlike s obzirom na broj
AgNOR-a, a po veli¢ini razlikuju se skupine proliferativnog 1 hiperplasticnog
endometrija bez atipije, u odnosu na atipicnu hiperplaziju i maligni endometrij po

zastupljenosti velikog AgNOR-a.

1.10.3. Staticka DNK analiza u citoloSkim uzorcima — primjena i znacenje

Parametri veli¢ine, oblika i koli¢ine kromatina jezgre utjecu na izgled i1 raspodjelu
kromatina u malignim stanicama te ¢e ovisno o povecanju sadrzaja kromatina u

staniénom ciklusu, doéi i do promjene oblika stanice.*"** Premda je DNK citometrijska

. . . . 131,132,139,143,146,147,159,161,163,164,166,172,176
analiza uglavnom rezervirana za maligne stanice,

takoder daje vrijedne rezultate u procjeni upale, hiperplazije odnosno premalignih

214 . . . . . .
Naime, u odnosu na normalne stanice, u tumorskim stanicama i stanicama

stanja.
koje se brze dijele, kradi je stani¢ni ciklus, Sto ¢e se najcesce odraziti u vidu procjene
prognosticke vrijednosti, a obi¢no se reflektira povecanjem S/G,M faze ili frakcije S-

133
faze.
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U retrospektivnoj FNA analizi 112 pacijentica s primarnim karcinomom dojke, Auer i
sur.'® su u veéini uzoraka (81%) pacijentica sa slabo diferenciranim karcinoma i
kratkim vremenom preZivljenja, nasli DNK profil (DNK histogram tip III i IV) koji je
izrazito odstupao od onog u normalnom epitelu dojke. S druge strane, vec¢ina pacijentica
sa dugim vremenom prezivljenja imala je DNK profil (DNK histogram I i IT) viSe manje
unutar vrijednosti normalnog proliferirajuceg epitela dojke. Zanimljivo je da su jasne
razlike postojale izmedu histograma tipa I i II te histograma normalno proliferiraju¢ih
stani¢nih populacija.

Enchev,*'* citohistoloskom usporedbom DNK ploidije i morfometrije na uzorcima dojke
smatra da je potrebna vrlo paZljiva evaluacija pacijentica sa hiperplastiénim
promjenama, a uz prisutnu aneuploidnu DNK populaciju stanica 1 povecanje
morfometrijskih vrijednosti, budu¢i da ove lezije imaju visoki rizik za nastanak
karcinoma. Naime, normalne stanice imale su unimodalnu distribuciju DNK sadrzaja
jezgara u diploidno-tetraploidnoj regiji, vezanom uz visoku proliferativnu aktivnost
epitela dojke, dok su hiperplasticni procesi pokazivali polimorfnu distribuciju s
nekoliko aneuploidnih vrijednosti, ¢ime se moze objasniti rizik za malignu promjenu.
Slican rezultat su dobili i u histoloskim uzorcima promjena zeluca.

Remmerbach i sur.’'’

smatraju da se uz konvencionalnu «brush» citologiju i DNK
citometriju (>9¢) mogu ranije identificirati neoplasti¢ni procesi usne Supljine. Pektas i
sur.”'® su takoder primjenom morfometrijske (povr§ina, opseg, promjer, konveksitet
jezgre, kvocijent gustoce) i staticke DNK analize (DNK ploidija i DNK sadrzaj) u
citoloSkim obriscima (Cetkica) 1 biopsijama oralne sluznice, dobili vrijedne rezultate za
utvrdivanje premalignih 1 malignih oralnih lezija ranog stadija.

Usporeduju¢i FCM (histologija) i ICM (centrifugati suspenzije pojedinacnih stanica
koristeni za FCM), Kenny-Moynihan i sur.”'” nalaze visoku podudarnost izmedu obje
metode (82%). Logiji klini¢ki tijek biljeze kod aneuploidnih tumora. Rijken i sur.,*'®
usporedujuci obje metode na karcinomu distalnih zu¢nih vodova, zakljucuju da srednja
podudarnost (59%) za obje metode upucuje na njihovu komplementarnost. Naime,
odredene aneuploidne populacije se mogu previdjeti ukoliko je samo jedna metoda
primijenjena, naj¢esce se radi o diluciji aneuploidnih stanica sa diploidnima u FCM
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staniénim suspenzijama. Steinbeck 1 sur.

smatraju da je vecina kolorektalnih
karcinoma aneuploidna te da ICM na histoloSki kontroliranom materijalu (otisak

tumora) predstavlja osjetljiviju metodu u odnosu na FCM.
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Seili-Bekafigo,'*® analizirajuéi akutne limfatine leukemije u odraslih, ne nalazi
statisticki znacajnu razliku DNK indeksa povezanu sa prezivljenjem, za razliku od
udjela stanica u S+G,M fazi stani¢nog ciklusa (krace prezivljenje: S+G,M >30%) kao i
ukoliko je 2N >30%.

Analiziraju¢i DNK sadrzaj diploidnih neoplazmi  (kroni¢nih  leukemijskih
limfoproliferativnih bolesti), Kardum-Skelin,”*® inovativnom analizom diploidnog DNK
histograma, nalazi da su nisko proliferativne stanice one sa ve¢inom stanica u vrsku
DNK histograma, a visoko proliferativne one kod kojih vec¢ina sadrzi koli¢inu DNK
veéu od stanica u vrsku, ili ih je veéi broj u S-fazi stani¢nog ciklusa. Osim toga,
odredene su 1 grani¢ne vrijednosti morfometrijskih parametara (povrSina, opseg,
konveksitet, duljina, S$irina, najve¢i 1 najmanji polumjer, faktor oblika, faktor
izduzenosti), koji su udruzeni sa boljim prezivljenjem. Dobri prognosticki parametri su
takoder veci postotak stanica sa manjim sadrzajem DNK od stanica u vr$ku histograma,
a losiji ve¢i postotak stanica s ve¢im sadrzajem DNK od onih u vrsku histograma,
stanice s patoloskim mitozama (DNK >4N), te viSe stanica u S-fazi stani¢noga ciklusa.
Pellicer i Herzog™ primjenili su na citolokim uzorcima vrata maternice
citofotometrijsko mjerenje DNK sadrzaja i usporedili ga sa patohistoloskim nalazima
konusa i biopsije. Nasli su statisticki znacajnu razliku u DNK sadrzaju izmedu
cervikalne intraepitelne neoplazije (CIN), mikroinvazivnog i invazivnog karcinoma.
Multhaupt i sur.”*' usporedili su Bethesda System klasifikaciju Papanicolaou razmaza sa
DNK sadrzajem i prisutnos¢u humanog papiloma virusa (HPV) odredenog metodom in
situ hibridizacije. Postojala je dobra korelacija izmedu normalne citologije i normalnog
DNK histograma, dok je morfoloski abnormalna citologija korelirala s aneuploidnim
DNK sadrzajem. Kod normalne citologije sa prisutnom bakterijskom ili gljivicnom
infekcijom uocen je visok proliferacijski indeks, a u slu¢aju HPV infekcije DNK
poliploidija je nadena u 15 od 29 razmaza. Hering i sur.”*? u 81% slu¢ajeva progresije
CIN 1 1 2 dokazane patohistoloski, nalaze DNK aneuploidiju (>9¢) u citoloskim
razmazima vrata maternice, dok je kod perzistencije ili regresije citoloSkog nalaza
nadeno svega 5%.

U citoloskim uzorcima obriska endometrija uzetog sa podrucja tocke najdublje invazije

2 u prospektivnoj citofotometrijskoj studiji, nalaze u 66,7%

svjezeg tkiva, Kohler i sur.,
diploidni DNK sadrZaj, a stopa ne-diploidnih tumora je rasla sa klinickim stadijem,
gubitkom diferencijacije te dubinom miometralne invazije. Takoder su nasli da DNK

sadrzaj, stupanj maligniteta (DNA-MGQG) i stopa populacije stanica >5¢ (>5cER) je bila
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statisti¢ki znacajna s obzirom na klinicki tijek bolesti 1 histoloski stupanj diferencijacije.
Autori smatraju da su naro¢ito DNK parametri vrijedni za objektivnu procjenu
maligniteta.

U slijede¢em radu, Kohler i sur.,”** na obriscima endometralnog karcinoma,
kvantitativno su komparirali vrijednosti DNK parametara (diploidija, aneuploidija,
DNA-MG, >5cER). S obzirom na male varijabilitete unutar specificnih slucajeva
endometralnog karcinoma, DNK parametri predstavljaju pogodne objektivne indikatore
prognoze u planiranju rizicno primjenjive terapije. Sli¢ne rezultate su dobili Naumann i
sur.,”” usporedujuéi ploidiju, 2¢ indeks devijacije (2¢DI), DNA-MG i populaciju >5c.
Biesterfeld i sur.,””° na jednoslojnim obriscima endometrija dobivenim iz tri 50pm
debela reza pomocu tehnike separacije stanica i obojena Feulgen metodom, analizirali
su razli¢ite DNK citometrijske parametre (DNK stemline ploidija, srednja ploidija,
2¢DI, sadrzaj stanica >5c¢ i >9c, diploidni devijacijski kvocijent, entropija) i srednju
povrsinu jezgre. Autori smatraju da je DNK «single» citometrija naroCito primjenjiva
metoda u diferencijalnoj dijagnozi endometralnih lezija, osobito na histomorfoloski
problemati¢ne («teske») slucajeve.

Mahovlié¢ i sur.'* usporedili su rezultate FCM (ploidija, S-faza) i ICM (ploidija, S-faza,
DNK>5c) kod endometralnog karcinoma, s podudarno$¢u za obje metode od 77,8%.
Visa stopa aneuploidije nadena je primjenom ICM metode (44,4%) za razliku od FCM
(22,2%). Vrijednosti S-faze bile su nize kod FCM, dok sadrzaj DNK >5c nije naden

samo kod 2 karcinoma analizirana ICM metodom.
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2. HIPOTEZA 1 CILJ RADA

2.1. Hipoteza

S obzirom na brojne diferencijalno dijagnosticke poteskoce citologa u razlikovanju
pojedinih tipova hiperplazija i prepoznavanju adenokarcinoma endometrija, moze se

pretpostaviti:

u citoloskom uzorku endometrija pojedini tipovi hiperplazija i adenokarcinom
endometrija mogu se medusobno razlikovati primjenom morfometrijske analize i
analize kinetickih parametara (DNK staticka citometrija, AgNOR), odnosno

potpuno puzdano tek njihovom kombinacijom.

2.2. Ciljrada

U svrhu citodijagnosticke procjene stanja endometrija, kompjutorskom analizom
(«image analysis») citoloSkih uzoraka proliferativnoga, hiperplasticnog i malignog
endometrija, cilj rada bio je odrediti:

1. morfometrijske parametre: povrsina, konveksitet povrsine i opseg jezgre,
najduzi (maksimalni) i najkraci (minimalni) polumjer jezgre, duljina i Sirina
jezgre te okruglost (pravilnost) i izduzenost jezgre

2. kineticke (proliferacijske) parametre: AgNOR (broj, veli€ina 1 povrSina
AgNOR-a, dio povrsine koji zauzimaju AgNOR-i), koli¢ina DNK

3. medusobni odnos karakteristika AgNOR-a i DNK ploidije.

44



3. BOLESNICE Il METODE RADA

Analizirani su arhivirani citoloski uzorci aspirata endometrija Zavoda za ginekoloSku
citologiju Klinike za Zenske bolesti i porode KBC-a Zagreb, s klinickom dijagnozom
“metrorrhagia”, kod kojih su na uzorcima kiretmana i/ili uterusa patohistoloski (Zavod
za ginekolosku i perinatalnu patologiju, Klini¢kog zavoda za patologiju, KBC-a Zagreb)
dijagnosticirani: proliferacija endometrija, hyperplasia simplex (HS), hyperplasia
complex (HC), hyperplasia complex atypica (HA), adenocarcinoma endometrii gradus
(adenoCa gr.) I, I1, II1.

Na arhivske citoloske uzorke klasificirane prema patohistoloskim dijagnozama i
standardno obojane metodom po Papanicolaou (ukupno n=77: proliferacija - n=12, HS -
n=13, HC - n=12, HA - n=10, adenoCa gr. I - n=10, adenoCa gr. II - n=10; adenoCa gr.
I - n =10) primijenila se priprema i obrada preparata za metodu AgNOR bojanja,'?***
a na obojane po MGG-u (ukupno n=81: proliferacija - n=12, HS - n=13; HC - n=13; HA
—n=10, adenoCa gr. I - n=12; adenoCa gr. II - n=10; adenoCa gr. III - n=11), metoda
bojanja po Feulgenu'*® (Merck, Germany, kit br.1.07907/3).

Digitalna slikovna analiza izvrSena je pomoc¢u mikroskopa (Olympus BHS, Tokyo,
Japan), visoko rezolucijske video TV kamere (Sony) i racunala s odgovarajuc¢im
programom za analizu slike (SFORM, Vamstec, Zagreb), koji omoguéava prihvacéanje i

pohranjivanje digitalizirane slike 1 mjerenje zadanih parametara.

3.1. Digitalna morfometrija jezgara

Konture jezgara ocrtavane su na ekranu interaktivno, uz ru¢nu korekciju. Po svakom
preparatu analizirano je najmanje 50 (slika 1 - bojanje po Papanicolaou-u), odnosno
100 (slika 2 - bojanje po MGG-u) dobro oCuvanih jezgara epitelnih endometralnih
stanica bez preklapanja, pri povecanju od 1000x. S obzirom na neostre stani¢ne rubove 1
preklapanje, morfometrijska mjerenja osobina citoplazmi nisu vrSena, Sto navode i drugi

1 Interaktivnom morfometrijskom analizom mjerena je povrsina i opseg jezgre,

autori.
najduzi i najmanji polumjer jezgre, konveksitet jezgre, duljina i Sirina jezgre te «fakor

pravilnosti» (FF=4m area/r”) i «faktor izduZenosti» (duljina/$irina) jezgre.
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Slika 1. Interaktivna digitalna morfometrija jezgara (aspirat materista, Papanicolaou
bojanje)
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Slika 2. Interaktivna digitalana morfometrija jezgara (aspirat materista, MGG bojanje)
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3.2. Analiza AgNOR-a

3.2.1. AgNOR — metoda bojanja

Citoloski uzorci aspirata endometrija obojeni po Papanicolaou-u, prvo su odbojani, a

zatim ponovo obojani modificiranim postupkom prema Barsotti i sur.'” i Fiorella i

sur.,”” kako slijedi:
[ ]

3.2.2. AgNOR analiza

otklapanje preparata stajanjem u Xylol-u,

rehidracija (po 5 minuta u 96%- tnom i 70%-tnom etilnom
alkoholu te u destiliranoj vodi),

odbojavanje u 5%-tnoj vodenoj otopini trikloroctene kiseline (20
min)

ispiranje u destiliranoj vodi,

suSenje na zraku,

kapanje po dvije kapi svjeze pripremljene otopine (dva dijela
50%-tne vodene otopine AgNOs 1 jedan dio 2%-tne Zelatine u
1%-tnoj vodenoj otopini mravlje kiseline - Cekati da otopina
postane zlatno-zuta),

pokrivanje pokrovnim stakalcem,

drzanje preparata u tamnoj komori, na sobnoj temperaturi 15
minuta,

uklanjanje pokrovnog stakalca i ispiranje preparata u destiliranoj
vodi,

dehidracija (70%-tni, 96%-tni, 100%-tni etilni alkohol, xylol)
uklapanje s uklopnim sredstvom (Canada balsam/Shandon

Synthetic Mountant).

AgNOR-i se prikazuju kao crno-smede tvorbe u jezgri. Analiziraju se samo oni

preparati u kojima su AgNOR-i prikazani jasno, kao dobro ogranicene strukture u

jezgri, bez jaceg obojenja pozadine, Sto bi ometalo analizu. Interaktivno se automatski,

u jednoj ravnini, oznacavaju AgNOR strukture uz dosta ru¢ne korekcije (mjestimice

nedovoljno jakog kontrasta izmedu jezgre i AgNOR-a). Posebno se oznacavaju

pojedina¢ni AgNOR-i i AgNOR nakupine (dvije ili vise pojedinacnih AgNOR tocki), a
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dobiveni podaci se automatski biljeze u prethodno kreiranu tablicu, za svaku pacijenticu

posebno (slika 3).

Slika 3. Kompjutorska AgNOR analiza
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3.3. DNK «image» analiza

3.3.1. Modifikacija bojanja po Feulgen-u (Merck, Germany, kit br.1.07907/3)

Koristeni su citoloski uzorci aspirata endometrija obojani po MGG-u:

e 5%-tna trikloroctena kiselina 30 sec
e 100%-tni metanol 15 min

e Tekuca voda 10 min,

e 5M HCI 45 min,

e Destilirana voda — brzo ispiranje

e Schiff-ov reagens 90 min

e SO, voda 3x3min

e Tekucéa voda 10 min

e Susenje na zraku.
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3.3.2. Staticka DNK «image» analiza

Prije postupka fotografiranja, za svaki preparat je izvrSena kalibracija u odnosu na
intenzitet osvjetljenja praznog dijela predmetnog stakalca. Naime, za svaku jezgru
izraCunata je povrSina, denzitet i integrirani opti¢ki denzitet (IOD) na 256
denzitometrijskih nivoa, koji predstavlja mjeru za ukupnu koli¢inu DNK u toj jezgri, a u
odnosu prema praznom dijelu istog preparata te se tijekom daljnjeg postupka snimanja
pojedinih vidnih polja intenzitet osvjetljenja nije smio mijenjati. Sadrzaj DNK izrazen
je u arbitrarnim jedinicama. Pohranjivanjem slika u memoriju kompjutora omoguéeno
je mjerenje ne samo odmah ve¢ i naknadno. Za analizu su odabrane samo jasno vidljive,
dobro oc¢uvane jezgre (najmanje 100) s istaknutom jezgrinom ovojnicom, koje se ne
preklapaju i ne sadrze artefakte bojanja (slika 4). Kao interna kontrola koriStene su
jezgre limfocita (najmanje 20) kod kojih je primijenjena korekcija (IOD vrijednost

uvecana za 10,5%).'® Koeficijent varijacije (CV) referentnih (kontrolnih) stanica nije

. .. 168.1
smio iznositi >6%, %17

a 1izracunava se po formuli: CV=(SD/prosjek)*100.

Distribucija DNK sadrzaja prikazana je graficki DNA histogramima (slika 5), u vidu 50
klasa IOD vrijednosti. Diploidnom koli¢inom DNK (2N, 2¢) smatrana je vrijednost
vrska DNK histograma kontrolnih stanica u svakom preparatu. Interpretacija dobivenih
histograma DNK jezgara endometralnih stanica izvrSena je metodom po

van Velthoven-u i sur.!”

DNK indeks (DI) definiran je kao odnos broja stanica u vrsku
DNK histograma (Gy/G;) uzorka u odnosu prema broju stanica DNK vrska (Gy/G))
histograma referentnih stanica. Na taj nain, pomoc¢u relativnog izrazavanja koli¢ine
DNK sadrzaja, moguce je medusobno usporedivanje razliCitih preparata. S-faza
definirana je, prema van-Velthoven-u i sur.,'” brojem stanica koje slijede u pet klasa
nakon G¢/G; DNK-vrha diploidnog i hiperdiploidnog tumora, Sest klasa kod triploidnog
1 hipertriploidnog, odnosno sedam klasa kod tetraploidnog tumora. S-faza je osim toga
odredena prema Cornelisse i sur.'*® Grani¢na vrijednost Go/G, faze na desnoj strani
histograma odredena je preklapanjem lijeve polovine G¢/G; vrSska oko modalne
vrijednosti (moda). Osim toga, analizirana je S-faza izmedu vrijednosti 2,5¢-3,5¢ u
histogramu. Takoder je analiziran preostali dio histograma odredivanjem postotka

stanica u vrsku DNK histograma /2N (2c)/, od vrska DNK histograma /2N(2¢)/ do
vrijednosti 4N (4c);kao 1 postotak stanica u 4N (4c), >5N (5¢) i > 9N (9c¢).
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Slika 4. Digitalna DNK analiza
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3.4. Statisticka obrada podataka

Statisticka analiza podataka ucinjena je na osobnom racunalu (PC) primjenom
statistiCkog programskog paketa “Statistica” ver. 8.0 /STATISTICA for Windows
(computer program). Version 8.0. Tulsa (OK, USA): StatSoft, Inc., 2008-10./

Najprije je ucinjena deskriptivna analiza podataka (proporcije, raspon, medijan,
aritmetiCka sredina, standardna devijacija). Kolmogorov-Smirnov test primjenjen je u
svthu ocjene normalne distribucije pojedinih varijabli. Zatim je primjenjena analiza
varijance (ANOVA), a za testiranje medu skupinama post-hoc (Scheffe) test. Za
medusobnu usporedbu skupina u slu¢aju kad varijable nisu bile normalno distribuirane
koriSteni su neparametrijski testovi (Mann-Whitney U test, Kruskal-Wallis test ili
Kruskal-Wallis ANOVA 1 post-hoc visestruke usporedbe test - engl multiple
comparisons), a zna¢ajnima su smatrane razlike p<0,05. Multivarijatna diskriminacijska
analiza primjenjena je za izdvajanje morfometrijskih i kineti¢kih varijabli i njihove
povezanosti, omogucavajuci razlikovni kriterij (dijagnosticki prag) za pojedine skupine

dijagnoza.
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4. REZULTATI

Dob bolesnica kod kojih su obradeni citoloski wuzorci klasificirani prema
patohistoloSkim dijagnozama 1 standardno obojani metodom po Papanicolaou-u
(ukupno n=77: proliferacija - n=12, HS - n=13, HC- n=12, HA - n=10, adenoCa gr. I -
n=10, adenoCa gr. II - n=10; adenoCa gr. lIl -n =10) i po MGG-u (ukupno n=81:
proliferacija - n=12, HS - n=13; HC - n=13; HA — n=10, adenoCa gr. I - n=12; adenoCa
gr. II - n=10; adenoCa gr. III - n=11), prikazana je u tablici 3.

Tablica 3. Dob (srednja vrijednost + standardna devijacija) s obzirom na vrstu bojanja
i dijagnozu

Dob (godine)
CitolosSki bojanje po Papanicolao-u bojanje po May-Griinwald-Giemsa-i
nalaz X+SD Median (Raspon) X+SD Median (Raspon)
proliferacija 51,17 + 4,32 50 (45-61) 51,17+ 4,32 50 (45-61)
HS 47,23 + 5,12 48 (33-53) 4723+ 5,12 48 (33-53)
HC 51,08+ 4,26 51,5 (45-62) 51,38+ 4,74 52 (45-62)
HA 61,60 + 14,28 54,5 (48-88) 61,60 + 14,28 54,5 (48-88)
AdenoCa I 63,00+ 8,26 61 (48-78) 63,33+ 9,22 61,5 (49-79)
AdenoCa Il 61,20+ 11,50 59 (45-79) 61,40+ 11,63 60,5 (46-80)
AdenoCa III 65,70 + 11,64 69 (47-82) 65,70 £ 11,64 69 (47-82)

Legenda:X-srednja vrijednost; SD-standardna devijacija; AdenoCa-adenokarcinom, HA-
hyperplasia complex atypica, HC-hyperplasia complex, HS-hyperplasia simplex

4.1.Digitalna morfometrijska analiza
4.1.1.Morfometrija jezgre (bojanje po Papanicolaou-u)

Na citoloskim uzorcima aspirata iz materiSta obojanim po Papanicolaou-u,
morfometrijski se odredila povrsina i opseg jezgre, najkraéi i najduzi polumjer jezgre,
konveksitet jezgre, duljina 1 Sirina jezgre te «faktor pravilnosti» i «faktor izduzenosti»
jezgre. Analiza varijance (ANOVA by ranks) daje statisti¢ki znacajne razlike (p<0,05)
za sve mjerene parametre jezgre kod benignog, hiperplasti¢nog i malignog endometrija.

(tablica 4).
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Srednja vrijednost povrSine jezgre raste s jatinom lezije endometrija (tablica 4, slika 6).
Najmanja je kod jednostavne hiperplazije (57,23+15,57 um’), postepeno raste preko
slozene (57,84+16,2157 um’) i atipi¢ne hiperplazije (73,26+21,72 um’) da bi kod slabo
diferenciranog adenokarcinoma bila najveca (89,66+43,21 um’). Srednja vrijednost
povrsine jezgre kod dobro diferenciranog adenokarcinoma nesto je manja nego kod
atipiéne hiperplazije (66,06+19,85 um’).

Srednja vrijednost opsega, najkraceg i najduzeg polumjera jezgre, kao i konveksiteta
povrSine jezgre takoder pokazuje tendenciju rasta s rastu¢om lezijom endometrija
(tablica 4, slike 7-10). Uocljivo je da su sve vrijednosti nesto nize za dobro diferencirani
adenokarcinom u odnosu na atipi¢nu hiperplaziju (tablica 4, slike 7-10).

Najsire (tablica 4, slika 11) i1 najdulje (tablica 4, slika 12) jezgre su kod atipi¢ne
hiperplazije 1 karcinoma.

Najpravilnije, tj. najblize okruglom obliku (tablica 4, slika 13) su jezgre dobro
diferenciranog adenokarcinoma (0,80+0,067) 1 atipi¢ne hiperplazije (0,80+0,075), dok
su najizduzenije (tablica 4, slika 14) jezgre u proliferaciji (1,54%0,374) 1 jednostavnoj
hiperplaziji (1,55+0,387).
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Tablica 4. Parametri jegre (srednja vrijednosttstandardna devijacija) u citoloskim uzorcima aspirata materista (Papanicolaou bojanje)

MORFOMETRIJA JEZGRE (Papanicolaou)

CITOLOSKI POVRSINA* OPSEG**  MIN. MAX. CONVEX DULJINA* SIRINA* FFJEZ FFIZD
UZORAK RADIUS** RADIUS** AREA

AdenoCa gr.IIl 89,66+43,21 37,99+43,21 3,90+1,11  6,75+1,47 92,46+43,91 12,90+2,81 9,00+2,21 0,76+0,091 1,48+0,354
AdenoCa gr.Il  79,58+31,63 35,71+£7,04 3,70+0,96 6,43+1,35 81,864+32,30 12,30+2,57 8,43+1,91 0,77+0,090 1,51+0,384
AdenoCa grI 66,06+19,85 31,9144,72 3,45+0,73  5,81£1,00 67,54+20,17 11,15+1,93 7,77+1,47  0,80+0,067  1,48+0,342
HA 73,26+£21,72 33,64+5,18 3,65+0,79  6,08+1,05 74,79+22,02 11,65+2,00 8.18+1,52 0,80+0,075  1,46+0,337
HC 57,84+16,21 30,50+4,60 3,16+0,67 5,5240,97 59,43+16,63 10,57+1,85 7,20+1,31 0,77+0,084  1,51+0,367
HS 57,23+15,57 30,60+4,44 3,11+0,66 5,57£0,96 58,82+15,83 10,66+1,81 7,09+1,29 0,76+0,091  1,55+0,387
proliferacija ~ 51,18+19,15 28,14+5,19 2,93+0,75 5,19+£1,05 52,41+19,41  9,95+2,04 6,66+1,49  0,79+0,076  1,54+0,374

Legenda: * um’; ** um; min. radius — najmanji polumjer; max. radius— najveci polumjer; convex area — povrSina zaobljenosi jezgre;
FFJEZ — faktor pravilnosti jezgre; FFIZD — faktor izduzenosti jezgre; AdenoCa — adenocarcinoma, gr. — gradus HA — hyperplasia complex
atypica, HC — hyperplasia complex, HS — hyperplasia simplex;,
p<0,05 (ANOVA by ranks)
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Slika 6. Graficki prikaz vrijednosti povrsine jezgre (AREA) kod proliferativnog,
hiperplasticnog i malignog endometrija.
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Legenda: AREA-povrsina jezgre, adeno-adenocarcinoma, HA-hyperplasia
complex atypica, HC-hyperplasia complex, HS-hyperplasia
simplex

Slika 7. Graficki prikaz vrijednosti opsega jezgre (OUTLINE) kod proliferativnog,

hiperplasticnog i malignog endometrija.
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Legenda: OUTLINE-opseg jezgre, adeno-adenocarcinoma, HA-hyperplasia
complex atypica, HC-hyperplasia complex, HS-hyperplasia
simplex
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Slika 8. Graficki prikaz vrijednosti najkraceg polumjera jezgre (MINRADIU) kod

proliferativnog, hiperplasticnog i malignog endometrija.
Variable: MINRADIU
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Legenda: MINRADIU-najkraci polumjer jezgre, adeno-adenocarcinoma,
HA-hyperplasia complex atypica, HC-hyperplasia complex,
HS-hyperplasia simplex

Slika 9. Graficki prikaz vrijednosti najduzeg polumjera (MAXRADIU) jezgre kod
proliferativnog, hiperplasticnog i malignog endometrija.
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Legenda: MAXRADIU-najduzi polumjer jezgre, adeno-adenocarcinoma,
HA-hyperplasia complex atypica, HC-hyperplasia complex,
HS-hyperplasia simplex
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Slika 10. Graficki prikaz vrijednosti konveksiteta jezgre (CONVEX AREA) kod

proliferativnog, hiperplasticnog i malignog endometrija.
Variable: CONVEXAR
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Legenda: CONVEXAR-konveksitet povrSine jezgre, adeno-adenocarcinoma,
HA-hyperplasia complex atypica, HC-hyperplasia complex,
HS-hyperplasia simplex

Slika 11. Graficki prikaz vrijednosti Sirine jezgre (BREDTH) kod proliferativnog
hiperplasticnog i malignog endometrija.
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Slika 12. Graficki prikaz vrijednosti duzine jezgre (LENGTH) kod proliferativnog,
hiperplasticnog i malignog endometrija.
Variable: LENGTH
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Legenda: LENGTH-duzZina jezgre, adeno-adenocarcinoma,
HA-hyperplasia complex atypica, HC-hyperplasia complex,
HS-hyperplasia simplex

Slika 13. Graficki prikaz vrijednosti faktora pravilnosti jezgre (FF JEZGRE) kod
proliferativnog, hiperplasticnog i malignog endometrija.

Variable: FFJEZ
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Legenda: FF JEZ-faktor pravilnosti jezgre, adeno-adenocarcinoma,
HA-hyperplasia complex atypica, HC-hyperplasia complex,
HS-hyperplasia simplex
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Slika 14. Graficki prikaz vrijednosti faktora izduZenosti jezgre (FFJEIZD) kod
proliferativnog, hiperplasticnog i malignog endometrija.

Variable: FFJEZIZD
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Legenda: FFIJEZIZD-faktor izduZenosti jezgre, adeno-adenocarcinoma,
HA-hyperplasia complex atypica, HC-hyperplasia complex,
HS-hyperplasia simplex

Medusobnim usporedivanjem po dvije skupine nadene su statisti¢ki znacajne razlike za
sve skupine (p<0,05) s obzirom na povrsSinu, (fablica 5), konveksitet povrsine (tablica
6) 1 Sirinu jezgre (tablica 7), osim za srednje diferencirani adenokarcinom endometrija i

atipi¢nu hiperplaziju te jednostavnu i slozenu hiperplaziju (p>0,05).

Tablica 5. Razlike vrijednosti povrsine jezgre (AREA), kod proliferativnog,

hiperplasticnog i malignog endometrija. (originalni ispis)
Multiple Comparisons p values (2-tailed); AREA (Za AgNOR)
Independent (grouping) variable: DG

Kruskal-Walllis test: H ( 6, N= 6185) =1280,147 p =0,000
Include condition: v28>0

Depend.: adeno | | adeno Il | adeno Il HA HC HS proliferacija

AREA R:3317,9|R:4017,0| R:4448,3 |R:3881,9|R:2607,9|R:2562,0| R:1983,9

adeno | 0,000000/ 0,000000/0,000000 0,000000/0,000000 0,00
adeno I 0,000000 0,000434 1,000000 0,000000 0,000000 0,00
adeno Il 0,000000 0,000434 0,000000/0,000000 0,000000 0,00
HA 0,000000 1,000000 0,000000 0,000000 0,000000 0,00
HC 0,000000/0,000000 0,000000 0,000000 1,000000 0,00
HS 0,000000 0,000000/ 0,000000 0,000000 1,000000 0,00

proliferacija  |0,000000 0,000000 0,000000 0,000000/ 0,000000 0,000000

Legenda: AREA-povrSina jezgre, adeno-adenocarcinoma, HA-hyperplasia complex
atypica, HC-hyperplasia complex, HS-hyperplasia simplex
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Tablica 6. Razlike vrijednosti konveksiteta povrsine jezgre (CONVEXAR) kod
proliferativnog, hiperplasticnog i malignog endometrija. (originalni ispis)

Multiple Comparisons p values (2-tailed); CONVEXAR (Za AQNOR)

Independent (grouping) variable: DG

Kruskal-Walllis test: H ( 6, N=6185) =1300,076 p =0,000

Include condition: v28>0

Depend.: adeno | | adeno Il | adeno Il HA HC HS proliferacija

CONVEXAR [R:3300,7 |R:4034,9| R:4485,1 |[R:3862,1|R:2611,0|R:2568,9| R:1972,3

adeno | 0,000000 0,000000 0,000000/0,000000 0,000000 0,00
adeno I 0,000000 0,000185 1,000000 0,000000 0,000000 0,00
adeno Il 0,000000/0,000185 0,000000/0,000000 0,000000 0,00
HA 0,000000 1,000000/ 0,000000 0,000000/ 0,000000 0,00
HC 0,000000/0,000000 0,000000 0,000000 1,000000 0,00
HS 0,000000 0,000000/ 0,000000 0,000000 1,000000 0,00

proliferacija |0,000000 0,000000 0,000000 0,000000/0,000000 0,000000

Legenda: CONVEXAR-konveksitet povrSine jezgre, adeno-adenocarcinoma, HA-
hyperplasia complex atypica, HC-hyperplasia complex, HS-hyperplasia
simplex

Tablica 7. Razlike vrijednosti sSirine jezgre (BREDTH) kod proliferativnog,
hiperplasticnog i malignog endometrija. (originalni ispis)

Multiple Comparisons p values (2-tailed); BREDTH (Za AgNOR)

Independent (grouping) variable: DG

Kruskal-Walllis test: H ( 6, N=6185) =1011,971 p =0,000

Include condition: v28>0

Depend.: adeno | | adeno Il | adeno Il HA HC HS proliferacija

BREDTH R:3331,5|R:3893,6 | R:4292,7 |R:3787,1|R:2706,9 |R:2583,5| R:2099,8

adeno | 0,000000 0,000000/0,000002|0,000000 0,000000 0,000000
adeno |l 0,000000 0,001711 1,000000 0,000000 0,000000 0,000000
adeno Il 0,0000000,001711 0,000003/0,000000 0,000000 0,000000
HA 0,000002 1,000000 0,000003 0,000000 0,000000 0,000000
HC 0,000000 0,000000' 0,000000 0,000000 1,000000 0,000000
HS 0,000000 0,000000 0,000000 0,000000 1,000000 0,000000

proliferacija  |0,000000/ 0,000000 0,000000 0,000000/ 0,000000 0,000000

Legenda: BREDTH-Sirina jezgre, adeno-adenocarcinoma, HA-hyperplasia complex
atypica, HC-hyperplasia complex, HS-hyperplasia simplex

Isto tako, statisticki je znaCajna razlika (p<0,05), s obzirom na opseg (tablica §),
najduzi polumjer (tablica 9) te duzinu jezgre (tablica 10) za sve promatrane skupine

osim za HS 1 HC. (p>0,05).
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Tablica 8. Razlike vrijednosti opsega (OUTLINE) jezgre kod proliferativnog,
hiperplasticnog i malignog endometrija. (originalni ispis)

Multiple Comparisons p values (2-tailed); OUTLINE (Za AgNOR)

Independent (grouping) variable: DG

Kruskal-Wallis test: H ( 6, N= 6185) =1224,947 p =0,000

Include condition: v28>0

Depend.: adeno | | adeno Il | adeno Il HA HC HS proliferacija

OUTLINE R:3167,4 | R:4062,9| R:4533,8 |R:3712,2|R:2669,6 |R:2710,3| R:1947,8

adeno | 0,000000| 0,000000/0,000000/0,000000 0,000000 0,00
adeno Il 0,000000 0,000070/0,002699 0,000000 0,000000 0,00
adeno Il 0,000000/0,000070 0,000000/0,000000 0,000000 0,00
HA 0,000000 0,002699 0,000000 0,000000/0,000000 0,00
HC 0,000000/0,000000 0,0000000,000000 1,000000 0,00
HS 0,000000/0,000000' 0,000000 0,000000 1,000000 0,00

proliferacija |0,000000 0,000000, 0,000000 0,000000/ 0,000000 0,000000

Legenda: OUTLINE-opseg jezgre, adeno-adenocarcinoma, HA-hyperplasia complex
atypica, HC-hyperplasia complex, HS-hyperplasia simplex

Tablica 9. Raczlike vrijednosti najveceg polumjera (MAXRADIU) jezgre kod

proliferativnog, hiperplasticnog i malignog endometrija. (originalni ispis)
Multiple Comparisons p values (2-tailed); MAXRADIU (Za AgNOR)
Independent (grouping) variable: DG

Kruskal-Wallis test: H ( 6, N= 6185) =882,7710 p =0,000
Include condition: v28>0

Depend.: adeno | | adeno Il | adeno Il HA HC HS proliferacija

MAXRADIU |R:3177,7|R:3943,5| R:4334,8 |[R:3592,2 R:2668,6 |R:2756,7| R:2166,7

adeno | 0,000000/ 0,000000/0,000029 0,000000 0,000002 0,000000
adeno Il 0,000000 0,0023510,002635/0,000000/0,000000 0,000000
adeno Il 0,000000/0,002351 0,000000/0,000000/ 0,000000 0,000000
HA 0,000029/0,002635| 0,000000 0,000000/0,000000 0,000000
HC 0,000000 0,000000! 0,000000/0,000000 1,000000 0,000000
HS 0,000002/0,000000/ 0,000000/0,000000 1,000000 0,000000

proliferacija  |0,000000/ 0,000000 0,000000 0,000000/ 0,000000 0,000000

Legenda: MAXRADIU- najveéi polumjer jezgre, adeno-adenocarcinoma, HA-
hyperplasia complex atypica, HC-hyperplasia complex, HS-hyperplasia
simplex

Tablica 10. Razlike vrijednosti duzine (LENGTH) jezgre kod proliferativnog,
hiperplasticnog i malignog endometrija. (originalni ispis)

Multiple Comparisons p values (2-tailed); LENGTH (Za AGNOR)

Independent (grouping) variable: DG

Kruskal-Walllis test: H ( 6, N= 6185) =880,0274 p =0,000

Include condition: v28>0

Depend.: adeno | | adeno Il | adeno Il HA HC HS proliferacija

LENGTH R:3190,8|R:3928,6 | R:4312,9 |[R:3616,9|R:2668,8 R:2754,2| R:2160,0

adeno | 0,000000/ 0,000000 0,000015 0,000000 0,000001 0,000000
adeno I 0,000000 0,003114/0,014011 0,000000 0,000000 0,000000
adeno Il 0,000000 0,003114 0,000000 0,000000/0,000000 0,000000
HA 0,000015/0,014011  0,000000 0,000000 0,000000 0,000000
HC 0,000000/0,000000 0,000000 0,000000 1,000000 0,000000
HS 0,000001 0,000000/ 0,000000 0,000000 1,000000 0,000000

proliferacija  |0,000000 0,000000 0,000000 0,000000 0,000000 0,000000

Legenda: LENGTH- duzina jezgre, adeno-adenocarcinoma, HA-hyperplasia complex
atypica, HC-hyperplasia complex, HS-hyperplasia simplex
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S obzirom na veli¢inu najmanjeg polumjera jezgre, medusobnim usporedivanjem po
dvije grupe (tablica 11), statisticki se ne razlikuju: jednostavna i slozena hiperplazija,
atipina hiperplazija i srednje diferencirani adenokarcinom, atipi¢na hiperplazija i slabo

diferencirani adenokarcinom te dobro i srednje diferencirani adenokarcinom (p>0,05).

Tablica 11. Razlike vrijednosti najmanjeg polumjera (MINRADIU) jezgre kod

proliferativnog, hiperplasticnog i malignog endometrija. (originalni ispis)
Multiple Comparisons p values (2-tailed); MINRADIU (Za AgNOR)
Independent (grouping) variable: DG

Kruskal-Walllis test: H ( 6, N= 6185) =820,2406 p =0,000
Include condition: v28>0

Depend.: adeno | | adeno Il | adeno Il HA HC HS proliferacija

MINRADIU |R:3374,1|R:3774,8| R:4074,2 |R:3799,0| R:2716,0|R:2616,6| R:2202,7

adeno | 0,000235 0,000000 0,000016/0,000000 0,000000 0,000000
adeno I 0,000235 0,065727 1,000000 0,000000 0,000000 0,000000
adeno Il 0,000000 0,065727 0,091633 0,000000 0,000000 0,000000
HA 0,000016 1,000000 0,091633 0,000000/0,000000 0,000000
HC 0,000000/0,000000 0,000000 0,000000 1,000000 0,000000
HS 0,000000/0,000000/ 0,000000/0,000000 1,000000 0,000001

proliferacija  |0,000000/ 0,000000 0,000000 0,000000 0,000000 0,000001

Legenda: MINRADIU-najmanji polumjer jezgre, adeno-adenocarcinoma, HA-
hyperplasia complex atypica, HC-hyperplasia complex, HS-hyperplasia
simplex

Prema parametru faktora pravilnosti (FFJEZ) razlikuje se endometrij u proliferaciji
(tablica 12) od svih tipova hiperplasticnog i malignog endometrija te atipicna
hiperplazija od hiperplazija bez atipija i malignog endometrija (p<0,05), osim u
usporedbi s dobro diferenciranim adenokarcinomom (p<0,05). Statisticki se medusobno
ne razlikuju (p>0,05) slijede¢e skupine: hyperplasia simplex i hyperplasia complex,
hyperplasia simplex i adenocarcinoma gr. 11, hyperplasia simplex i adenocarcinoma gr.
II, hyperplasia complex i adenocarcinoma gr. II te adenocarcinoma gr. II i

adenocarcinoma gr. III.
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Tablica 12. Razlike vrijednosti faktora pravilnosti (FFJEZ) jezgre kod proliferativnog,
hiperplasticnog i malignog endometrija. (originalni ispis)

Multiple Comparisons p values (2-tailed); FFJEZ (Za AQNOR)

Independent (grouping) variable: DG

Kruskal-Walllis test: H ( 6, N=6185) =261,2306 p =0,000

Include condition: v28>0

Depend.: adeno | | adeno Il | adeno Il HA HC HS proliferacija

FFJEZ R:3545,6 |[R:2810,5| R:2560,7 |R:3622,4|R:2953,5 R:2745,6| R:3274,3

adeno | 0,000000 0,000000 1,000000 0,000000 0,000000 0,018180
adeno |l 0,000000 0,286903 0,000000 1,000000 1,000000 0,000002
adeno Il 0,000000 0,286903 0,000000 0,000733 0,877844 0,000000
HA 1,000000 0,000000 0,000000 0,000000 0,000000 0,000444
HC 0,000000 1,000000 0,000733 0,000000 0,160706 0,001265
HS 0,000000 1,000000 0,877844 0,000000 0,160706 0,000000

proliferacija |0,018180/0,000002 0,000000 0,000444/0,001265 0,000000

Legenda: FFJEZ-faktor pravilnosti jezgre, adeno-adenocarcinoma, HA-hyperplasia
complex atypica, HC-hyperplasia complex, HS-hyperplasia simplex

Po faktoru izduZenosti jezgre, medusobnim usporedivanjem po dvije skupine (tablica
13) razlikuje se jednostavna hiperplazija (p<0,05) u odnosu na atipicnu hiperplaziju i

adenokarcinome razli¢itog stupnja diferenciranosti.

Tablica  13. Razlike vrijednosti faktora izduzenosti (FF JEZIZD) jezgre kod

proliferativnog, hiperplasticnog i malignog endometrija. (originalni ispis)
Multiple Comparisons p values (2-tailed); FFJEZIZD (Za AgNOR)
Independent (grouping) variable: DG

Kruskal-Walllis test: H ( 6, N= 6185) =50,82405 p =,0000
Include condition: v28>0

Depend.: adeno | | adeno Il | adeno Il HA HC HS proliferacija

FFJEZIZD R:2939,9 | R:3032,0| R:2954,0 |R:2878,8|R:3082,2 |R:3294,2| R:3286,6

adeno | 1,000000/ 1,000000 1,000000 1,000000 0,000172 0,000434
adeno |l 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 0,046020 0,075585
adeno Il 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 0,003802 0,006905
HA 1,000000 1,000000 1,000000 0,337262 0,000004 0,000013
HC 1,000000 1,000000 1,000000 0,337262 0,136910 0,222093
HS 0,000172 0,046020 0,003802 0,000004 0,136910 1,000000

proliferacija |0,000434 0,075585 0,006905 0,000013 0,222093 1,000000

Legenda: FFIEZIZD-faktor izduzenosti jezgre, adeno-adenocarcinoma, HA-
hyperplasia complex atypica, HC-hyperplasia complex, HS-hyperplasia
simplex
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Prema dobivenim rezultatima (tablica 14), varijable povrSine, opsega, minimalnog i

maksimalnog polumjera, konveksiteta povrSine, duljine i Sirine jezgre razlikuju

hiperplazije bez atipija (simplex i complex), od atipi¢ne hiperplazije, adenokarcinoma

1 proliferativnog endometrija (p<0,05).

Tablica 14. Statisticki znacajne kvantitativne «image» varijable kod hiperplasticnog
endometrija bez atipije u odnosu na proliferativni i maligni endometrij
(Papanicolaou bojanje)

Parametar  AdenoCa AdenoCa AdenoCa HA HC HS W
Jezgre gr. 111 gr. 11 gr. 1

Povrsina S S S S NS NS S
Opseg S S S S NS NS S
Minimalni S S S S NS NS S
polumjer

Maksimalni S S S S NS NS S
polumjer

Konveksitet S S S S NS NS S
povrsine

Duljina S S S S NS NS S
Sirina S S S S NS NS S

S — statisticki znacajno (p<0,05); NS — nema statisticke znacajnosti (p>0,05)
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4.1.2. Morfometrija jezgre (bojanje po MGG-u)

Na citoloSkim uzorcima aspirata iz materista obojenim po MGG-u, morfometrijski se
odredila povrSina i opseg jezgre, najkraci i najduzi polumjer jezgre, konveksitet jezgre,
duljina 1 Sirina jegre te «faktor pravilnosti» i1 «faktor izduzenosti» jezgre. Analiza
varijance (ANOVA by ranks) pokazuje statisticki znacajnu razliku za sve mjerene
parametre jezgre kod proliferativnog, hiperplasticnog i malignog endometrija (tablica
13).

Srednja povrSina jezgara (tablica 15, slika 15) najmanja je kod jednostavne hiperplazije
(89,89+38,36 um’) te postepeno raste preko slozene (101,68+46,28 um’) i atipi¢ne
hiperplazije (113,31+41,75 um’) do dobro (136,98+56,47 um’), srednje (150,66+55,32
um’) i slabo diferenciranog adenokarcinoma (168,83+101,43 um?). U proliferaciji,
srednja povrSina jezgara je neSto veca nego kod jednostavne hiperplazije (95,28+35,51
pm’).

Sli¢no kao za srednju povrsSinu jezgre, srednje vrijednosti za opseg, najmanji i najduzi
polumjer, konveksitet te duljinu i Sirinu jezgre imaju tendenciju rasta od hiperplazija
bez 1 s atipijom do adenokarcinoma razli¢itog stupnja diferenciranosti (fablica 15, slika
16-21). Srednje vrijednosti opsega (37,98+7,55 wm), najkraceg (3,82+1,10 um) 1
najduzeg (6,91+1,54 um) polumjera, konveksiteta (92,64+38,91 um’), kao i duljine
(13,21£2,93 pum) 1 Sirine (8,87+£2,20 um) jezgre u jednostavnoj hiperplaziji su nesto
manje nego u proliferativnom endometriju (tablica 15).

S obzirom na pravilnost jezgre (FF jezgre) najpravilnije (najokruglije) su (tablica 15,
slika 22) one kod dobro diferenciranog adenokarcinoma endometrija (0,80+0,80), dok
su najizduzenije jezgre (tablica 15, slika 23) kod jednostavne hiperplazije (1,55+0,42).
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Tablica 15. Parametri jezgre (srednja vrijednosttstandardna devijacija) u citoloskim uzorcima aspirata materista (MGG bojanje)

MORFOMETRIJA JEZGRE (MGG)

CITOLOSKI POVRSINA* OPSEG**  MIN. MAX. CONVEX DULJINA* SIRINA* FFJEZ FFIZD
UZORAK RADIUS** RADIUS** AREA¥*

AdenoCa gr.IIl  168,83+101,43 50,70+13,87 5,54+1,83 8,75+2,39  173,14+103,19 16,80+4,59 12,51+£3,79  0,77+0,10 1,39+0,33
AdenoCa gr.I1 150,66+ 55,32 48,07+ 8,68 5,27+1,33 8,56+£1,70  154,11+55,95 16,41+£3,27 11,87+2,62  0,79+£0,08 1,42+0,33

AdenoCa gr.I 136,98+56,47 45,59+ 9,05 5,00+1,36 8,15+1,70  139,92+57,01 15,63+3,29 11,25+2,70  0,80+0,80 1,43%0,33

HA 113,31+41,75 42,21+ 7,46 4,46+1,14 7,56£1,50 116,41+42,39 14,47+2,84 10,22+2,26 0,78+0,08 1,46+0,37
HC 101,68+46,28 40,05+ 8,77 4,08+1,24 7,28+1,69 104,79+ 47,06 13,90+3,24 9,46+2,48 0,76+0,09 1,52+0,41
HS 89,89+38,36 37,98+ 7,55 3,82 +£1,10 6,91+1,54 92,64+ 38,91 13,21+£2,93 8,87+2,20 0,76+0,10 1,55+0,42
proliferacija 95,28+35,51 38,88+ 7,07 4,00+1,03 7,07+1,44 98,00+ 36,01 13,50+2,77 9,25+2,05 0,77+0,09 1,51+0,37

Legenda: * um’; ** um; min. radius-najmanji polumjer; max.radius — najvecéi polumjer; convex area-povrsina zaobljenosti jezgre;
FFJEZ-faktor pravilnosti jezgre; FFIZD — faktor izduzenosti jezgre; AdenoCa gr. — adenocarcinoma gradus;, HA — hyperplasia complex
atypica; HC — hyperplasia complex; HS — hyperplasia simplex;,

p<0,05 (ANOVA by ranks)
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Slika 15. Graficki prikaz vrijednosti povrsine jezgre (Area) kod proliferativnog,
hiperplasticnog i malignog endometrija.
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Legenda:Area-povrSina jezgre, l-adenocarcinoma gr.I, 2-adenocarcinoma gr.Il, 3-
adenocarcinoma gr.IlI, 4-hyperplasia complex atypica, S5-hyperplasia complex, 6-
hyperplasia simplex, 7-proliferacija

Slika 16. Graficki prikaz vrijednosti opsega jezgre (Outline) kod proliferativnog,
hiperplasticnog i malignog endometrija.

Variable: Outline
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Legenda: Outline-opseg jezgre 1-adenocarcinoma gr.I, 2-adenocarcinoma gr.II, 3-
adenocarcinoma gr.Ill, 4-hyperplasia complex atypica, 5-hyperplasia complex, 6-
hyperplasia simplex, 7-proliferacija
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Slika 17. Graficki prikaz vrijednosti najmanjeg polumjera jezgre (MinRadius) kod
proliferativnog, hiperplasticnog i malignog endometrija.
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Slika 18. Graficki prikaz vrijednosti najveceg polumjera jezgre (MaxRadius) kod
proliferativnog, hiperplasticnog i malignog endometrija.

Variable: MaxRadius
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Slika 19. Graficki prikaz vrijednosti

konveksiteta jezgre (ConvexArea) kod

proliferativnog, hiperplasticnog i malignog endometrija.

Variable: ConvexArea
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Legenda: ConexArea-konveksitet jezgre, 1-adenocarcinoma gr.I, 2-adenocarcinoma
gr.Il, 3-adenocarcinoma gr.I1I, 4-hyperplasia complex atypica, 5-hyperplasia complex,
6-hyperplasia simplex, 7-proliferacija

Slika 20. Graficki prikaz vrijednosti duzine jezgre (Length) kod proliferativnog,

hiperplasticnog i malignog endometrija.
Variable: Length
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Legenda: Length-duzina jezgre, 1-adenocarcinoma gr.I, 2-adenocarcinoma gr.Il, 3-
adenocarcinoma gr.Ill, 4-hyperplasia complex atypica, 5-hyperplasia complex, 6-
hyperplasia simplex, 7-proliferacija
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Slika 21. Graficki prikaz vrijednosti Sirine jezgre (Bredth)) kod proliferativnog,

hiperplasticnog i malignog endometrija.
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Legenda: Bredth-Sirina jezgre, l-adenocarcinoma gr.I, 2-adenocarcinoma gr.Il, 3-
adenocarcinoma gr.IlI, 4-hyperplasia complex atypica, S5-hyperplasia complex, 6-
hyperplasia simplex, 7-proliferacija

Slika 22. Graficki prikaz vrijednosti faktora pravilnosti jezgre (FFjezgre) kod

proliferativnog, hiperplasticnog i malignog endometrija.
Variable: FFjezgre
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Legenda: FFjezgre-pravilnost jezgre, 1-adenocarcinoma gr.I, 2-adenocarcinoma gr.II, 3-
adenocarcinoma gr.IlI, 4-hyperplasia complex atypica, S5-hyperplasia complex, 6-
hyperplasia simplex, 7-proliferacija
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Slika 23. Graficki prikaz vrijednosti faktora izduzenosti jezgre (FFjezizduz) kod
proliferativnog, hiperplasticnog i malignog endometrija.

Variable: FFjezizduz
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Legenda: FFjezizduz-izduzenost jezgre, 1-adenocarcinoma gr.I, 2-adenocarcinoma
gr.ll, 3-adenocarcinoma gr.I1l, 4-hyperplasia complex atypica, 5-hyperplasia complex,
6-hyperplasia simplex, 7-proliferacija

Medusobnim usporedivanjem po dvije skupine statisticki znacajne razlike su za sve
skupine (p<0,05) s obzirom na povrsinu jezgre (tablica 16), najkraéi polumjer (tablica
17), konveksitet (tablica 18) 1 Sirinu jezgre (tablica 19), osim za skupine:
adenocarcinoma gr. II i adenocarcinoma gr. III te hyperplasia complex i proliferacija

(p>0,05).

Tablica 16. Razlike vrijednosti povrsine jezgre (Area) kod proliferativnog,
hiperplasticnog i malignog endometrija. (originalni ispis)

Multiple Comparisons p values (2-tailed); Area (DNA)

Independent (grouping) variable: Dg

Kruskal-Wallis test: H (6, N= 8726) =1747,384 p =0,000
Depend.: 1 2 3 4 5 6 7
Area R:5277,4| R:5915,4| R:5809,5 | R:4290,8 | R:3568,2| R:2938,2| R:3331,9
1 0,0000  0,0000 0 0,0000 0,0000 0,0000
2 0,0000 1,0000 0 0,0000 0,0000 0,0000
3 0,0000/ 1,0000 0/ 0,0000 0,0000 0,0000
4 0,0000, 0,0000  0,0000 0,0000, 0,0000  0,0000
5 0,0000/ 0,0000  0,0000 0 0,0000,  0,3255
6 0,0000  0,0000  0,0000 0 0,0000 0,0013
7 0,00000  0,0000  0,0000 0 0,3255 0,0013

Legenda: Area-povrSina jezgre, l-adenocarcinoma gr., 2-adenocarcinoma gr.ll, 3-
adenocarcinoma gr.I11, 4- hyperplasia complex atypica, 5-hyperplasia complex, 6-hyperplasia
simplex, 7-proliferacija
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Tablica 17. Razlike vrijednosti najmanjeg polumjera jezgre (MinRadius) kod
proliferativnog, hiperplasticnog i malignog endometrija. (originalni ispis)

Multiple Comparisons p values (2-tailed); MinRadius (DNA)

Independent (grouping) variable: Dg

Kruskal-Walllis test: H ( 6, N= 8726) =1561,412 p =0,000
Depend.: 1 2 3 4 5 6 7
MinRadius [R:5234,4 |R:5757,1 | R:5791,5 |R:4325,1 |R:3542,6 | R:3027,0 | R:3427,7
1 0,0000, 00,0000 00,0000/ 0,0000 0,0000
2 0,0000 1,0000 00,0000/ 0,0000 0,0000
3 0,0000  1,0000 00,0000/ 0,0000 0,0000
4 0,0000, 0,0000 0,0000 0,0000, 0,0000 0,0000
5 0,0000, 0,0000  0,0000 0 0,0000  1,0000
6 0,0000, 0,0000 0,0000 00,0000 0,0009
7 0,0000/ 0,0000 00,0000 0 1,0000 0,0009

Legenda: MinRadius-najmanji polumjer jezgre, 1-adenocarcinoma gr.I, 2-adenocarcinoma
gr.Il, 3-adenocarcinoma gr.Ill, 4- hyperplasia complex atypica, 5-hyperplasia complex, 6-
hyperplasia simplex, 7-proliferacija

Tablica 18. Razlike vrijednosti konveksiteta jezgre (ConvexArea) kod proliferativnog,
hiperplasticnog i malignog endometrija. (originalni ispis)

Multiple Comparisons p values (2-tailed); ConvexArea (DNA)

Independent (grouping) variable: Dg

Kruskal-Wallis test: H ( 6, N= 8726) =1745,861 p =0,000
Depend.: 1 2 3 4 5 6 7
ConvexArea| R:5261,3| R:5914,1| R:5823,3| R:4288,8| R:3580,3| R:2940,0| R:3323,4
1 0,0000  0,0000 00,0000 0,0000 0,0000
2 0,0000 1,0000 0 0,0000  0,0000  0,0000
& 0,0000 1,0000 0 0,0000 0,0000  0,0000
4 0,0000, 00,0000  0,0000 0,0000,  0,0000/ 0,0000
5 0,0000, 0,0000  0,0000 0 0,0000 0,1788
6 0,0000, 0,0000  0,0000 00,0000 0,0020
7 0,0000  0,0000  0,0000 0 01788 0,0020

Legenda: ConvexArea-konveksitet jezgre, 1-adenocarcinoma gr.I, 2-adenocarcinoma gr.II, 3-
adenocarcinoma gr.I11, 4- hyperplasia complex atypica, 5-hyperplasia complex, 6-hyperplasia
simplex, 7-proliferacija

Tablica 19. Razlike vrijednosti sirine jezgre (Bredth) kod proliferativnog,
hiperplasticnog i malignog endometrija. (originalni ispis)

Multiple Comparisons p values (2-tailed); Bredth (DNA)

Independent (grouping) variable: Dg

Kruskal-Walllis test: H ( 6, N= 8726) =1645,641 p =0,000
Depend.: 1 2 3 4 5 6 7
Bredth |R:5212,9|R:5786,2 |R:5867,5|R:4329,3|R:3557,1 | R:2971,9|R:3398,1
1 0,0000/ 00,0000 0 0,0000 0,0000 0,0000
2 0,0000 1,0000 00,0000 0,0000 0,0000
3 0,0000  1,0000 0 0,0000 0,0000 0,0000
4 0,0000, 0,0000/ 0,0000 0,0000, 0,0000 0,0000
5 0,0000/ 0,0000/ 0,0000 0 0,0000  1,0000
6 0,0000, 0,0000/ 0,0000 00,0000 0,0003
7 0,0000/ 0,0000/ 0,0000 0 11,0000 0,0003

Legenda: Bredth-Sirina jezgre, 1-adenocarcinoma gr.I, 2-adenocarcinoma gr.Il, 3-
adenocarcinoma gr.I11, 4- hyperplasia complex atypica, 5-hyperplasia complex, 6-hyperplasia
simplex, 7-proliferacija
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S obzirom na opseg (tablica 20), najveéi polumjer (tablica 21) 1 duzinu jezgre (tablica
22), statisticki znacajne razlike (p<0,05) nadene su za sve skupine osim za srednje i

slabo diferencirani adenokarcinom te jednostavnu hiperplaziju i proliferaciju (p>0,05).

Tablica 20. Razlike vrijednosti opsega jezgre (Outline) kod proliferativnog,
hiperplasticnog i malignog endometrija. (originalni ispis)

Multiple Comparisons p values (2-tailed); Outline (DNA)

Independent (grouping) variable: Dg

Kruskal-Wallis test: H ( 6, N= 8726) =1635,490 p =0,000
Depend.: 1 2 3 4 5 6 7
Outline |R:5154,8|R:5834,9 |R:5889,0|R:4255,9 |[R:3637,7 | R:3033,7 |R:3305,0
1 0,0000, 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
2 0,0000 1,0000 0,0000, 0,0000 0,0000 0,0000
3 0,0000  1,0000 0,0000/ 0,0000 0,0000 0,0000
4 0,0000 0,0000  0,0000 0,0000/ 0,0000 0,0000
5 0,0000/ 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000, 0,0138
6 0,0000, 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,1205
7 0,0000/ 0,0000 0,0000 0,00000 0,0138 0,1205

Legenda: Outline-opseg jezgre, 1-adenocarcinoma gr., 2-adenocarcinoma gr.Il, 3-
adenocarcinoma gr.I11, 4- hyperplasia complex atypica, 5-hyperplasia complex, 6-hyperplasia
simplex, 7-proliferacija

Tablica 21. Razlike vrijednosti najveceg polumjera (MaxRadius) jezgre kod
proliferativnog, hiperplasticnog i malignog endometrija (originalni ispis)

Multiple Comparisons p values (2-tailed); MaxRadius (DNA)

Independent (grouping) variable: Dg

Kruskal-Wallis test: H ( 6, N=8726) =1108,314 p =0,000
Depend.: 1 2 3 4 5 6 7
MaxRadius |R:5070,1|R:5654,8 |R:5503,7 |R:4211,7 | R:3820,9 |R:3253,5 | R:3481,8
1 0,0000, 0,0005 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
2 0,0000 1,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
3 0,0005  1,0000 0,0000, 0,0000 0,0000 0,0000
4 0,0000, 0,0000 0,0000 0,0019, 0,0000, 0,0000
5 0,0000, 0,0000 0,0000 0,0019 0,0000/ 0,0108
6 0,0000, 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,4210
7 0,0000, 0,0000/ 0,0000 0,0000 0,0108 0,4210

Legenda: MaxRadius-najveéi polumjer jezgre, l-adenocarcinoma gr.I, 2-adenocarcinoma
gr.Il, 3-adenocarcinoma gr.Ill, 4- hyperplasia complex atypica, 5-hyperplasia complex, 6-
hyperplasia simplex, 7-proliferacija
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Tablica 22. Razlike vrijednosti

duzine (Length) jezgre kod proliferativnog,
hiperplasticnog i malignog endometrija. (originalni ispis)

Multiple Comparisons p values (2-tailed); Length (DNA)

Independent (grouping) variable: Dg

Kruskal-Wallis test: H ( 6, N= 8726) =1144,845 p =0,000
Depend.: 1 2 3 4 5 6 7
Length |R:5086,9 R:5674,2 | R:5519,4 | R:4220,8 R:3797,3|R:3245,6 R:3460,7
1 0,0000, 0,0005/ 0,0000 0,00000 0,0000 0,0000
2 0,0000 1,0000, 0,0000, 0,0000 0,0000 0,0000
3 0,0005  1,0000 0,0000, 0,0000 0,0000 0,0000
4 0,0000, 0,0000 0,0000 0,0005 0,0000 0,0000
5 0,0000, 0,0000 0,0000 0,0005 0,0000, 10,0119
6 0,0000, 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,5991
7 0,0000, 0,0000/ 0,0000 0,0000/ 0,0119 0,5991

Legenda: Length-duzina jezgre,

S obzirom na varijablu

«pravilnost»

1-adenocarcinoma

grl, 2-adenocarcinoma gr.ll, 3-
adenocarcinoma gr.I11, 4- hyperplasia complex atypica, 5-hyperplasia complex, 6-hyperplasia
simplex, 7-proliferacija

(FF) jezgre (tablica 23), medusobnim

usporedivanjem po dvije skupine, statisticki znaCajne razlike (p<0,05) su za

proliferativni 1 hiperplasticni endometrij bez atipije u odnosu na adenokarcinome

endometrija razli¢itth stupnjeva diferenciranosti. Atipicna hiperplazija statisticki

znacajno se ne razlikuje u odnosu na slabo diferencirani adenokarcinom, slozenu

hiperplaziju te proliferativni endometrij (p>0,05).

Tablica 23. Razlike vrijednosti pravilnosti jezgre (FFjezgre) kod proliferativnog,
hiperplasticnog i malignog endometrija. (originalni ispis)

Multiple Comparisons p values (2-tailed); FFjezgre (DNA)

Independent (grouping) variable: Dg

Kruskal-Wallis test: H ( 6, N= 8726) =245,1668 p =0,000
Depend.: 1 2 3 4 5 6 7
FFjezgre | R:4986,3| R:4961,3| R:4473,2| R:4325,6| R:4050,4| R:3813,4| R:4100,4
1 1,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000  0,0000
2 1,0000 0,0001 0,0000/ 0,0000/ 0,0000 0,0000
3 0,0000 0,0001 1,0000 0,0005 0,0000 0,0067
4 0,0000  0,0000  1,0000 0,1232  0,0000  0,6044
) 0,0000  0,0000 0,0005 0,1232 0,2632  1,0000
6 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,2632 0,0728
7 0,0000 0,0000 0,0067 0,6044 1,0000 0,0728

Legenda: FFjezgre-pravilnost jezgre, l-adenocarcinoma gr.I, 2-adenocarcinoma gr.Il, 3-
adenocarcinoma gr.I1I, 4-hyperplasia complex atypica, 5-hyperplasia complex, 6-hyperplasia
simplex, 7-proliferacija
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S obzirom na varijablu «izduZenost» jezgre (tablica 24), statisticki znaCajne razlike su
za proliferativni 1 hiperplasti¢ni endometrij bez atipija u odnosu na atipi¢nu hiperplaziju

te maligni endometrij razliCitog stupnja diferenciranosti (p<0,05).

Tablica 24. Razlike vrijednosti izduzenosti jezgre (FFjezizduz) kod proliferativnog,
hiperplasticnog i malignog endometrija. (originalni ispis)

Multiple Comparisons p values (2-tailed); FFjezizduz (DNA)

Independent (grouping) variable: Dg

Kruskal-Walllis test: H ( 6, N= 8726) =198,3382 p =0,000
Depend.: 1 2 3 4 5 6 7
FFjezizduz [ R:4155,4| R:4019,7 | R:3693,2| R:4283,2| R:4684,4| R:4824,1| R:4674,8
1 1,0000 0,0001 1,0000 0,0000 0,0000  0,0000
2 1,0000 0,0506 0,2904  0,0000  0,0000  0,0000
3 0,0001 0,0506 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
4 1,0000 0,2904  0,0000 0,0012,  0,0000/ 0,0030
5 0,0000 0,0000 0,0000 0,0012 1,0000 1,0000
6 0,0000  0,0000, 0,0000 0,0000 1,0000 1,0000
7 0,0000 0,0000 0,0000 0,0030 1,0000 1,0000

Legenda: FFjezizduz-izduzenost jezgre, 1-adenocarcinoma gr.l, 2-adenocarcinoma gr.Il, 3-
adenocarcinoma gr.III, 4-hyperplasia complex atypica, 5-hyperplasia complex, 6-hyperplasia
simplex, 7-proliferacija

Prema dobivenim rezultatima (tablica 25), varijable povrSine, opsega, minimalnog i
maksimalnog polumjera, konveksiteta povrSine, duljine, Sirine i izduZenosti jezgre
razlikuju hiperplazije bez atipija (simplex 1 complex) i1 proliferaciju, od atipi¢ne
hiperplazije 1 adenokarcinoma (p<0,05). Pravilnije su jezgre kod adenokarcinoma
endometrija razli¢itih stupnjeva zrelosti (tablica 15), §to je i statisticki znacajno

(p<0,05) u odnosu na proliferativan i hiperplastican endometrij (tablica 23 i 24).
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Tablica 25. Statisticki znacajne kvantitativne «imagey» varijable kod proliferativnog i
hiperplasticnog endometrija bez atipije u odnosu na hiperplastican s
atipijom i maligan endometrij (MGG bojanje)

Parametar  AdenoCa AdenoCa AdenoCa HA HC HS  Proliferacija

jezgre gr. 111 gr. 11 gr. 1

Povrsina S S S S NS S NS
Opseg S S S S S NS NS
Minimalni S S S S NS S NS
polumjer

Maksimalni S S S S S NS NS
polumjer

Konveksitet S S S S NS S NS
povrsine

DuZina S S S S S NS NS
Sirina S S S S NS S NS
Pravilnost S S S NS NS NS NS
IzduZenost S S S S NS NS NS

S — statisti¢ki znacajno (p<0,05); NS — nema statisti¢ke znacajnosti (p>0,05)

4.1.3. Morfometrija jezgre — usporedba bojanja po Papanicolaou-u i MGG-u

Morfometrijski, s obzirom na citolosko bojenje (Papanicolaou, MGQG) aspirata materista
jedini¢ne mjere jezgre (povrsina, konveksitet povrSine, opseg, minimalni i maksimalni
polumjer, duzina 1 §irina) znatno su vece u uzorcima osusenim na zraku i obojanima po
MGG-u (tablica 4, tablica 15), te postoji statisticki znacajna razlika (p<0,05) za sve
izmjerene parametre u proliferativnom, hiperplasticnom i malignom endometriju.
Izuzetak su nejedini¢ne vrijednosti faktora pravilnosti (FF faktor) i faktora izduzenosti
jezgre (L/B), koji se statisticki znac¢ajno ne razlikuju (p>0,05) kod jednostavne i slozene
hiperplazije endometrija. Takoder nema znacajne razlike (p>0,05) s obzirom na FF
faktor kod dobro diferenciranog adenokarcinoma endometrija, odnosno na L/B faktor

kod atipi¢ne hiperplazije usporedujuéi oba bojanja (tablica 26).
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Tablica 26. Statisticka znacajnost - utjecaj fiksacije i bojanja na parametre jezgre u citoloskim uzorcima aspirata materista
Mann-Whitney U test)

MORFOMETRIJA JEZGRE (PAPANICOLAOU & MGG BOJANJE)

CITOLOSKI
UZORAK POVRSINA OPSEG MIN. MAX. KONVEKSITET DUZINA SIRINA  FF ** L/B***
RADIUS RADIUS
P p* P P P P P P P

AdenoCa I1I 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
AdenoCa Il 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
AdenoCa I 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,3421 0,0044
HA 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,2788
HC 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,0581 0,8558
HS 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,1211 0,2208
Proliferacija 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,0059

* vjerojatnost /statisticki znacajno (p<0,05), statisticki nije znacajno (p>0,05)/; **pravilnost jezgre (4w area/r2), ***izduzenost jezgre
(duzina/sirina); AdenoCa — adenocarcinoma gradus,” HA — hyperplasia complex atypica; HC — hyperplasia complex; HS — hyperplasia
simplex.

i



4.2. AgNOR analiza

Digitalna analiza AgNOR-a sastojala se od analize pojedinacnog AgNOR-a, AgNOR
nakupina te ukupnog AgNOR-a, tj. zbroja pojedinacnog AgNOR-a i AgNOR nakupina

u jezgri.

4.2.1. Pojedinacni AgNOR

U citoloskim uzorcima aspirata materiSta srednje vrijednosti broja pojedinacnog
AgNOR-a, ukupne i prosjeCne povrsine pojedinatnog AgNOR-a, te pojedinacnog
AgNOR-a s najmanjom i najve¢om povrSinom kao i prosjecnog udjela povrSine
pojedinacnog AgNOR-a na povrsinu jezgre (tablica 27), primjenom analize varijance
(ANOVA) pokazuju statisticki znacajne razlike s obzirom na proliferativni,
hiperplasti¢ni i maligni endometrij (p<0,05).

Srednja vrijednost broja pojedinacnog AgNOR-a (tablica 27, slika 24) postepeno raste
od proliferativnog endometrija (n=1,49+0,72), preko jednostavne (n=1,51%0,78),
slozene (n=1,70+0,92) 1 atipi¢ne hiperplazije (n=1,79+0.99) do razli¢itih stupnjeva
adenokarcinoma endometrija (dobro diferencirani — n=2,15+1,70; srednje diferencirani
—n=3,32+ 2,78; slabo diferencirani — n=4,10+3,70).

Pojedinacni AgNOR-i najveéi su po ukupnoj (1,93+1,29 um’) i prosjetnoj povrsini
(1,33+0,73 um’) kao i po udjelu prosjeéne povrine u odnosu na povriinu jezgre (0,043
+0,028) u proliferativnom endometriju. Najmanje povrine (0,37+0,25 um’)
pojedina¢nih AgNOR-a nalaze se kod slabo diferenciranih adenokarcinoma, a najvece
povrsine (1,49+0,84 um’) pojedinatnih AgNOR-a obiljezja su proliferativnog
endometrija (tablica 27, slika 25-29).
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Tablica 27. Parametri pojedinacnog AgNOR-a (srednja vrijednost = standardna devijacija) u citoloskim uzorcima aspirata materista

CITOLOSKI POJEDINACNI AgNOR
UZORAK BROJ UKUPNA PROSJECNA PROSJECNA NAJMANIA NAJVECA
(n) POVRSINA*  POVRSINA* POVRSINA*/J POVRSINA*  POVRSINA*

AdenoCa gr.III 4,10+3,70 1,22+1,12 0,30+0,24 0,013+0,009 0,37+0,25 0,49+0,30
AdenoCa gr.II 3,32+ 2,78 1,01+0,71 0,40+0,29 0,013+0,008 0,41+0,32 0,50+0,36
AdenoCa gr.I 2,15+1,70 1,01+0,78 0,60+0,47 0,016:0,014 0,62+0,50 0,71+0,54
HA 1,79+0.99 1,12+0,93 0,68+0,46 0,017+0,015 0,72+0,50 0,80+0,54
HC 1,70£0,92 0,93+0,82 0,59 +£0,41 0,018+0,018 0,62+0,45 0,69+0,49
HS 1,51+0,78 1,46+0,97 0,99+0,49 0,027+0,020 1,04+0,52 1,11+0,55
proliferacija 1,49+0,72 1,93+1,29 1,33+0,73 0,043 +0,028 1,38+0,76 1,49+0,84

Legenda: * um’; AdenoCa gr. — adenocarcinoma gradus;, HA — hyperplasia complex atypica;, HC — hyperplasia complex; HS —

hyperplasia simplex, J — jezgra;

p<0,05 (ANOVA by ranks)
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Slika 24. Graficki prikaz vrijednosti broja pojedinacnog AgNOR-a (BRAGPOJ)) kod
proliferativnog, hiperplasticnog i malignog endometrija.
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Legenda: BRAGPOIJ-broj pojedinacnog AgNOR-a, adeno-adenocarcinoma endometrii,
HA-hyperplasia complex atypica, HC-hyperplasia complex, HS-hyperplasia simplex.

Slika 25. Graficki prikaz vrijednosti ukupne povrsine pojedinacnih AgNOR-a
(SUMAGPOJ)) kod proliferativnog, hiperplasticnog i malignog endometrija.
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Legenda: SUMAGPOJ-ukupna povrsina pojedinacnih AgNOR-a, adeno-adenocarcinoma
endometrii, HA-hyperplasia complex atypica, HC-hyperplasia complex, HS-hyperplasia

simplex.
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Slika 26. Graficki prikaz vrijednosti prosjecne povrSine pojedinacnih AgNOR-a
(PROSAGPO) kod proliferativnog, hiperplasticnog i malignog endometrija.
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Legenda:  PROSAGPO-prosje¢na  povrSina  pojedinacnih  AgNOR-a,  adeno-
adenocarcinoma endometrii, HA-hyperplasia complex atypica, HC-hyperplasia complex,
HS-hyperplasia simplex.

Slika 27. Graficki prikaz vrijednosti prosjecne povrsine pojedinacnih AgNOR-a po
jezgri (AGPOJ J) kod proliferativnog, hiperplasticnog i malignog

endometrija.
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Legenda: AGPOJ J-prosje¢na povrSina pojednacnih AgNOR-a po jezgri, adeno-
adenocarcinoma endometrii, HA-hyperplasia complex atypica, HC-hyperplasia complex,
HS-hyperplasia simplex.
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Slika 28. Graficki prikaz vrijednosti najmanje povrsine pojedinacnih AgNOR-a
(MINAGPOJ) kod proliferativnog, hiperplasticnog i malignog endometrija.
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Slika 29. Graficki prikaz vrijednosti najvece povrsine pojedinacnih AgNOR-a
(MAXAGPOJ) kod proliferativnog, hiperplasticnog i malignog endometrija.
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Broj pojedinacnog AgNOR-a (fablica 28) statisticki znacajno razlikuje proliferativni 1

hiperplasti¢cni endometrij bez atipija u odnosu na sve stupnjeve diferenciranosti

karcinoma endometrija (p<0,05). Statisticki nema znacajne razlike izmedu hiperplazije

sa 1 bez atipije, kao ni izmedu atipi¢ne hiperplazije i dobro diferenciranog karcinoma,

odnosno izmedu srednje i slabo diferenciranog adenokarcinoma (p>0,05).

Tablica 28. Razlike u broju pojedinacnog AGNOR-a (BRAGPOJ)) kod proliferativnog,

hiperplasticnog i malignog endometrija. (originalni ispis)

Multiple Comparisons p values (2-tailed); BRAGPOJ (Za AgNOR)
Independent (grouping) variable: DG

Kruskal-Walllis test: H ( 6, N=3944) =531,0833 p =0,000
Include condition: v28>0

proliferacija  |0,000000 0,000000

Depend.: adeno | | adeno Il | adeno Il HA HC HS proliferacija

BRAGPOJ |R:2030,3|R:2517,0|R:2736,9 |R:1890,2|R:1796,7 |R:1609,4| R:1605,1

adeno | 0,000000 0,000000 0,866253/0,008122 0,000000 0,000000
adeno | 0,000000 0,073658 0,000000 0,000000/ 0,000000 0,000000
adeno Il 0,000000 0,073658 0,000000/0,000000/ 0,000000 0,000000
HA 0,866253 0,000000 0,000000 1,000000 0,000329 0,000713
HC 0,008122 0,000000 0,000000/1,000000 0,052810 0,076833
HS 0,000000 0,000000/ 0,000000/0,000329 0,052810 1,000000

0,000000 0,000713 0,076833/1,000000

Legenda: BRAGPOIJ-broj pojedinacnog AgNOR-a, adeno-adenocarcinoma endometrii, HA-
hyperplasia complex atypica, HC-hyperplasia complex, HS-hyperplasia simplex.

Po ukupnoj povrSini pojedinaénih AgNOR-a (SUMAGPOJ) statisti¢ki se znacajno

razlikuju (p<0,05), pojedini tipovi hiperplazija (HA, HC, HS) i proliferacija ( tablica

29).

Tablica 29. Razlike vrijednosti zbroja ukupne povrsine pojedinacnih AGNOR-a

(SUMAGPOJ)) kod proliferativnog,

endometrija. (originalni ispis)

hiperplasticnog i

Multiple Comparisons p values (2-tailed); SUMAGPOJ (Za AQNOR)
Independent (grouping) variable: DG

Kruskal-Wallis test: H ( 6, N=3944) =470,3333 p =0,000
Include condition: v28>0

proliferacija

Depend.: adeno | | adeno Il | adeno Il HA HC HS proliferacija

SUMAGPOJ [R:1691,5|R:1727,4| R:1939,1 |[R:1801,8|R:1526,5|R:2308,6| R:2713,8

adeno | 1,000000/ 0,014073/1,000000 0,255178 0,000000 0,000000
adeno I 1,000000 0,104000 1,000000 0,071909 0,000000 0,000000
adeno Il 0,014073 0,104000 1,000000 0,000000 0,000002 0,000000
HA 1,000000 1,000000 1,000000 0,000870/0,000000 0,000000
HC 0,255178 0,071909 0,000000 0,000870 0,000000 0,000000
HS 0,000000/0,000000 0,000002 0,000000 0,000000 0,000000

0,000000 0,000000/ 0,000000 0,000000 0,000000 0,000000

malignog

Legenda: SUMAGPOJ-ukupna povrsina pojedinacnih AgNOR-a, adeno-adenocarcinoma
endometrii, HA-hyperplasia complex atypica, HC-hyperplasia complex, HS-hyperplasia

simplex.
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Pojedinacni AgNOR-i statisticki se znacajno razlikuju po prosjecnoj (tablica 30),
minimalnoj (fablica 31) i maksimalnoj povrSini (tablica 32) s obzirom na proliferaciju i
hiperplazije sa i bez atipije medusobno, kao i u odnosu na adenokarcinom endometrija

razli¢itih stupnjeva diferenciranosti (p<0,05).

Tablica 30. Razlike vrijednosti prosjecne povrsine pojedinacnih AGNOR-a
(PROSAGPO) kod proliferativnog, hiperplasticnog i malignog
endometrija. (originalni ispis)

Multiple Comparisons p values (2-tailed); PROSAGPO (Za AgNOR)

Independent (grouping) variable: DG

Kruskal-Walllis test: H ( 6, N=3944) =1278,742 p =0,000
Include condition: v28>0

Depend.: adeno | | adeno Il | adeno Il HA HC HS proliferacija

PROSAGPO [|R:1674,7 | R:1184,5| R:1143,2 |R:1933,5|R:1717,2|R:2648,8| R:3029,0

adeno | 0,000000 0,000000 0,003431 1,000000 0,000000 0,000000
adeno I 0,000000 1,000000/0,000000 0,000000 0,000000 0,000000
adeno Il 0,000000 1,000000 0,000000 0,000000/0,000000 0,000000
HA 0,003431/0,000000 0,000000 0,026986 0,000000 0,000000
HC 1,000000/ 0,000000 0,000000 0,026986 0,000000 0,000000
HS 0,000000 0,000000| 0,000000 0,000000 0,000000 0,000000

proliferacija  |0,000000 0,000000 0,000000 0,000000/0,000000 0,000000

Legenda: PROSAGPO-prosjecna povrsina pojedinaénog AgNOR-a, adeno-adenocarcinoma
endometrii, HA-hyperplasia complex atypica, HC-hyperplasia complex, HS-
hyperplasia simplex.

Tablica 31. Razlike vrijednosti najmanje povrsine pojedinacnih AGNOR-a
(MINAGPOJ) kod proliferativnog,  hiperplasticnog i  malignog
endometrija. (originalni ispis)

Multiple Comparisons p values (2-tailed); MINAGPOJ (Za AgNOR)

Independent (grouping) variable: DG

Kruskal-Wallis test: H ( 6, N=3944) =1271,313 p =0,000
Include condition: v28>0

Depend.: adeno | | adeno Il | adeno Il HA HC HS proliferacija

MINAGPOJ |R:1670,2|R:1174,5| R:1122,3 |R:1956,9|R:1742,2|R:2651,1| R:3005,4

adeno | 0,000000 0,000000 0,000624 1,000000 0,000000 0,000000
adeno I 0,000000 1,000000/0,000000 0,000000 0,000000 0,000000
adeno Il 0,000000 1,000000 0,000000/0,000000 0,000000 0,000000
HA 0,0006240,000000 0,000000 0,029317 0,000000 0,000000
HC 1,000000/ 0,000000 0,000000 0,029317 0,000000 0,000000
HS 0,000000 0,000000/ 0,000000 0,000000 0,000000 0,000001

proliferacija  |0,000000/ 0,000000/ 0,000000 0,000000 0,000000 0,000001
Legenda: MINAGPOJ-najmanja povrsina pojedinacnog AgNOR-a, adeno-adenocarcinoma
endometrii, HA-hyperplasia complex atypica, HC-hyperplasia complex, HS-hyperplasia
simplex.
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Tablica 32. Razlike vrijednostii  najvece povrSine pojedinacnih  AGNOR-a
(MAXAGPOJ) kod proliferativnog,  hiperplasticnog i malignog
endometrija. (originalni ispis)

Multiple Comparisons p values (2-tailed); MAXAGPOJ (Za AgNOR)

Independent (grouping) variable: DG

Kruskal-Walllis test: H ( 6, N=3944) =1077,871 p =0,000
Include condition: v28>0

Depend.: adeno | | adeno Il | adeno Il HA HC HS proliferacija

MAXAGPOJ |R:1686,5|R:1254,5| R:1277,6 |R:1928,9|R:1689,3|R:2586,5| R:2970,3

adeno | 0,000000 0,000000 0,008695 1,000000 0,000000 0,000000
adeno | 0,000000 1,000000 0,000000/ 0,000000 0,000000 0,000000
adeno Il 0,000000 1,000000 0,000000/0,000000/ 0,000000 0,000000
HA 0,008695 0,000000' 0,000000 0,007579 0,000000 0,000000
HC 1,000000 0,000000 0,000000 0,007579 0,000000 0,000000
HS 0,000000 0,000000/ 0,000000 0,000000 0,000000 0,000000

proliferacija  [0,000000/ 0,000000/ 0,000000 0,000000 0,000000 0,000000
Legenda: MAXAGPOJ-najvecéa povrsina pojedinaénog AgNOR-a, adeno-adenocarcinoma
endometrii, HA-hyperplasia complex atypica, HC-hyperplasia complex, HS-hyperplasia
simplex.

Tablica 33. Razlike prosjecne povrsine pojedinacnih AgNOR-a po jezgri (AGPOJ J)
kod proliferativnog, hiperplasticnog i malignog endometrija. (originalni

ispis)

Multiple Comparisons p values (2-tailed); AGPOJ_J (Za AgNOR)

Independent (grouping) variable: DG

Kruskal-Wallis test: H ( 6, N=3944) =874,1359 p =0,000

Include condition: v28>0
Depend.: adeno | |adeno Il | adeno lll HA HC HS proliferacija
AGPOJ J R:1661,5 |R:1494,2 | R:1504,2 |R:1662,1 |R:1713,2 |R:2457,5| R:3005,9
adeno | 0,357214 0,644143 1,000000 1,000000 0,00 0,00
adeno |l 0,357214 1,000000 0,392123 0,029825 0,00 0,00
adeno llI 0,644143 1,000000 0,691008 0,071596 0,00 0,00
HA 1,000000 0,392123 0,691008 1,000000 0,00 0,00
HC 1,000000 0,029825 0,071596 1,000000 0,00 0,00
HS 0,000000 0,000000/ 0,000000 0,000000/0,000000 0,00
proliferacija |0,000000 0,000000| 0,000000 0,000000 0,000000 0,00

Legenda: AGPOJ_J-prosje¢na povrsina pojedinac¢nog AgNOR-a, adeno-adenocarcinoma
endometrii, HA-hyperplasia complex atypica, HC-hyperplasia complex, HS-hyperplasia
simplex.

Udio prosjecne povrsine pojedinacnog AgNOR-a po jezgri statisticki znacajno razlikuje
proliferaciju 1 jednostavnu hiperplaziju (p<0,05), (takoder se razlikuju i medusobno)
prema slozenoj i atipi¢noj hiperplaziji te prema adenokarcinomu razli¢itog stupnja

zrelosti (tablica 33).

85



4.2.2. AgNOR nakupine

U citoloSkim uzorcima aspirata materista srednje vrijednosti broja nakupina AgNOR-a,
ukupne i1 prosje€ne povrSine AgNOR nakupina, ukljuuju¢i one s najmanjom i
najve¢om povrSinom kao i prosjeni udjel povrSine AgNOR nakupina na povrSinu
jezgre (tablica 34), primjenom analize varijance (ANOVA) pokazuju statisti¢ki znacajne
razlike s obzirom na proliferativni, hiperplasti¢ni i maligni endometrij (p<0,05).

Broj nakupina AgNOR-a 1 njihova ukupna povrSina raste s ja¢inom lezije (tablica 34).
Najmanja srednja vrijednost broja AgNOR nakupina (n=1,35+0,56) ukljuCujuéi i
najmanju srednju ukupnu povrsinu (4,01+2,10 um’) nalazi se kod proliferacije. Srednje
vrijednosti broja i ukupne povrSine povecavaju se od jednostavne (n=1,91+0,89;
4,47+2,21 um’), preko slozene (n=2,31+0,99; 4,45+2,02um’), i atipi¢ne hiperplazije
(n=2,75+1,25; 5,92+2.85 um’). Najveéa srednja vrijednost broja AgNOR nakupina
(n=2,93+1,37;, n=3,58 +£1,86;, n= 4,02+2,30) i najveée srednje vrijednosti ukupne
povriine AgNOR nakupina (7,01+3,39 um’; 9,58+5,96 um’; 13,04+9,65 um’) nalaze se
kod karcinoma sa tendencijom porasta vrijednosti obje varijable sa slabijom
diferencijacijom karcinoma (tablica 34, slika 30-31).

Srednje vrijednosti prosje¢ne povriine AgNOR nakupine su >3 um’ u proliferaciji, kao i
kod srednje i slabo diferenciranog adenokarcinoma endometrija (tablica 34, slika 32),
dok je udio povrsine AgNOR nakupina s obzirom na povrSinu pripadajuce jezgre >50%
za sve oblike hiperplasticnog endometrija (sa i bez atipije) kao i za proliferativni
endometrij (tablica 34, slika 33).

Najmanja srednja vrijednost povrsine AgNOR nakupine (tablica 34, slika 34) biljezi se
kod slozene hiperplazije (1,72+1.21 um’), a najveéa (tablica 34, slika 35) kod slabo

diferenciranog adenokarcinoma (6,48+4,63 ,umz ).
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Tablica 34. Parametri nakupina AGNOR-a (srednja vrijednost+ standardna devijacija) u citoloskim uzorcima aspirata materista

CITOLOSKI AgNOR NAKUPINA
UZORAK BROJ UKUPNA PROSJECNA PROSJECNA NAJMANJA  NAJVECA
(n) POVRSINA* POVRSINA* POVRSINA*/J POVRSINA*  POVRSINA*

AdenoCa gr.III 4,0242,30  13,04+9,65 3,70+2,75 0,274+0,250 2,1142.05 6,48+4.63
AdenoCa gr.IT 3,58 +1,86 9,58+5,96 3,04+2,25 0,324+0,294 1,94+1,81 4,98+3,37
AdenoCa gr.I 2,93+1,37 7,01+3,39 2,67+1,39 0,386+0,320 1,90+1.31 3,87+1,80
HA 2,75+1,25 5,9242.85 2,38+1,21 0,535+0,293 1,80+1,28 3,30+1,67
HC 2,31+0,99 4,45+2.,02 2,14+1,14 0,533+0,278 1,72+1.21 2,69+1,33
HS 1,91+0,89 4474221 2,53 +1,24 0,515+0,273 2,18+1,28 2,98+1,42
proliferacija 1,35+0,56 4,0142,10 3,12 +1,58 0,516+0,267 2,97+1,64 3,33+1,62

Legenda: * um’; AdenoCa gr — adenocarcinoma gradus; HA — hyperplasia complex atypica; HC — hyperplasia complex; HS — hyperplasia

simplex; J — jezgra;,

p<0,05 (ANOVA test by ranks),



Slika 30. Graficki prikaz vrijednosti broja AgNOR nakupina (BRAGNAKP) kod
proliferativnog, hiperplasticnog i malignog endometrija.
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Legenda: BRAGNAKP-broj AgNOR nakupina, adeno-adenocarcinoma endometrii,
HA-hyperplasia complex atypica, HC-hyperplasia complex, HS-hyperplasia simplex.

Slika 31. Graficki prikaz vrijednosti ukupne povrsine AgNOR nakupina (SUMAGNAI)
kod proliferativnog, hiperplasticnog i malignog endometrija.
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Legenda: SUMAGNA 1-ukupna povrSina AgNOR nakupina, adeno-adenocarcinoma
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Slika 32. Graficki prikaz vrijednosti prosjecne povrsine AgNOR nakupina (PRNEPOJ)
kod proliferativnog, hiperplasticnog i malignog endometrija.
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Legenda: PRNEPOJ-prosjecna povrSina AgNOR nakupina, adeno-adenocarcinoma
endometrii, HA-hyperplasia complex atypica, HC-hyperplasia complex, HS-
hyperplasia simplex.

Slika 33. Graficki prikaz vrijednosti prosjecne povrsine AgNOR nakupina po jezgri
(SUMAGNA2) kod proliferativnog, hiperplasticnog i malignog endometrija.
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Legenda: SUMAGNAZ2-prosjecna povrSina AgNOR nakupina po jezgri, adeno-
adenocarcinoma endometrii, HA-hyperplasia complex atypica, HC-hyperplasia complex,
HS-hyperplasia simplex.
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Slika 34. Graficki prikaz vrijednosti najmanje povrsine AgNOR nakupina (MINNEPO.J)
kod proliferativnog, hiperplasticnog i malignog endometrija.
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Legenda: MINNEPOJ-najmanja povrSina AgNOR nakupina, adeno-adenocarcinoma
endometrii, HA-hyperplasia complex atypica, HC-hyperplasia complex, HS-
hyperplasia simplex.

Slika 35. Graficki prikaz vrijednosti najvece povrsine AGQNOR nakupina (MAXNEPOJ)
kod proliferativnog, hiperplasticnog i malignog endometrija.
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Legenda: MAXNEPOIJ-najveca povrSina AgNOR nakupine, adeno-adenocarcinoma
endometrii, HA-hyperplasia complex atypica, HC-hyperplasia complex, HS-
hyperplasia simplex.
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Broj AgNOR nakupina (fablica 35) statisticki znacajno razlikuje (p<0,05),
proliferativni 1 hiperplastiéne oblike endometrija medusobno, kao i u odnosu na sve
stupnjeve diferenciranosti karcinoma endometrija. Samo se medusobno statisticki ne
razlikuju atipi¢na hiperplazija i dobro diferencirani adenokarcinom te srednje i slabo

diferencirani adenokarcinom (p>0,05).

Tablica 35. Razlike vrijednosti broja AgNOR nakupina (BRAGNAKP) kod
proliferativnog, hiperplasticnog i malignog endometrija. (originalni ispis)

Multiple Comparisons p values (2-tailed); BRAGNAKP (Za AQNOR)

Independent (grouping) variable: DG

Kruskal-Wallis test: H ( 6, N=5760) =1879,956 p =0,000

Include condition: v28>0

Depend.: adeno | |adeno Il | adeno Il HA HC HS proliferacija

BRAGNAKP |R:3428,2|R:3963,6 | R:4179,7 |R:3236,6 |R:2727,6 |R:2147,9| R:1257,7

adeno | 0,000000/ 0,000000 0,364864 0,000000 0,00 0,00
adeno I 0,000000 0,463304 0,000000 0,000000 0,00 0,00
adeno I 0,000000 0,463304 0,0000000,000000 0,00 0,00
HA 0,364864 0,000000 0,000000 0,000000 0,00 0,00
HC 0,0000000,000000 0,000000 0,000000 0,00 0,00
HS 0,000000 0,000000 0,000000 0,000000 0,000000 0,00

proliferacija |0,000000 0,000000 0,000000 0,000000 0,000000 0,00

Legenda: BRAGNAKP-broj AgNOR nakupina, adeno-adenocarcinoma endometrii, HA-
hyperplasia complex atypica, HC-hyperplasia complex, HS-hyperplasia simplex.

Varijabla ukupne povr§ine AgNOR nakupina (tablica 36), usporedivanjem dvije po
dvije skupine statisticki znacajno razlikuje proliferativni, pojedine oblike
hiperplasticnog endometrija te sve stupnjeve zrelosti adenokarcinoma endometrija
(p<0,05). Jednostavna i sloZzena hiperplazija statisticki se medusobno ne razlikuju

(>0,05).

Tablica 36. Razlike vrijednosti ukupne povrsine AGNOR nakupina (SUMAGNAI) kod
proliferativnog, hiperplasticnog i malignog endometrija. (originalni ispis)

Multiple Comparisons p values (2-tailed); SUMAGNAL (Za AgNOR)

Independent (grouping) variable: DG

Kruskal-Walllis test: H ( 6, N=5760) =1555,696 p =0,000

Include condition: v28>0

Depend.: adeno | | adeno Il | adeno Il HA HC HS proliferacija

SUMAGNA1 |R:3484,1|R:4023,7 | R:4367,1 |R:2972,6 |R:2186,1|R:2169,8| R:1858,7

adeno | 0,000000/| 0,000000/0,000000 0,000000/0,000000 0,000000
adeno I 0,000000 0,005789 0,000000 0,000000 0,000000 0,000000
adeno Il 0,000000/0,005789 0,000000/0,000000 0,000000 0,000000
HA 0,000000/0,000000 0,000000 0,000000 0,000000 0,000000
HC 0,000000/0,000000 0,000000 0,000000 1,000000 0,001087
HS 0,000000 0,000000/ 0,000000 0,000000 1,000000 0,001137

proliferacija  |0,000000/ 0,000000 0,000000 0,000000/0,001087 0,001137

Legenda: SUMAGNAIl-ukupna povrSina AgNOR nakupina, adeno-adenocarcinoma
endometrii, HA-hyperplasia complex atypica, HC-hyperplasia complex, HS-hyperplasia
simplex.
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Usporedivanjem dvije po dvije grupe, po srednjoj povrsini AgNOR nakupina (tablica
37) statisti¢ki znacajno se razlikuju proliferativni i1 hiperplasti¢ni endometrij bez atipija

(p<0,05).

Tablica 37. Razlike vrijednosti prosjecne povrsine AgNOR nakupina (PRNEPOJ) kod
proliferativnog, hiperplasticnog i malignog endometrija. (originalni ispis)

Multiple Comparisons p values (2-tailed); PRNEPOJ (Za AgNOR)

Independent (grouping) variable: DG

Kruskal-Walllis test: H ( 6, N=5760) =402,3160 p =0,000

Include condition: v28>0

Depend.: adeno | | adeno Il | adeno Il HA HC HS proliferacija

PRNEPOJ R:2975,2 |R:3102,4 | R:3532,8 |R:2556,2|R:2151,1|R:2760,8| R:3439,5

adeno | 1,000000 0,000000/0,000004 0,000000 0,092136 0,000000
adeno | 1,000000 0,000108/0,000000 0,000000/0,000510 0,002075
adeno Il 0,000000/0,000108 0,000000/0,000000 0,000000 1,000000
HA 0,0000040,000000 0,000000 0,000009 0,153048 0,000000
HC 0,000000/0,000000 0,000000 0,000009 0,000000 0,000000
HS 0,092136 0,000510 0,000000 0,153048 0,000000 0,000000

proliferacija |0,000000 0,002075 1,000000 0,000000 0,000000 0,000000

Legenda: PRNEPOJ-prosjecna povrSina AgNOR nakupina, adeno-adenocarcinoma
endometrii, HA-hyperplasia complex atypica, HC-hyperplasia complex, HS-hyperplasia
simplex.

Medusobnim usporedivanjem po dvije skupine, statisticki znaCajno se razlikuje
proliferativni i hiperplasti¢ni endometrij (sa 1 bez atipije) od adenokarcinoma razli¢itog
stupnja zrelosti (p<0,05), s obzirom na udio prosjecne povrSine AgNOR nakupina po
jezgri (tablica 38). Nema statisticki znacajne razlike (p>0,05) usporedivanjem pojedinih

tipova hiperplazija 1 proliferacije.

Tablica 38. Razlike vrijednosti udjela prosjecne povrsine AgNOR nakupina po jezgri
(SUMAGNAZ2)) kod proliferativnog, hiperplasticnog i malignog endometrija.
originalni ispis)

Multiple Comparisons p values (2-tailed); SUMAGNA2 (Za AQNOR)

Independent (grouping) variable: DG

Kruskal-Walllis test: H ( 6, N=5760) =449,7100 p =0,000
Include condition: v28>0

Depend.: adeno | | adeno Il | adeno Il HA HC HS proliferacija

SUMAGNA?2 |R:2465,6 |R:2226,2| R:2084,9 |R:3259,3|R:3269,4|R:3187,4| R:3200,8

adeno | 0,102486 0,000455/0,000000/0,000000 0,000000 0,000000
adeno | 0,102486 1,000000 0,000000/ 0,000000 0,000000 0,000000
adeno Il 0,000455 1,000000 0,000000/0,000000/ 0,000000 0,000000
HA 0,000000 0,000000/ 0,000000 1,000000 1,000000 1,000000
HC 0,000000 0,000000 0,000000 1,000000 1,000000 1,000000
HS 0,000000 0,000000 0,000000 1,000000 1,000000 1,000000

proliferacija  |0,000000 0,000000 0,000000 1,000000 1,000000 1,000000

Legenda: SUMAGNAZ2-prosje¢na povrsina AgNOR nakupina po jezgri, adeno-
adenocarcinoma endometrii, HA-hyperplasia complex atypica, HC-hyperplasia complex,
HS-hyperplasia simplex.
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Po vrijednosti najmanje povrsine AgNOR nakupine (fablica 39), usporedbom po dvije
skupine jedino postoji statisticka razlika za proliferativan endometrij i jednostavnu
hiperplaziju, kako medusobno tako i u odnosu na slozenu i atipi¢nu hiperplaziju te

karcinome razli¢itog stupnja diferenciranosti (p<0,05).

Tablica 39. Razlike vrijednosti najmanje povrsine AGNOR nakupina (MINNEPOJ)) kod

proliferativnog, hiperplasticnog i malignog endometrija. (originalni ispis)
Multiple Comparisons p values (2-tailed); MINNEPOJ (Za AgNOR)
Independent (grouping) variable: DG

Kruskal-Walllis test: H ( 6, N=5760) =567,4684 p =0,000
Include condition: v28>0

Depend.: adeno | | adeno Il | adeno Il HA HC HS proliferacija

MINNEPOJ |R:2694,1|R:2561,5| R:2663,9 |R:2522,0|R:2400,9|R:3165,3| R:4018,9

adeno | 1,000000/ 1,000000 0,686867 0,004516 0,000000 0,00
adeno I 1,000000 1,000000/1,000000 1,000000 0,000000 0,00
adeno Il 1,000000 1,000000 1,000000 0,067178 0,000000 0,00
HA 0,686867 1,000000 1,000000 1,000000 0,000000 0,00
HC 0,004516 1,000000 0,067178 1,000000 0,000000 0,00
HS 0,000000/0,000000 0,000000 0,000000/0,000000 0,00

proliferacija |0,000000/ 0,000000 0,000000 0,000000/0,000000 0,000000

Legenda: MINNEPOJ-najmanja povrSina AgNOR nakupine, adeno-adenocarcinoma
endometrii, HA-hyperplasia complex atypica, HC-hyperplasia complex, HS-hyperplasia
simplex.

Medusobnom usporedbom po dvije skupine, postoji statisticki znacajna razlika s
obzirom na najvecu povrsinu AgNOR nakupine, (tablica 40) za sve skupine (p<0,05),

osim za atipi¢nu hiperplaziju i proliferaciju (p>0,05).

Tablica 40. Razlike vrijednosti najvece povrsine AgNOR nakupina (MAXNEPOJ)) kod
proliferativnog, hiperplasticnog i malignog endometrija. (originalni ispis)

Multiple Comparisons p values (2-tailed); MAXNEPOJ (Za AgNOR)

Independent (grouping) variable: DG

Kruskal-Walllis test: H ( 6, N=5760) =983,1818 p =0,000

Include condition: v28>0

Depend.: adeno | | adeno Il | adeno Il HA HC HS proliferacija

MAXNEPOJ |R:3253,5|R:3757,7 | R:4213,3 |R:2678,8|R:1998,3|R:2352,3| R:2705,5

adeno | 0,000000/ 0,000000/0,000000 0,000000/0,000000 0,000000
adeno I 0,000000 0,000029 0,000000 0,000000 0,000000 0,000000
adeno Il 0,000000/0,000029 0,000000/0,000000 0,000000 0,000000
HA 0,000000/0,000000 0,000000 0,000000/0,000386 1,000000
HC 0,000000/0,000000 0,000000 0,000000 0,000046 0,000000
HS 0,000000 0,000000/ 0,000000 0,000386 0,000046 0,000096

proliferacija  |0,000000 0,000000 0,000000 1,000000 0,000000 0,000096

Legenda: MAXNEPOJ-najveéa povrSina AgNOR nakupine, adeno-adenocarcinoma
endometrii, HA-hyperplasia complex atypica, HC-hyperplasia complex, HS-hyperplasia
simplex.
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4.2.3. Ukupan AgNOR

Prosjecne vrijednosti ukupnog broja, ukupne povrsine, prosjecne povrSine po ukupnom
broju AgNOR-u te prosje¢ne povrSine ukupnog AgNOR-a po jezgri (tablica 41),
primjenom analize varijance (ANOVA), pokazuju statisticki znacajnu razliku s obzirom
na proliferativni, hiperplasti¢an i maligan endometrij (p<0,05).

Srednja vrijednost ukupnog broja AgNOR-a (tablica 41, slika 36) raste od proliferacije
(n=1,81+£0,80), preko jednostavne (n=2,69+0,97), slozene (n=3,34+1,21) 1 atipi¢ne
hiperplazije (n=3,78+1,53) do adenokarcinoma endometrija, s tendencijom daljnjeg
povecanja s obzirom na diferenciranost (adenoCa gr. I: n=4,33+2,38; adenoCa gr. II:
n=>5,96+3,81; adenoCa gr. IlIl: n = 7,09+5,07).

Vrijednost srednje ukupne povrSine AgNOR-a takoder raste od proliferativnog
(4,02+2,15 ,umz ) endometrija, jednostavne (5,02+2,17 ,umz), slozene (4,87+2,01 ,umz) i
atipiéne hiperplazije (6,60+2,85 wm’), da bi se gotovo udvostrugila u dobro
diferenciranom adenokarcinomu endometrija (8,02+3,33 um’) u odnosu na proliferaciju.
Vrijednosti srednje ukupne povrsine AgNOR-a su jo§ vise kod srednje (70,95+10,95
um?) i slabo (15,18+ 9,92 um?) diferenciranog adenokarcinoma endometrija (tablica 41,
slika 37).

Vrijednosti prosje¢ne povrSine AgNOR-a po ukupnom broju AgNOR-a najnize su u
slozenoj (1,62+0,89 um®) i atipi¢noj (1,94+1,03 um’) hiperplaziji (tablica 41, slika 38),
dok udio prosje¢ne povrsine ukupnog AgNOR-a na povrSinu jezgre iznosi oko 9% za
sve tipove hiperplazija, neSto je nizi za proliferativan endometrij (~8%), a u

karcinomima je >12% (tablica 41, slika 39).
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Tablica 41. Parametri ukupnog AgNOR-a (srednja vrijednosttstandardna devijacija)
u citoloskim uzorcima aspirata materista (metoda po Papanicolaou)

CITOLOSKI UKUPNI AgNOR
UZORAK BROJ UKUPNA PROSJECNA  PROSJECNA
(n) POVRSINA* POVRSINA*/n  POVRSINA/J*
AdenoCa gr.III 7,09+5,07 15,18+9,92 2,6942,16 0,17+0,055
AdenoCa gr.Il 5,96+3,81 10,95+5,72 2,37+1.96 0,140,043
AdenoCa gr.I 4334238 8,02+3,33 2,13+1,01 0,12+0,036
HA 3,78+1,53  6,60+2,85 1,94+1,03 0,09+0,029
HC 3344121  4,87+2,01 1,62+0,89 0,09+0,029
HS 2,69+0,97  5,02+2,17 2,06+1,11 0.09+0,030
Proliferacija 1,81+0,80  4,0242,15 2,48+1,49 0,080,032

p<0,05 (ANOVA by ranks); * um’; J-jezgra

Slika 36. Graficki prikaz vrijednosti ukupnog broja AgNOR-a (BRAGUKUP) kod
proliferativnog, hiperplasticnog i malignog endometrija.
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Legenda: BRAGUKUP-ukupni broj AgNOR-a, adeno-adenocarcinoma endometrii,
HA-hyperplasia complex atypica, HC-hyperplasia complex, HS-hyperplasia simplex.
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Slika 37. Graficki prikaz vrijednosti ukupne povrsine AgNOR-a (SUMAGUKU) kod
proliferativnog, hiperplasticnog i malignog endometrija.
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Legenda: SUMAGUKU-ukupna povrSina AgNOR-a, adeno-adenocarcinoma endometrii,
HA-hyperplasia complex atypica, HC-hyperplasia complex, HS-hyperplasia simplex.

Slika 38. Graficki prikaz vrijednosti prosjecne povrsine AgNOR-a po ukupnom broju
AgNOR-a (SUMAGUKUQO0) kod proliferativnog, hiperplasticnog i malignog
endometrija.
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Legenda: SUMAGUKUO-prosjecna povrsina AgNOR-a po ukupnom broju AgNOR-a,
adeno-adenocarcinoma endometrii, HA-hyperplasia complex atypica, HC-hyperplasia
complex, HS-hyperplasia simplex.
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Slika 39. Graficki prikaz vrijednosti prosjecne povrsine ukupnog AgNOR-a po jezgri
(SUMAGUKUI) kod proliferativnog,  hiperplasticnog i malignog
endometrija.
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Legenda: SUMAGUKUI-prosjetna povrsina ukupnog AgNOR-a po jezgri, adeno-
adenocarcinoma endometrii, HA-hyperplasia complex atypica, HC-hyperplasia complex,
HS-hyperplasia simplex.

Medusobnim usporedivanjem po dvije skupine statisti¢ki se znacajno razlikuju gotovo
sve skupine (p<0,05) s obzirom na ukupni broj AgNOR-a (tablica 42), i ukupnu
povrsinu AgNOR-a u jezgri (tablica 43). Srednje 1 slabo diferencirani adenokarcinom
ne pokazuje statisticki znacajne razlike po ukupnom broju AgNOR-a, a HS 1 HC po
ukupnoj povrSini AgNOR-a (p>0,05) .

Tablica 42. Razlike vrijednosti ukupnog broja AgNOR-a (BRAGUKUP)  kod

proliferativnog, hiperplasticnog i malignog endometrija. (originalni ispis)
Multiple Comparisons p values (2-tailed); BRAGUKUP (Za AgNOR)
Independent (grouping) variable: DG

Kruskal-Wallis test: H ( 6, N= 6185) =2526,447 p =0,000

Include condition: v28>0

Depend.: adeno | | adeno Il | adeno llI HA HC HS proliferacija

BRAGUKUP |R:3775,1 |R:4464,4| R:4735,7 |R:3511,4|R:3137,5|R:2366,5| R:1225,5

adeno | 0,000000| 0,000000 0,044670|0,000000 0,00 0,00
adeno I 0,000000 0,155312 0,000000 0,000000 0,00 0,00
adeno Il 0,000000 0,155312 0,000000/0,000000 0,00 0,00
HA 0,044670 0,000000| 0,000000 0,000202 0,00 0,00
HC 0,000000 0,000000 0,000000/0,000202 0,00 0,00
HS 0,000000 0,000000/ 0,000000 0,000000 0,000000 0,00

proliferacija|0,0000000,000000/ 0,000000 0,000000/0,000000 0,00
Legenda: BRAGUKUP-ukupni broj AgNOR-a, adeno-adenocarcinoma endometrii, HA-
hyperplasia complex atypica, HC-hyperplasia complex, HS-hyperplasia simplex.
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Tablica 43. Razlike vrijednosti povrSine ukupnog AgNOR-a (SUMAGUKU) kod
proliferativnog, hiperplasticnog i malignog endometrija. (originalni ispis)

Multiple Comparisons p values (2-tailed); SUMAGUKU (Za AgNOR)

Independent (grouping) variable: DG

Kruskal-Wallis test: H ( 6, N= 6185) =2591,714 p =0,000

Include condition: v28>0
Depend.: adeno | |adeno Il | adeno Il HA HC HS proliferacija
SUMAGUKU |R:3977,7 |R:4669,5 | R:5142,7 |R:3278,5|R:2270,8 |R:2356,6| R:1666,6
adeno | 0,000000 0,000000 0,00 0,000000 0,000000 0,00
adeno Il 0,00 0,000063 0,00 0,000000 0,000000 0,00
adeno I 0,00 0,000063 0,00 0,000000 0,000000 0,00
HA 0,00 0,000000| 0,000000 0,000000 0,000000 0,00
HC 0,00 0,000000| 0,000000 0,00 1,000000 0,00
HS 0,00 0,000000| 0,000000 0,00 1,000000 0,00
proliferacija 0,00 0,000000 0,000000 0,00 0,000000/0,000000

Legenda: SUMAGUKU-povr§ina  ukupnog AgNOR-a, adeno-adenokarcinoma
endometrii, HA-hyperplasia complex atypica, HC-hyperplasia complex, HS-hyperplasia
simplex.

Medusobnim usporedivanjem po dvije skupine, s obzirom na prosje¢nu vrijednost
povrSine po ukupnom broju AgNOR-a u jezgri (tablica 44), statisticki se razlikuje
sloZzena hiperplazija u odnosu na sve skupine (p<0,05), dok se proliferacija jedino ne
razlikuje u odnosu na slabo diferencirani adenokarcinom endometrija (p>0,05).
Vrijednost ukupne povrSine AgNOR-a po jezgri (fablica 45) statisticki znacajno
razlikuje sve skupine (p<0,05), osim skupina: hyperplasia simplex i hyperplasia
complex te hyperplasia simplex i hyperplasia complex atypica (p>0,05).

Tablica 44. Razlike vrijednosti prosjecne povrsine po ukupnom broju AgNOR-a
(SUMAGUKO) kod proliferativnog,  hiperplasticnog i malignog
endometrija. (originalni ispis)

Multiple Comparisons p values (2-tailed); SUMAGUKO (Za AQNOR)

Independent (grouping) variable: DG

Kruskal-Wallis test: H ( 6, N= 6185) =340,9786 p =0,000
Include condition: v28>0

Depend.: adeno | | adeno Il | adeno Il HA HC HS proliferacija

SUMAGUKO [R:3281,5|R:3139,0| R:3566,5 |R:2883,1|R:2267,7| R:3064,4| R:3578,2

adeno | 1,000000 0,063821 0,000073 0,00 0,131903 0,005647
adeno I 1,000000 0,000513 0,109206 0,00 1,000000 0,000011
adeno 1l 0,063821 0,000513 0,000000 0,00 0,000001 1,000000
HA 0,000073 0,109206 0,000000 0,00 0,488266 0,000000
HC 0,000000 0,000000 0,000000|0,000000 0,000000 0,000000
HS 0,131903 1,000000 0,000001 0,488266 0,00 0,000000

proliferacija [0,005647 0,000011 1,000000 0,000000 0,00 0,000000

Legenda: SUMAGUKO-prosje¢na povrSina AgNOR-a po ukupnom broju AgNOR-a,
adeno-adenocarcinoma endometrii, HA-hyperplasia complex atypica, HC-hyperplasia
complex, HS-hyperplasia simplex.
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Tablica 45. Razlike vrijednosti prosjecne povrsine ukupnog AgNOR-a po jezgri
(SUMAGUKUI) kod proliferativnog, hiperplasticnog i malignog
endometrija. (originalni ispis)

Multiple Comparisons p values (2-tailed); SUMAGUK1 (Za AQNOR)

Independent (grouping) variable: DG

Kruskal-Wallis test: H ( 6, N= 6185) =2130,661 p =0,000
Include condition: v28>0

Depend.: adeno | | adeno Il |adeno Il HA HC HS proliferacija

SUMAGUK1 |R:4065,8|R:4513,3| R:5087,0 |R:2614,8 |R:2339,0 | R:2479,2| R:2058,8

adeno | 0,000019 0,000000 0,000000 0,000000 0,000000 0,000000
adeno Il 0,000019 0,000000/0,000000 0,000000 0,000000 0,000000
adeno I 0,000000 0,000000 0,000000 0,000000/0,000000 0,000000
HA 0,000000 0,000000/ 0,000000 0,022956 1,000000 0,000000
HC 0,000000 0,000000 0,000000 0,022956 1,000000 0,009591
HS 0,000000 0,000000 0,000000 1,000000 1,000000 0,000000

proliferacija|0,0000000,000000/ 0,000000 0,000000 0,009591 0,000000
Legenda: SUMAGUKUI-prosjetna povrsina ukupnog AgNOR-a po jezgri, adeno-
adenocarcinoma endometrii, HA-hyperplasia complex atypica, HC-hyperplasia complex,
HS-hyperplasia simplex.

4.2.4. Raspodjela AgNOR-a prema velicini povrsine

Prema velicini povrSine, AgNOR je podijeljen na dva nacina:
na 5 podskupina prema Mahovli¢ i sur.,*"

na 3 podskupine prema Vrdoljak-Mozeti&.'*

4.2.4.1. Raspodjela AgNOR-a na 5 podskupina

Ucestalost 5 podskupina AgNOR-a u citoloskim uzorcima aspirata materiSta prema
dijagnozama prikazana je na slici 40 1 u tablici 46.

Izmjerene povrSine AgNOR-a (sitan, mali, srednji, veliki, izrazito veliki), znacajno se
razlikuju (p<0,05) u proliferativnom, hiperplasticnom (bez i s atipijom) i malignom
endometriju (x°=2820,628, df=24).

U skupini adenokarcinoma razli¢itog stupnja zrelosti, sitni (adenoCa: gr. I — 24,29%,
gr. Il — 35,97%, gr. 11l — 39,66%) 1 izrazito veliki AgNOR-i (adenoCa: gr. I — 9,50%,
gr. II — 12,31%, gr. IIl — 16,81%) javljaju se ceS¢e nego kod hiperplasticnog
endometrija (sitan: HA — 15,03%, HC — 21,61%, HS — 5,87%;, izrazito veliki: HA —
6,44%, HC — 4,00%, HS — 6,32%). U proliferativnom endometriju stopa izrazito velikog
AgNOR-a (11,93%) veCa je nego kod hiperplazija 1 dobro diferenciranog
adenokarcinoma endometrija (slika 40, tablica 46). Medusobnim usporedivanjem
pojedinih dijagnoza s obzirom na raspodjelu 5 podskupina AgNOR-a (Scheffe test),

postoji statisticki znacajna razlika medu svima skupinama (p<0,05), osim za skupine
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atipi¢na hiperplazija i dobro diferencirani adenokarcinom te srednje i slabo diferencirani

adenokarcinom endometrija (p>0,05).

Slika 40. Raspodjela AgNOR-a po velic¢ini povrsine na 5 podskupina u citoloskim
uzorcima proliferativnog, hiperplasticnog i malignog endometrija

(aspirat materista)
100% -
AgNOR
90% | (um?)
80% |
m>4
70% |
60% | m2.5-3.99
50% |
m1.5-2.49
40% |
30% | 0.50-1.49
o/ |
20% m<0.50
10% |
0% -
1 2 3 4 5 6 7

Legenda: 1- adenocarcinoma gr.I, 2-adenocarcinoma gr.Il, 3-adenocarcinoma gr.IlI, 4-
hyperplasia complex atypica, 5-hyperplasia complex, 6-hyperplasia simplex, 7-proliferacija
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Tablica 46. Raspodjela AgNOR-a prema velicini (5 podskupina) u citoloskim uzorcima proliferativnog, hiperplasticnog i malignog

endometrija.

Citoloska VELICINA POVRSINE AgNOR-a (um®)

dijagnoza <0,5 %  0,5-1,49 % 1,5-2,49 % 2,5-399 % >4 % Ukupno %
adenoCa IIl 1505 39,66 682 17,97 517 13,62 453 11,94 638 16,81 3795 100,00
adenoCall 1464 35,97 914 22,46 666 16,36 525 12,90 501 12,31 4070 100,00
adenoCa I 919 24,29 992 26,22 816 21,57 697 18,42 359 9,50 3783 100,00
HA 450 1503 1110 37,06 782 26,11 460 15,36 193 6,44 2995 100,00
HC 623 21,61 1179 40,80 628 21,78 338 11,72 115 4,00 2883 100,00
HS 144 5,87 1078 43,95 707 28,82 369 15,04 155 6,32 2453 100,00
proliferacija 88 4,54 656 33,87 542 27,98 420 21,68 231 11,93 1937 100,00
Ukupno 5193 2370 6611 30,17 4658 2125 3262 14,88 2192 10,00 21916 100,00

Legenda: adenoCa — adenocarcinoma; HA — hyperplasia complex atypica; HC — hyperplasia complex;, HS — hyperplasia simplex,
¥'=2820,628; df=24, p<0,05
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4.2.4.2. Raspodjela AgNOR-a na 3 podskupine

Sli¢no je 1 ukoliko se analizira ucestalost pojave 3 podskupine (mali, srednji, veliki) s
obzirom na veli¢inu povrSine AgNOR-a (slika 41, tablica 47) u citoloskim uzorcima
proliferativnog, hiperplasti¢nog i malignog endometrija (x°=2243,171; df=12; p<0,05).

U skupini adenokarcinoma razli¢itog stupnja zrelosti, mali AGNOR-i (adenoCa: gr. I —
24,29%, gr. 11 — 35,97%, gr. Il — 39,66%) 1 izrazito veliki AgNOR-1 (adenoCa: gr. I —
13,48%, gr. Il — 15,58%, gr. 11l — 20,24%) javljaju se ceS¢e nego kod hiperplastiénog
endometrija (mali: HA-15,02%, HC-21,61%, HS 5,87%, izrazito veliki: HA-10,22%,
HC-6,38%, HS-9,52%). U proliferativnom endometriju stopa izrazito velikog AgNOR-a
(16,16%) veéa je nego kod hiperplazija (slika 41, tablica 47).

Medusobnim usporedivanjem skupina (dijagnoza) s obzirom na 3 veli¢ine povrSina
AgNOR-a (Scheffe test), postoji statisticki znaCajna razlika (p<0,05) izmedu svih
skupina, osim za skupine slozena hiperplazija i dobro diferencirani adenokarcinom, te

srednje i slabo diferencirani adenokarcinom endometrija (p>0,05).

Slika 41. Raspodjela AgNOR-a po velicini povrsine na 3 podskupine u citoloskim
uzorcima proliferativnog, hiperplasticnog i malignog endometrija
(aspirat materista)

100% -
90% -_I-_._-I_'-_-_-_\
80% |

70% |

AgNOR
(um?®)

m>=3,5

60% -|
50% -|
0,5 - 3,499
40%
30% -| m<0,5
20% |

10% |

0%
adenoCa | adenoCa Il adenoCa ll HA HC HA proliferacija

Legenda: adenoCa-adenocarcinoma endometrii, HA-hyperplasia complex atypica, HC-
hyperplasia complex, HS-hyperplasia simplex.

102



Tablica 47. Raspodjela AgNORa prema velicini (3 podskupine) u citoloskim uzorcima
proliferativnog, hiperplasticnog i malignog endometrija.

Veli¢ina povrsine AgNORa (um2)

<0,50 0,50 — 3,49 23,5 Ukupno

Citoloska

dijagnoza N % N % N % N %
adenoCa Ill 1505 39,65 1522 40,11 768 20,24 3795 100,00
adenoCa II 1464 35,97 1972 48,45 634 15,58 4070 100,00
adenoCa I 919 24,29 2354 62,23 510 13,48 3783 100,00
HA 450 15,02 2239 74,76 306 10,22 2995 100,00
HC 623 21,61 2076 72,01 184 6,38 2883 100,.00
HS 144 5,87 2074 84,55 235 9,58 2453 100,00
proliferacija 88 4,54 1536 79,30 313 16,16 1937 100,00
ukupno 5193 23,70 13773 62,84 2950 13,46 21916 100,00

Legenda: adenoCa-adenocarcinoma endometrii,
hyperplasia complex, HS-hyperplasia simplex.

X’ =2243,171; df=12; p<0,05

HA-hyperplasia complex atypica,

HC-
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4.2.5. Raspodjela broja AgNOR-a po dijagnozama

Broj AgNOR-a u jezgri (slika 42, tablica 48), znaCajno se razlikuje u proliferativnom,
hiperplastiénom i malignom endometriju (p<0,05).

S obzirom na raspodjelu broja AgNOR-a, jedan AgNOR u jezgri najcesce je prisutan u
proliferaciji (40,37%), po dva u proliferaciji (41,59%) i jednostavnoj hiperplaziji
(37,14%), tr1 (>30%,) se najcesCe nalaze u jednostavnoj (36,98%), slozenoj (35,76%) 1
atipicnoj hiperplaziji (30,57%), dok su Cetiri AgNOR-a podjednako zastupljena (>20%,)
u hiperplazijama sa 1 bez atipije. Pet 1 viSe AgNOR-a najces¢i je nalaz kod
adenokarcinoma (gr. I — 33,33%, gr. Il — 56,66%, gr. Il — 64,56%). Medusobnim
usporedivanjem skupina (dijagnoza) postoji statisticki znacajna razlika uz primjenu
Yaetsove korekcije (p<0,05) za sve skupine, osim za srednje i1 slabo diferencirani

adenokarcinom endometrija (p>0,05).

Slika 42. Raspodjela broja AgNOR-a (1,2,3,4,>5) u citoloskim uzorcima proliferativnog
hiperplasticnog i malignog endometrija (aspirat materista)

100% —

70%

60% |

50%

40%

30%

20%

90%
80%
10%

0% T T T
adenoCa Il adenoCall adenoCal HA HC HS proliferacija

Legenda: adenoCA-adenocarcinoma endometrii, HA-hyperplasia complex atypica,
HC-hyperplasia complex, HS-hyperplasia simplex.
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Tablica 48. Raspodjela broja AgNOR-a u jezgri u citoloskim uzorcima proliferativnog, hiperplasticnog i malignog endometrija.

BROJ AgNOR-a (1,2,3,4,>25) U JEZGRI/postotak

CitoloSka

dijagnoza 1 % 2 % 3 % 4 % >5 % Ukupno %
adenoCa III 3 0,53 39 6,84 79 13,86 81 14,21 368 64,56 570 100,00
adenoCa II 2 0,29 69 10,10 110 16,11 115 16,84 387 56,66 683 100,00
adenoCa I 7 0,80 134 15,35 235 26,92 206 23,60 291 33,33 873 100,00
HA 10 1,17 158 18,44 262 30,57 200 23,34 227 26,49 857 100,00
HC 24 2,57 210 22,48 334 35,76 222 23,77 144 15,42 934 100,00
HS 98 8,18 445 37,14 443 36,98 159 13,27 53 4,42 1198 100,00
proliferacija 432 40,37 445 41,59 166 15,51 24 2,24 3 0,28 1070 100,00
UKkupno 576 9,31 1500 24,25 1629 26,34 1007 16,28 1473 23,82 6185 100,00

Legenda: adenoCa — adenocarcinoma endometrii; HA — hyperplasia complex atypica;, HC — hyperplasia complex; HS — hyperplasia simplex;

'=3406,12; df=24; p<0,05
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4.3. DNK analiza

Distribucija DNK sadrzaja izrazena u vidu IOD vrijednosti u citoloskim uzorcima

aspirata endometrija prema patohistoloskim dijagnozama prikazana je na slici 43 i

statisticki je znacajna (p<0,05).

Slika 43. Graficki prikaz vrijednosti integriranog optickog denziteta (IOD) kod
proliferativnog, hiperplasticnog i malignog endometrija.

Variable: 10D
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T Non-Outlier Range
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A Extremes

Legenda: 10D-integrirani opticki denzitet, 1-adenocarcinoma gr.I, 2-adenocarcinoma
gr.Il, 3-adenocarcinoma gr. III, 4-hyperplasia complex atypica, 5-hyperplasia complex,

6-hyperplasia simplex, 7-proliferacija

Srednje vrijednosti IOD-a, rastu od jednostavne (11,74+3,99), slozene (12,45+5,71) i

atipi¢ne hiperplazije (13,77+3,80), do adenokarcinoma endometrija (gr. I — 17,04+8,44;
gr. I — 18,07+6,50; gr. 11l — 27,13+19,60). U proliferaciji je srednja vrijednost IOD-a

nesto visa (13,29+4,42), nego kod hiperplazija bez atipija. Medusobnim usporedivanjem

razlikuju (p<0,05) se sve skupine (dijagnoze), osim atipi¢ne hiperplazije i proliferacije

(p>0,05).
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4.3.1. DNK analiza histograma

Na citoloSkim uzorcima aspirata iz materiSta klasificirane prema patohistoloskim
dijagnozama, vrijednosti DNK indeksa (DI) su prikazane na slici 44 1 u tablici 49.
Analizom varijance (ANOVA by ranks) postoji statisticki znacajna razlika (p<0.05) za
proliferativan, hiperplastican i maligan endometrij. Ve¢inom se nalaze diploidne
(proliferacija, HC, HA, adenoCa gr. 1) 1 hiperdiploidne populacije stanica (HS, adenoCa
gr. Il 1 adenoCa gr. IIl). Medutim, medusobnim usporedivanjem skupina, nema

statisticki znacajne razlike (p>0.05), s obzirom na pojedine dijagnoze (tablica 50).

Slika 44. Vrijednosti DNK indeksa (DI) s obzirom na dijagnozu

Boxplot by Group
Variable: DI
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Legenda: DI-DNK indeks, adeno-adenokarcinoma endometrii, HA-hyperplasia
complex atypica, HC-hyperplasia complex, HS-hyperplasia simplex.
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Tablica 49. DNK analiza histograma (srednja vrijednost+ standardna devijacija) u citoloskim uzorcima aspirata materista

CITOLOSKI DNK ANALIZA HISTOGRAMA
UZORAK DI 2N P-4N 4N >4N >5N >9N S-FAZA S-FAZA S-FAZA
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (van Vellthoven; %) (Cornelisse,’%o) ~ (2,5¢-3,5; %)
AdenoCa III 1,32+0,35 20,15£9.16  52,36+15,39  0,63+0,65 10,89+6,30 4,97+4,10 0,25+0,41 18,69+ 8,19 24,68+t15,46 21,14+ 8,41
AdenoCa Il  1,21+0,14 14,45£3.72 58,19+ 7,63  0,71+0,86 6,38£3,66  1,23£1,46  0,00+£0,00 21,78+6,05 25,68«11,14 26,89+11,15
AdenoCal 1,07£0,13 14,04+£5.66 56,84+14,06  0,52+0,58 3,69+£2,03  0,85+£0,94 0,00+£0,00 23,65+9,13 26,83+11,86 28,09+ 9,44
HA 1,03+0,14 11,15+1.72 63,66+ 8,32  0,93%+1,78 2,64+£2,37  0,55+0,95 0,00£0,00 31,31+£7,27 33,51£20,98 31,69+12,56
HC 1,08+0,17 10,35+4.11 58,61£12,34  1,02+1,.64 1,61£1,55 0,62+0,82 0,07+£0,25 29,65+£9,80 24,33£17,13  29,14+12,30
HS 1,16+0,13 10,73£3.02  48,37+12,20  0,08+0,27 0,59+0,94 0,15+£0,37 0,00+£0,00 30,54+8,91 12,86+ 9,07 19,96+ 7,66
proliferacija 1,06+0,14 11,92+3.98 56,58+ 7,92  0,16+0,55 1,21£2,80  0,15£0,36  0,00+£0,00 36,77£11,27 19,64+17,31 22,16+14,73
p 0,02 0,02 0,09 0,07 0,00 0,00 0,01 0,00 0,05 0,13

Legenda: DI — DNK indeks,; 2N — postotak stanica u vrsku («peak»-u) istrazivanih stanica, P-4N — postotak stanica od vrska (2N-«peak»)
do vrijednosti 4N; >4N — postotak stanica veci od diploidnog; >5N — postotak stanica veci od sadrzaja 5c; >9N — postotak stanica veci od
tetraploidnog; p-statisticka znacajnost
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Tablica 50. Razlike vrijednosti DNK indeksa (DI) kod proliferativnog, hiperplasticnog i
malignog endometrija. (originalni ispis)

Multiple Comparisons p values (2-tailed); DI (analiza histograma zajednc

Independent (grouping) variable: dg

Kruskal-Wallis test: H ( 6, N= 80) =15,16676 p =,0190
Depend.: 1 2 3 4 5 6 7
DI R:33,500 |R:54,250 |R:54,600 | R:25,650 | R:35,808 |R:47,769 | R:33,875
1 0,7776, 0,7130 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000
2 0,7776 1,0000 0,1244 1,0000 1,0000 0,8522
3 0,7130  1,0000 0,1122, 1,0000 1,0000 0,7824
4 1,0000 0,1244) 0,1122 1,0000 0,4964 1,0000
5 1,0000 11,0000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000
6 1,0000 11,0000 1,0000 0,4964 1,0000 1,0000
7 1,0000 10,8522/ 0,7824 1,0000 1,0000 1,0000

Legenda: DI-DNK indeks, 1-adenokarcinoma gr.I, 2-adenocarcinoma gr.II, 3-adenocarcinoma
gr. III, 4- hyperplasia complex atypica, 5-hyperplasia complex, 6-hyperplasia simplex, 7-
proliferacija

. . . . 1 . .
S obzirom na S-fazu (izrazeno prema van Velthovenu i sur.,'” prema Cornelisse-u i
146

sur.  te prema rasponu vrijednosti od 2,5¢ do 3,5c postoji statisticki znacajna razlika
(ANOVA p<0.05) za proliferativni, hiperplasti¢ni 1 maligni endometrij (tablica 49, slika
45-47). Medusobnim usporedivanjem grupa, samo se prema van Velthoven-u i sur.'”
(tablica 51) razlikuje proliferacija u odnosu na srednje i slabo diferencirani
adenokarcinom endometrija (p<0.05), dok medusobnim usporedivanjem skupina prema
Cornelisse-u i sur.,'*® odnosno izrazavanjem S-faze na temelju vrijednosti od 2,5¢ do
3,5¢ nema statisti¢ki znacajne razlike (p>0.05).

Slika 45. Srednje vrijednosti S-faze prema van Velthoven-u i sur.'”

Boxplot by Group
Variable: posto_vanV
60

5] g

|
4‘

|
j——i

posto_vanV
w
o
4‘
o
o
Lo
|
o

n
o

- - O Median
adeno | adeno IlI HC proliferacija [ 25%-75%

adeno Il HA HS T Min-Max
dg

Legenda: posto_vanV-postotak S-faze prema Velthoven-u i sur., adeno-
adenocarcinoma endometrii, HA-hyperplasia complex atypica, HC-hyperplasia
complex, HS-hyperplasia simplex.
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Slika 46. Srednje vrijednosti S-faze prema Cornelisse-u i sur."*°
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Legenda: Sposto_Cor-postotak S-faze prema Cornelisse-u i sur., adeno-adenocarcinoma
endometrii, HA-hyperplasia complex atypica, HC-hyperplasia complex, HS-hyperplasia
simplex.

Slika 47. Srednje vrijednosti S-faze (raspon 2,5¢ - 3,5¢)

Boxplot by Group
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Legenda: posto_Sod c-postotak stanica u rasponu od 2,5¢ do 3,5¢, adeno-
adenocarcinoma endometrii, HA-hyperplasia complex atypica, HC-hyperplasia
complex, HS-hyperplasia simplex.
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Tablica 51. Razlike S-faze prema van Velthoven-u i sur.'” (posto vanV), u

proliferativnom hiperplasticnom i malignom endometriju. (originalni ispis)

Multiple Comparisons p values (2-tailed); posto_vanV (analiza histograma zajedr|
Independent (grouping) variable: dg

Kruskal-Wallis test: H ( 6, N= 80) =24,77858 p =,0004 Legenda:
Depend.: 1 2 3 4 5 6 7 Posto_vanV-S-faza
posto_vanV|R:30,167 | R:25,500 R:20,600 R:51,400|R:43,962 | R:49,077 |R:57,792| | prema van Velthoven-
1 1,00000 1,0000 0,6896 1,0000 0,8835 0,0754| | uisur.
2 1,0000 1,0000 0,2666 1,0000 0,3331 0,0246| | 1—adenoCA gr. 1
3 1,0000  1,0000 0,0638 0,3537 0,0751 0,0039| | 2—adenoCA gr.Il
4 0,6896 0,2666 0,0638 1,0000 1,0000 1,0000| | 3 —adenoCA gr.IIl
5 1,0000 1,0000 0,3537 1,0000 1,0000 1,0000| | 4-HA
6 0,8835 0,3331 0,0751 1,0000 1,0000 1,0000| | 5-HC
7 0,0754 0,0246 0,0039 1,0000 1,0000 1,0000 6—HS

7 - proliferacija

Srednja vrijednost postotka stanica u vrsku («peak») histograma, raste od hiperplazija
bez atipija (HS 10,73+3,02; HC 10,35+4,11) preko atipi¢ne hiperplazije (HA
11,15+1,72) do razliCitih stupnjeva adenokarcinoma endometrija (adenoCa gr. I -
14,04+5,66,; adenoCa gr. Il - 14,45+3,72; adenoCa gr. Il - 20,15+9,16). Analizom
varijance (ANOVA), postoji statisticki znacajna razlika (tablica 49) za cjelokupno
analizirani uzorak (p<0,05). Medusobnim usporedivanjem skupina, biljezi se statisticki
znacajna razlika (tablica 52) za slabo diferencirani adenokarcinom u odnosu na atipi¢nu

(p=0,050), slozenu (p=0,007) i jednostavnu (p=0,016) hiperplaziju endometrija.

Tablica 52. Razlike udjela stanica (2N) u vrsku («peak») histograma (@2N _PEAK), u
proliferativnom hiperplasticnom i malignom endometriju. (originalni ispis)

Multiple Comparisons p values (2-tailed); @2N_PEAK (analiza histograma zajedno obnovljena
Independent (grouping) variable: dg_sifra
Kruskal-Wallis test: H ( 6, N= 80) =20,41930 p =,0023 Legenda:
@2N_PEAK | R:45,250(| R:52,000| R:62,900| R:31,300| R:27,846 | R:29,923| R:40,333 lfade_noCA or. 1
1 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 2-adenoCA gr.Il
2 1,000 1,000 0,974 0,283 0,502 1,000 S arlenefCA ]
3 1,000 1,000 0,050 0,007 0,016 0,490 4HA ’
4 1,000 0,974 0,050 1,000 1,000 1,000
5 1,000 0,283 0,007 1,000 1,000 1,000 >-HC
6 1,000 0,502 0,016 1,000 1,000 1,000 6-HS . .
7 1,000 1,000 0,490 1,000 1,000 1,000 T-proliferacija

Analizom varijance (ANOVA) nema statisticki znacajne razlike (tablica 49) u srednjim
vrijednostima postotka stanica od vrSka histograma (2N) do vrijednosti 4N (P-4N), kao
ni u 4N (p>0,05). Takoder se ni medusobnim testiranjem grupa ne nalazi statisticki
znacajna razlika (p>0.05), osim za atipicnu i jednostavnu hiperplaziju (p<0,05), s

obzirom na postotak stanica u P-4N (tablica 53).
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Tablica 53. Razlike udjela stanica od vrska histograma (2N) do 4N (POSTO _P4), u
proliferativnom, hiperplasticnom i malignom endometriju. (originalni ispis)

Multiple Comparisons p values (2-tailed); POSTO_P4 (analiza histograma zajedno obnovljenal
Independent (grouping) variable: dg_sifra
Kruskal-Wallis test: H ( 6, N=80) =11,09178 p =,0856 Legenda:
Depend.: 1 2 g 4 5 6 7 POSTO_P4-%2N-4N
POSTO_P4 | R:42,202| R:42,650 | R:36,800| R:55,300  R:45,692| R:24,808| R:39.042|| |_adenoCA gr. I
1 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000\ 2_adenoCA gr.Il
2 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 3—adenoCA gr.Ill
3 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 4-HA
4 1,000 1,000 1,000 1,000 0,038 1,000 5-HC
5 1,000 1,000 1,000 1,000 0,461 1,000 6-HS
6 1,000 1,000 1,000 0,038 0,461 1,000 . ..
7 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 7 - proliferacija

Aneuploidne populacije stanica (>4N, >5N, >9N) nalaze se kod svih citoloSkih uzoraka
(tablica 49), $to je i statisticki znacajno (ANOVA, p<0,05). Srednje vrijednosti udjela
populacija stanica >4N, >5N, >9N, rastu od hiperplasticnog endometrija bez atipija,
preko atipi¢ne hiperplazije do adenokarcinoma endometrija razli¢itog stupnja zrelosti. U
proliferaciji srednja vrijednost postotka stanica >4N (1,2/+2,80) veca je nego kod
jednostavne hiperplazije (0,59+0,94), dok su srednje vrijednosti >5N jednake kako za
proliferaciju (0,15+0,36) tako 1 za jednostavnu hiperplaziju (0,15+0,37). Aneuploidna
populacija stanica >9N, nalazi se samo u slabo diferenciranom adenokarcinomu
endometrija (0,25+0,41) i u slozenoj hiperplaziji (0,07+0,25).

Medusobnim usporedivanjem skupina, za parametar >4N postoji statisticki znacajna
razlika (p<0,05) za proliferaciju i srednje odnosno slabo diferencirani adenokarcinom,
zatim za jednostavnu hiperplaziju u odnosu na dobro, srednje i slabo diferencirani
adenokarcinom, kao i za slozenu hiperplaziju prema slabo diferenciranom karcinomu
(tablica 54).

S obzirom na parametar >5N, medusobnim usporedivanjem skupina (tablica 55),
postoji statisticki znaCajna razlika za slijedee skupine: proliferacija 1 slabo
diferencirani adenokarcinom, jednostavna hiperplazija 1 slabo diferencirani
adenokarcinom, te atipicna hiperplazija 1 slabo diferencirani adenokarcinom
endometrija (p<0.05).

Medusobnim usporedivanjem skupina, za parametar >9N, nema statisticki znacajne

razlike za pojedine skupine dijagnoza (p>0,05).
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Tablica 54. Razlike udjela stanica >4N (POSTO VE), u proliferativnom,
hiperplasticnom i malignom endometriju. (originalni ispis)

Multiple Comparisons p values (2-tailed); POSTO_VE (analiza histograma zajedno obnovljenal
Independent (grouping) variable: dg_sifra
Kruskal-Wallis test: H (6, N= 80) =38,55994 p =,0000 Legenda:
Depend.: i 2 3 4 S 6 7 POSTO VE ->4N
POSTO_VE | R:50,333| R:58,900 | R:66,500 | R:39,950| R:32,038 | R:21,385| R:24,000 | _ ,4or0CA ol
1 1,000 1,000 1,000 1,000 0,039 0,114
2 1,000 1000 1000 0126 0003 o0o0od 2 adenoCA grll
3 1,000 1,000 0223 0009 0000 000 3—adenoCA gr.llI
4 1,000 1,000 0,223 1,000 1000 1,00¢ 4—HA
5 1,000 0,126 0,009 1,000 1,000 1,004 5—HC
6 0,039 0,003 0,000 1,000 1,000 1,000 6 —HS
7 0,116 0,009 0,000 1,000 1,000 1,000 7 - proliferaciia

Tablica 55. Razlike udjela stanica >5N (POSTO V1), u proliferativnom,
hiperplasticnom i malignom endometriju. (originalni ispis)

Multiple Comparisons p values (2-tailed); POSTO_V1 (analiza histograma zajedno obnovljenal
Independent (grouping) variable: dg_sifra
Kruskal-Wallis test: H ( 6, N= 80) =27,41216 p =,0001 Legenda:
Depend.: 1 5 3 4 5 6 7 POSTO_VI ->5N
POSTO V1 | R:44,500| R:49,000| R:67,200| R:35,350| R:38,423| R:27,885| R:27,374 | — adenoCA gr. [
1 1,000 0,473 1,000 1,000 1,000 1,00( 2 —adenoCA gr.II
2 1,000 1,000 1,000 1,000 0,646 0,62y 3 —adenoCA gr.IIT
3 0,473 1,000 0,046 0,068 0,001 0,001 4 —HA
4 1,000 1,000 0,046 1,000 1,000 1,00 5_HC
5 1,000 1,000 0,068 1,000 1,000 1,00 6 — HS
6 1,000 0,646 0,001 1,000 1,000 1,00 . ..
7 1,000 0625 0001 1,000 1,000 1,000 7 - proliferacija

Prema dobivenim rezultatima (tablica 56), varijabla >4N razlikuje hiperplazije bez
atipija (simplex 1 complex) i proliferaciju od adenokarcinoma razli¢itih stupnjeva
diferenciranosti (p<0,05). Atipi¢na i jednostavna hiperplazija zna¢ajno se razlikuju po
udjelu parametra 2N od slabo diferenciranog adenokarcinoma (p<0,05), koji se takoder
znacajno razlikuje od atipi¢ne hiperplazije te jednostavne hiperplazije i proliferacije s
obzirom na stanicnu populaciju >5N (p<0,05). Osim toga, atipi¢na hiperplazija se
znacajno razlikuje od hiperplazije simpleks po postotku stanica izrazenom sa vrijednosti
P-4N (p<0,05).
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Tablica 56. Statisticki znacajne varijable histograma (medusobno usporedivanje grupa)
u citoloskim uzorcima aspirata endometrija (DNK analiza)

Parametar AdenoCa AdenoCa AdenoCa HA HC HS proliferacija

gr. 111 gr. 11 gr.l
2N 0,016 NS NS 0,016 NS
0,007 0,07
0,050 0,050
P-4N NS NS NS 0,038 NS 0,038 NS
4N NS NS NS NS NS NS NS
>4N 0,009 0,039 NS 0,039 0,009
0,009 0,009
0,009 0,000 0,009 0,000
0,000 0,000
>SN 0,001 NS NS NS 0,001
0,001 0,001
0.046 0,046
>IN NS NS NS NS NS NS NS

Legenda: AdenoCa gr.-adenocarcinoma gradus; HA-hyperplasia compex atypica; HC-hyperplasia
complex; HS-hyperplasia simplex; 2N-postotak stanica u vrsku («peak«-u) histograma; P-4N- postotak
stanica od vrska 2N do 4N; 4N-postotak stanica u 4N; >4N-postotak stanica vec¢i od 4N; >5N-postotak
stanica ve¢i od 5N; >9N-postotak stanica veci od IN.

114



4.4. Identifikacija parametara koji omoguluju razlikovanje pojedinih promjena
endometrija na citoloSkim uzorcima aspirata materista

Diskriminacijska multivarijatna analiza primjenjena je na ukupno 150 istovjetnih

uzoraka, tj. 75 obojanih po Papanicolaou-u i srebrom (AgNOR analiza) i 75 obojanih po

MGG-u 1 Feulgen-u (DNK analiza), u cilju identifikacije varijabli koje omogucuju

razlikovanje pojedinih citoloSkih dijagnoza.

4.4.1. Diskriminacijska multivarijatna analiza — morfometrija na Papanicolaou
obojanim aspiratima materista i AGNOR analiza

Multivarijatna diskriminacijska analiza primjenjena je na 7 ispitivanih grupa
(proliferacija /n=12/, hyperplasia simplex /n=13/, hyperplasia complex /n=12/,
hyperplasia complex atypica /n=10/, adenocarcinoma gr. I /n=10/, adenocarcinoma gr.
II (n=8/, adenocarcinoma gr. III /n=10/) 1 9 varijabli (povrSina, opseg, minimalni,
maksimalni polumjer, Sirina, pravilnost i izduzenost jezgre, te ukupna povrsina i ukupni
broj AgNOR-a), pri ¢emu je izdvojeno 6 kanonickih diskriminacijskih funkcija (tablica
57).

Tablica 57. Standardizirani koeficijenti kanonickih diskriminacijskih  funkcija
(omogucuju  transformaciju  standardiziranih vrijednosti promatranih
varijabli kod 7 skupina* u skorove na diskriminacijskim funkcijama)

Diskriminacijska funkcija

Varijable 1 2 3 4 5 6

Povrsina jezgre -3,581 -7,118 3,345 -1,973 0,789  -3,815
Opseg jezgre 3,909 1,169 3,110 -3,758 5,725 4,747
Min. polumjer jezgre -1,241 5,657  -5221 2,846  -4,539  -3,627
Max. polumjer jezgre 1,515 3,353 -3,887 3,130 -1,538  -3,041
Sirina jezgre -1,154  -2,035 3,769  -1,020 -1,359 5,695
Pravilnost jezgre 1,442 0,183 2,555 -0,164 2,202 1,296
Izduzenost jezgre -0,935 0,071 1,809 0,155 -1,283 1,192
Ukupna povrSina AgNOR-a 1,407  -0,224  -0,598 0,867 -0,428 0,300
Ukupni broj AgNOR-a 0,437 0,506 -0,354 0,081 0,957  -0,328
Kanonicka korelacija 0,920 0,763 0,663 0,468 0,349 0,271

*proliferacija, hyperplasia simplex, hyperplasia complex, hyperplasia complex atypica,
adenocarcinoma gr. I, adenocarcinoma gr. I, adenocarcinoma gr. III.
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Prve 4 diskriminacijske funkcije (tablica 58 - donji dio) statisticki su znacajne (p<0,05),
s visokim kumulativnim postotkom varijance (97,4%). Matrica strukture daje korelaciju
izmedu ispitivanih (originalnih) varijabli i diskriminacijskih funkcija (varijable su
poredane po rastu¢oj apsolutnoj korelaciji izmedu svake varijable i svake
diskriminacijske funkcije). Prva diskriminacijska funkcija (64% kumulativni postotak
varijance), najjace korelira s ukupnom povrSinom i brojem AgNOR-a u jezgri, te sa
morfometrijski izmjerenom Sirinom jezgre. Druga diskriminacijska funkcija posebno ne
odvaja promatrane varijabe, dok treéa diskriminacijska funkcija najjace izdvaja
minimalni polumjer jezgre, a cetvrta diskriminacijska funkcija najjade izdvaja
morfometrijske parametre jezgre: opseg, maksimalni polumjer, povrSinu te pravilnost

jezgre (tablica 58-gornji dio).

Tablica 58. Diskriminacijska analiza: matrica strukture (structure matrix) sa
korelacijom izmedu varijabli i kanonickih diskriminacijskih funkcija (gornji
dio tablice) te svojstvene vrijednosti (engl. eigenvalues) i y2 testova (donji
dio tablice) za 6 kanonickih diskriminacijskih funkcija koje razlikuju 7

promatranih skupina*

Diskriminacijska funkcija

Varijable** 1 2 3 4 5 6
Ukupna povrsina AgNOR-a 0,795 -0,175 0,186 -0,129  -0,337  -0,005
Ukupni broj AgNOR-a 0,557 0,155 0,040 -0,284 0,368 -0,172
Sirina jezgre 0,510 0,206 0,441 -0482 -0,260 0,088
Min. polumjer jezgre 0,449 0,253 0,474 -0,382  -0,265 0,056
Opseg jezgre 0,532 0,167 0,224 -0,674 -0,333  -0,243
Max. polumjer jezgre 0,503 0,176 0,223 -0,571 -0,339  -0,399
Povrsina jezgre 0,547 0,131 0,400 -0,548 -0,310 -0,218
Pravilnost jezgre -0,116 0,142 0,520 0,547 0,193 0,339
IzduZenost jezgre -0,073  -0,079 -0,307 -0,026 -0,117 -0,573
Svojstvena vrijednost 5,535 1,391 0,786 0,280 0,138 0,079
Kumulativni % varijance 67,4 84,4 93,9 97,4 99,0 100,0
x2 test 249,567 125,674 68,134 29,873 13,574 5,020
p (2(2 test) 0,000 0,003 0,000 0,039 0,193 0,285

*proliferacija, hyperplasia simplex, hyperplasia complex, hyperplasia complex atypica,
adenocarcinoma gr. I, adenocarcinoma gr. II, adenocarcinoma III;

**varijable su poredane po apsolutnoj veli¢ini korelacije unutar funkcije (najveca apsolutna
korelacija izmedu svake varijable i svake diskriminacijske funkcije)
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Tablica 59. Centroidi grupa u diskriminacijskom prostoru

CitoloSki uzorak Diskriminacijska funkcija
(grupa/dg) 1 2 3 4 5 6
proliferacija 2,431 -1,691 0,344 0,414 0,142 -0,240
HS -1,423 0,223 -1,088 -0,105 -0,573 0,013
HC -1,342 0,064 -0,440 -0,526 0,512 0,321
HA -0,812 1,110 1,667 -0,507 -0,203 -0,103
AdenoCa gr.I 0,866 1,018 0,318 1,012 0,019 0,311
AdenoCa gr.ll 2,293 1,316 -0,802 0,038 0,371 -0,532
AdenoCa gr.Ill 4,488 -1,518 0,186 -0,265 -0,152 0,103

Legenda: HS-hyperplasia simplex, HC-hyperplasia complex, HA-hyperplasia complex

atypica, AdenoCa gr.-adenocarcinoma endometriodes endometrii gradus.

U tablici 59 prikazane su koordinate centroida grupa (citoloskih dijagnoza) u
diskriminacijskom prostoru. Prva diskriminacijska funkcija odvaja adenokarcinome
razli¢itih stupnjeva diferenciranosti od normalnog i hiperplasti¢cnog endometrija bez i s
atipijjom. Druga diskiminacijska funkcija odvaja srednje i1 dobro diferencirani
adenokarcinom 1 atipi¢nu hiperplaziju od hiperplazije bez atipija te slabo diferenciranog
adenokarcinoma i proliferativnog endometrija. Tre¢a diskriminacijska funkcija odvaja
atipi¢nu hiperplaziju od malignog endometrija, hiperplazije bez atipija te proliferativnog
endometrija. Dobro diferencirani adenokarcinom odvaja cetvta diskriminacijska
funkcija od hiperplasticnog endometrija sa i bez atipije te srednje i slabo diferenciranog
adenokarcinoma kao i od proliferacije.

Multivarijatnom diskriminacijskom analizom (tablica 60), karcinom endometrija
predvida se i u svima citoloSki analiziranim uzorcima, osim u slucaju jednog dobro
diferenciranog karcinoma koji diskriminacijskom analizom daje citolosku sliku atipi¢ne
hiperplazije. Od 10 postavljenih citoloskih dijagnoza atipi¢ne hiperplazije, atipija se
predvida kod njih 8 (7 atipi¢nih hiperplazija i 1 dobro diferencirani karcinom
endometrija), dok se u dva slucaju predvida slozena hiperplazija (20%). Originalna
citoloska dijagnoza sloZene hiperplazije predvida se sa stopom od 75%, dok se kod 12
jednostavnih hiperplazija i 13 proliferacija endometrija predvida po jedna atipi¢na
hiperplazija (7,7% odnosno 8,3%).

Na temelju modela dobivenog multivarijatnom diskriminacijskom analizom ispitivanog
uzorka (7 skupina, 9 varijabli, standardno Papanicolaou bojanje, AgNOR analiza),

korektno ¢e se dijagnosticirati 77,3% postavljenih (originalnih) citoloskih dijagnoza.
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Tablica 60. Klasifikacija citoloskih nalaza aspirata materista prema rezultatima diskriminacijske analize morfometrijskih (Papanicolaou

obojani razmazi) i AgNOR parametara

PREDVIDENA CITOLOSKA DIJAGNOZA**

AdenoCa gr.IIl AdenoCa gr.Ill AdenoCa gr.l HA HC HS Proliferacija Ukupno
Dijagnoza n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
AdenoCa gr.II1 g8 80,0 1 10,0 1 10,0 0 0,0 0 00 0 0,0 0 00 10 100,0
AdenoCa gr.II 0 00 6 75,0 2 250 0 0,0 0 00 0 0,0 0 00 g8 100,0
AdenoCa gr.l 0 00 0 00 9 90,0 1 10,0 0 00 0 0,0 0 00 10 100,0
HA 0 00 0 00 1 10,0 7 70,0 2 20,0 0 0,0 0 00 10 100,0
HC 0 00 0 00 0 00 0 0,0 9 75,0 3 250 0 00 12 100,0
HS 0 00 0 00 0 0,0 1 7,7 1 7,7 10 76,9 1 7,7 13 100,0
Proliferacija 0 0,0 0 00 0 0,0 1 83 1 83 1 83 9 75,0 12 100,0

* prema patohistoloskoj dijagnozi, AdenoCa- adenocarcinoma, gr.-gradus, HA-hyperplasia complex atypica, HC-hyperplasia complex, HS-

hyperplasia simplex.

**77,3% korektno klasificirano izvornih (originalnih) dijagnoza
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4.4.2. Diskriminacijska multivarijatna analiza — morfometrija na MGG obojanim
aspiratima materista i DNK analiza

Multivarijatna diskriminacijska analiza primjenjena je na 7 ispitivanih grupa
(proliferacija /n=12/, hyperplasia simplex /n=13/, hyperplasia complex /n=12/,
hyperplasia complex atypica /n=10/, adenocarcinoma gr. I /n=10/, adenocarcinoma gr.
IT (n=8/, adenocarcinoma gr. III /n=10/) 1 17 varijabli (7 morfometrijskih varijabli
jezgre: povrsina, opseg, minimalni, maksimalni polumjer, Sirina, pravilnost i izduzenost
jezgre; 10 varijabli DNK iz stati¢ke citometrije: IOD, DI, S-faza po Velthofen-u,'” po

. 146
Cornelisse-u,

te S faza izrazena kao postotak stanica od 2,5¢ do 3,5¢, zatim veli¢ina
stope stanica od vrska histograma (2N) do 4N, postotak stanica u 4N, >4N, >5N, >9N),

pri ¢emu je izdvojeno 6 kanonickih diskriminacijskih funkcija (tablica 61).

Tablica 61. Standardizirani koeficijenti kanonickih diskriminacijskih funkcija
(omogucuju  transformaciju  standardiziranih vrijednosti promatranih
varijabli kod 7 skupina* u skorove na diskriminacijskim funkcijama)

Diskriminacijska funkcija

Varijable 1 2 3 4 5 6

P —4N (%) -0,205  -0,117 1,086 0,798 1,260  -0,438
4N (%) -0,021  -0,329 0,724 0,330 0,066  -0,133
>4N (%) -1,143  -0,266  -0,597 -0,244 0,792 0,023
>5N (%) -0,016 0,778 0,709  -0,092 -0,635 0,412
>IN (%) 0,536 0,106 0,171 0,336 0,175  -0,767
DI -0,526 0,020 0,561 0,593 0,724 0,634
Sy faza (%) 0,505 0,218 -0,138  -1,021 0,145 0,189
Sc faza (%) 0,049 0,391 0,309 -0,247 -0,439 0,963
S(2,5-3,5¢) faza (%) 0,332 -0,224 -0,044 -0,172 -0,736  -0,100
Povrsina jezgre -0339 -0,949  -1,834 5,840 1,675  -4,508
Opseg jezgre -1,295 10,218 7,770 2,238 2,605 8,760
Min. polumjer jezgre -4,596  -8,437 -4,752  -1,247 -4,164 -0,655
Max. polumjer jezgre 0,161 9367 -1,446 -5,639 -0,639 -6,520
Sirina jezgre 5,584 6,928 -1,097 -0,880 -0,073 2,865
10D 0,655 0,982  -0,251 -1,508 -0,721  -0,483
Pravilnost jezgre 0,768 2,038 1,733 0,829 1,034 1,277
Izduzenost jezgre 0,909 2,283 -1,000 1,409 -0,449 2,260
Kanonicka korelacija 0,885 0,783 0,613 0,510 0,354 0,256

*proliferacija, hyperplasia simplex, hyperplasia complex, hyperplasia complex atypica,
adenocarcinoma gr.I, adenocarcinoma gr.Il, adenocarcinoma gr.IlI; P-4N-postotak stanica od
vrska 2N do 4N, 4N-postotak stanica u 4N, >4N-postotak stanica ve¢i od 4N, >5N-postotak
stanica ve¢i od SN, >9N-postotak stanica vec¢i od 9N, DI-DNK indeks, Sy-postotak stanica u S
fazi po van Velthoven-u i sur.,'”” Scpostotak stanica u S fazi po Cornelisse-u i sur.,'* S(2,5¢-
3,5¢) — postotak stanica u S fazi od 2,5¢ do 3,5c, IOD-integrirani opticki denzitet.
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Matrica strukture (tablica 62) prikazuje korelaciju izmedu ispitivanih (originalnih)
varijabli 1 diskriminacijskih funkcija (varijable su poredane po rastucoj apsolutnoj
korelaciji izmedu svake varijable i svake diskriminacijske funkcije).

Prve dvije diskriminacijske funkcije (tablica 62 - donji dio) statisticki su znacajne
(p<0.05), sa kumulativnim postotkom varijance od 81,7% (tablica 62 - donji dio). Prva
diskriminacijska funkcija (56,9% kumulativni postotak varijance), najjace korelira s
varijablom DNK image analize jezgre tj. postotkom stanica ve¢im od normalnog
diploidnog broja (4N) te sa Cetiri morfometrijske varijable jezgre: Sirina jezgre, najkraci
polumjer jezgre, opseg jezgre i povrSina jezgre. (tablica 62 - gornji dio). Druga
diskriminacijska funkcija najjace izdvaja aneuploidni broj stanica («>5N» 1 «9N») 1
oblik (pravilnost) jezgre kao znacajan faktor razlike.

Koordinate centroida grupa (citoloskih dijagnoza) u diskriminacijskom prostoru
prikazane su u fablici 63. Prva diskriminacijska funkcija odvaja adenokarcinome
razli¢itih stupnjeva diferenciranosti od normalnog 1 hiperplasticnog endometrija bez i s
atipijjom. Druga diskiminacijska funkcija odvaja srednje i1 dobro diferncirani
adenokarcinom i atipi¢nu hiperplaziju od hiperplazija bez atipija te slabo diferenciranog

adenokarcinoma i proliferativnog endometrija.
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Tablica 62. Diskriminacijska analiza: matrica strukture (structure matrix) sa
korelacijom izmedu varijabli i kanonickih diskriminacijskih funkcija (gornji
dio tablice) te svojstvene vrijednosti (eigenvalues) i y2 testova (donji dio
tablice) za 6 kanonickih diskriminacijskih funkcija koje razlikuju 7
promatranih skupina*

Diskriminacijska funkcija

Varijable** 1 2 3 4 5 6

>4N (%) -0,559 0,162 0,204  -0,130 0,085 -0,247
Sirina jezgre -0,522  -0,248 0,181 -0,167 -0,192 -0,248
Min. polumjer jezgre -0,520 -0,277 0,158 -0,176  -0,208  -0,246
Opseg jezgre -0,517 -0,207 0,179  -0,105 -0,210 -0,277
Povrsina jezgre -0,516 -0,201 0,147  -0,098 -0,205 -0,333
Max. polumjer jezgre -0,444 -0,241 0,161  -0,073 -0,192  -0,314
>5N (%) -0,441 0,379 0,194 -0,032 -0,256 -0,411
IzduZenost jezgre 0,294 0,141 -0,127 0,294 0,054 0,015
DI -0,230 0,136  -0,211 0,205 0,139 -0,031
Pravilnost jezgre -0,136  -0,337 0,064 -0,183  -0,011 -0,101
P —4N (%) 0,042  -0,126 0,460 -0,202 0,080 -0,012
Sc faza (%) -0,060 -0,128 0,453 -0,185 -0,244 0,149
S(2,5¢-3,5¢) faza (%) 0,049 -0,140 0,447 0,038 -0,266 0,060
4N -0,042  -0,076 0,399 0,161 0,009  -0,050
Sy faza (%) 0,311 0,071  -0,053 -0,372 0,425 0,134
>ON -0,179 0,246 0,149 0,103  -0,077  -0,449
10D -0,375 0,100 0,064 -0,174 -0,193 -0,409
Svojstvena vrijednost 3,632 1,582 0,600 0,351 0,144 0,070
Kumulativni % varijance 56,9 81,7 91,2 96,7 98,9 100,0

¥2 test 214,163 119,118 60,301 31,144 12,508 4,193
p (%2 test) 0,000 0,003 0465 0,891 0,988 0,980

*proliferacija, hyperplasia simplex, hyperplasia complex, hyperplasia complex atypica,
adenocarcinoma gr.l, adenocarcinoma gr.ll, adenocarcinoma gr.I11;

**yarijable su poredane po apsolutnoj veli¢ini korelacije unutar funkcije (najveca apsolutna
korelacija izmedu svake varijable i svake diskriminacijske funkcije)

Legenda: 4N-postotak stanica u 4N, P-4N-postotak stanica od vrska 2N do 4N; >4N-postotak
stanica ve¢i od 4N, >5N-postotak stanica veéi od 5N, >9N-postotak stanica vec¢i od 9N, DI-
DNK indeks, Sy postotak stanica u S fazi po van Velthoven-u i sur.,'” Sc-postotak stanica u S
fazi po Cornelisse-u i sur.,'* S(2,5¢-3,5¢)-postotak stanica u S fazi od 2,5¢ do 3,5c, IOD-
integrirani opticki denzitet.
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Tablica 63. Centroidi grupa u diskriminacijskom prostoru

CitoloSki uzorak Diskriminacijska funkcija
(grupa/dg) 1 2 3 4 5 6
proliferacija 1,595 0,414 -0,395 -0,919 0,262 -0,237
HS 1,186 0,703 -1,088 0,522 -0,076 0,242
HC 1,366 0,280 0,911 0,775 0,067 -0,273
HA 0,703 -0,151 1,113 -0,453 -0,030 0,465
AdenoCa gr.I -0,477 -1,671 -0,198 -0,164 -0,721 -0,146

AdenoCa gr.lI -2,074 -2,163 -0,295 0,260 0,665 0,047
AdenoCa gr.III  -3,662 1,806 0,116 -0,097 -0,078 -0,058

Legenda: HS-hyperplasia simplex, HC-hyperplasia complex, HA-hyperplasia complex atypica,
AdenoCa gr.-adenocarcinoma endometriodes endometrii gradus.

Multivarijatnom diskriminacijskom analizom (tablica 64), na temelju izdvojenih
diskriminacijskih funkcija, karcinom endometrija predvida se i u svima morfometrijski
(MGG bojanje) i DNK analiziranim citoloSkm uzorcima aspirata materista, osim kod
dva dobro diferencirana karcinoma gdje se primjenom diskriminacijske analize predvida
po jedna atipi¢na hiperplazija, odnosno proliferacija. U sluc¢aju dva slabo diferencirana
adenokarcinoma endometrija diskriminacijskim funkcijama predvidjeti ¢e se po jedna
atipicna i jednostavna hiperplazija. Od 10 postavljenih citoloskih dijagnoza atipi¢ne
hiperplazije, atipija se predvida kod njih 60% (5 atipi¢nih hiperplazija i 1 dobro
diferencirani karcinom endometrija), dok ¢e se u po dva slu¢aju prediktivno
dijagnosticirati slozena hiperplazija, odnosno proliferacija endometrija. Originalna
(izvorna) citoloska dijagnoza slozene hiperplazije predvida se sa stopom od 58,3%,
preostali nalazi upucivat ¢e na atipi€nu (25%) ili jednostavnu (8,3%) hiperplaziju,
odnosno proliferativan endometrij (16,7%). Od 12 jednostavnih hiperplazija
diskriminacijskom analizom ¢e se predvidjeti jedan dobro diferencirani karcinom
(7,7%) a kod 13 proliferacija endometrija, dvije atipi¢ne hiperplazije (16.7%).

Na temelju modela dobivenog multivarijatnom diskriminacijskom analizom ispitivanog
uzorka (7 skupina, 17 morfometrijskih i DNK varijabli), korektno ¢e se dijagnosticirati

68,0% postavljenih (originalnih) citoloskih dijagnoza.
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Tablica 64. Klasifikacija citoloskih nalaza aspirata materista prema rezultatima diskriminacijske analize morfometrijskih (MGG obojani

razmazi) i DNK parametara =
PREDVIDENA CITOLOSKA DIJAGNOZA**
AdenoCa gr.III AdenoCa gr.II  AdenoCa gr.l HA HC HS Proliferacija Ukupno
Dijagnoza n % n % n % n % n % n % n % n %

AdenoCa gr.II1 7 70,0 1 10,0 0 00 1 10,0 0 0,0
AdenoCa gr.II 0 0,0 6 75,0 2 25,0 0 0,0 0 0,0
AdenoCa gr.1 0 0,0 1 10,0 7 70,0 1 10,0 0 0,0
HA 0 0,0 0 0,0 1 10,0 5 50,0 2 20,0
HC 0 0,0 0 0,0 0 00 3 25,0 7 58,3
HS 0 0,0 0 0,0 1 7,7 0 0,0 0 0,0
Proliferacija 0 0,0 0 0,0 0 0,0 2 16,7 0 00

1 10,0 0 0,0 10 100,0
0 0,0 0 00 8 100,0
0 00 1 10,0 10 100,0
0 0,0 2 20,0 10 100,0
1 83 2 16,7 12 100,0

11 84,6 1 7,7 13 100,0
2 16,7 8 66,7 12 100,0

* prema patohistoloskoj dijagnozi, AdenoCa- adenocarcinoma, gr.-gradus, HA-hyperplasia complex atypica, HC-hyperplasia complex, HS-

hyperplasia simplex.

**68, 0% korektno klasificirano izvornih (originalnih) dijagnoza
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4.4.3. Diskriminacijska analiza uzoraka aspirata endometrija — morfometrija na
Papanicolaou i MGG obojanim razmazima te AGNOR i DNK analiza

Multivarijatna diskriminacijska analiza primjenjena je na 7 ispitivanih grupa
(proliferacija /n=12/, hyperplasia simplex /n=13/, hyperplasia complex /n=12/,
hyperplasia complex atypica /n=10/, adenocarcinoma gr, I /n=10/, adenocarcinoma gr,
IT (n=8/, adenocarcinoma gr, III /n=10/) 1 26 varijabli izdvojenih iz morfometrijskih
mjerenja (Papanicolaou i MGG bojanje), AgNOR analize i DNK staticke analize, pri
¢emu je izdvojeno 6 kanonickih diskriminacijskih funkcija (tablica 65).

Prve 3 diskriminacijske funkcije (tablica 66 - donji dio) statisticki su znacajne (p<0,05),
s visokim kumulativnim postotkom varijance (88,8%). Matrica strukture daje korelaciju
izmedu ispitivanih (originalnih) varijabli i diskriminacijskih funkcija (varijable su
poredane po rastu¢oj apsolutnoj korelaciji izmedu svake varijable 1 svake
diskriminacijske funkcije).

Prva diskriminacijska funkcija (66,2% kumulativni postotak varijance), najjace korelira
(tablica 66 - gornji dio) s ukupnom povrSinom i brojem AgNOR-a u jezgri, sa
morfometrijski izmjerenom povrSinom i opsegom (Papanicolaou i MGG bojanje),
najve¢im polumjerom jezgre (Papanicolaou bojanje), odnosno DNK parametrima (DNK
sadrzaj >4N, IOD). Druga diskriminacijska funkcija posebno odvaja postotak stanica
>5N te >9N, a treca diskriminacijska funkcija najjace izdvaja minimalni polumjer i
Sirinu jezgre (bojanje po Papanicolaou-u), te postotak stanica u S-fazi po Cornelisse-u i
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sur.  (tablica 66 - gornji dio).
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Tablica 65. Standardizirani koeficijenti kanonickih  diskriminacijskih  funkcija
(omogucuju  transformaciju  standardiziranih vrijednosti promatranih
varijabli kod 7 skupina™ u skorove na diskriminacijskim funkcijama

Diskriminacijska funkcija

Varijable 1 2 3 4 5 6

P — 4N (%) -0,031  -0,113  -0,962 0,118 -1,825 -0,243
4N (%) 0,057 0,275 -0,054 -0,204 -0,792 0,363
>4N (%) 0,689 0,341 -0,371  -0,145 0,332 -1,169
>5N (%) 0,281  -0,577 0,763  -0,088  -0,147 0,525
>IN (%) -0,074  -0,170 -0,171 0,682 -0,418 0,135
DI 0,335 0,024 0,466 0,252 -0,397 -0,683
Sy faza (%) -0,389  -0,219 0,714  -0,222 0,582  -0,482
Sc faza (%) 0,182 -0,456 1,181 0,481 0,451 -0,127
S(2,5-3,5¢) faza (%) -0,205 0,504 0,387 -0,187 0,407 0,489
PovrSina jezgre** -4,753  -5,405 1,260 -4,567 -1,581 -1,528
Opseg jezgre** 7,862  -0,686 7,479 0,080 1,091  -1,848
Min, polumjer jezgre** -0,987 3,859  -3,633 5,622 1,559  -0,712
Max, polumjer jezgre** 0,013 2,866  -3,775 2,751 1,011  -0,930
Sirina jezgre** -2,646 0,131 0,292  -3,102 -1,423 4,727
Ukupna povrsina AgNORa 0,983 -0,091 -0918 -0,394 0,153 0,919
Ukupni broj AgNORa 1,063 0,151  -0,305 0,354 -0,532  -0,145
Povrs$ina jezgre*** -0,517 0,861  -7,388 1,587  -3,045 3,107
Opseg jezgre™** 7,412 -6,509 4,893 4,133  -4,489 1,142
Min, polumjer jezgre*** 2,933 5,026 -0,420 -5,019 4,102 -0,710
Max, polumjer jezgre®** -2,964 3,507 -4498 -7,964 -1,756  -1,168
Sirina jezgre*** -7,653  -1,147 7,286 6,956 6,562  -2,637
10D -0,218  -0,926 0,871 0,048 0,777 0,035
Pravilnost jezgre*** 0,388  -1,329 0,617 0,858  -1,280 0,644
IzduZenost jezgre®** -0,774  -0,215 2,657 2,565 2,810 0,228
Pravilnost jezgre ** 2,438 0,061 2,982  -1,436 0,329  -0,082
IzduZenost jezgre ** -0,652 0,381 0,646 -0,929  -0,468 1,629
Kanonicka korelacija 0,962 0,853 0,781 0,734 0,586 0,534

*proliferacija, hyperplasia simplex, hyperplasia complex, hyperplasia complex atypica,
adenocarcinoma gr.I, adenocarcinoma gr.Il, adenocarcinoma gr.Ill, ** MGG, DNA;
*#*Papanicolaou, AgNOR;

Legenda: P-4N-postotak stanica od vrska 2N (2¢) do 4N (4c), 4N-postotak stanica u 4N, >4N-
postotak stanica veci od 4N, >5N-postotak stanica ve¢i od SN, >9N-postotak stanica veci od 9N,
DI-DNK indeks, Sy-postotak stanica u S fazi po van Velthoven-u i sur.,173 Sc-postotak stanica u
S fazi po Cornelisse-u i sur.,'* S(2,5¢-3,5¢)-postotak stanica u S fazi od 2,5¢ do 3,5¢c, IOD-
integrirani opticki denzitet.
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Tablica 66. Diskriminacijska analiza: matrica strukture (structure matrix) sa
korelacijom izmedu varijabli i kanonickih diskriminacijskih funkcija (gornji
dio tablice) te svojstvene vrijednosti (eigenvalues) i y2 testova (donji dio
tablice) za 6 kanonickih diskriminacijskih funkcija koje razlikuju 7
promatranih skupina*

Diskriminacijska funkcija

Varijable 1 2 3 4 5 6

Ukupna povrsina AgNORa 0,530 -0,111 0,101 -0,157 0,192 0,040
Ukupni broj AgNORa 0,374 0,114 0,050 0,023 -0,173  -0,108
PovrSina jezgre*** 0,369 0,050 0,353 0,031 0,066 -0,169
Opseg jezgre™** 0,361 0,059 0,272 0,161 0,051 -0,218
Max, polumjer jezgre*** 0,341 0,076 0,254 0,123 0,087  -0,262
>4N (%) 0,301 -0,138 0,071  -0,140 -0,080 -0,086
Opseg jezgre** 0,275 0,137 0,007 -0,254  -0,089 0,002
PovrSina jezgre** 0,275 0,129 -0,013 -0,255 -0,079 0,007
10D 0,200 -0,096 0,016 -0,173 0,015 0,082
>5N (%) 0,243  -0,279 0,098 -0,027 -0,034 0,214
>ON (%) 0,103  -0,181 0,033 0,046  -0,133 0,173
Min,polumjer jezgre™** 0,302 0,144 0,395 0,011 0,069  -0,020
Sirina jezgre*** 0,343 0,104 0,383 0,036 0,044  -0,026
Sc faza (%) 0,037 0,112 0,236 -0,116  -0,232 0,090
Pravilnost jezgre*** -0,085 0,156 0,250  -0,332 0,015 0,283
Min,polumjer jezgre** 0,275 0,182 0,001 -0,308 -0,066 -0,038
éirinajezgre** 0,277 0,163 0,013 -0,293 -0,082 -0,035
IzduZenost jezgre** -0,153  -0,083  -0,063 0,242 0,011 0,108
Max, polumjer jezgre** 0,237 0,161 -0,013 -0,239 -0,109 0,010
Pravilnost jezgre** 0,066 0,225 -0,020 -0,232 -0,073 -0,113
P-4N (%) -0,020 0,093 0,210 -0,110 -0,346  -0,037
4N (%) 0,032 0,079 0,125 0,049  -0,344 0,070
S(2,5-3,5¢) faza (%) -0,017 0,135 0,191  -0,005 -0,303 0,183
DI 0,124  -0,102  -0,130 0,085 0,139 -0,073
IzduZenost jezgre™** -0,048  -0,059  -0,200 0,088 0,076  -0,264
Sy faza (%)) -0,175  -0,085 0,062  -0,058 0,021  -0,252
Svojstvena vrijednost 12,415 2,669 1,564 1,170 0,524 0,398
Kumulativni % varijance 66,2 80,5 88,8 95,1 97,9 100,0

x2 test 366,233 216,943 142,197 88,057 43,499 19,275
p (2(2 test) 0,000 0,000 0,002 0,061 0,493 0,568

*proliferacija, hyperplasia simplex, hyperplasia complex, hyperplasia complex atypica,
adenocarcinoma gr.I, adenocarcinoma gr.Il, adenocarcinoma gr.Ill, **MGG, DNA;
***Papanicolaou, AgNOR;

Legenda: P-4N-postotak stanica od vr§ka 2N (2¢) do 4N (4c¢), 4N-postotak stanica u 4N >4N —
postotak stanica veci od 4N, >5N-postotak stanica veéi od SN, >9N-postotak stanica veci od 9N,
DI-DNK indeks, Sy-postotak stanica u S fazi po van Velthoven-u i sur.,'”” Sc-postotak stanica u
S fazi po Cornelisse-u i sur.,'* S(2,5¢-3,5¢)-postotak stanica u S fazi od 2,5¢ do 3,5¢, I0OD-
integrirani opticki denzitet.
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Tablica 67. Centroidi grupa u diskriminacijskom prostoru

Citoloski uzorak Diskriminacijska funkcija
(grupa/dg) 1 2 3 4 5 6
proliferacija -3,837 -1,600 -0,415  -1,587 -0,043 -0,374
HS -2,057 -0,326 -0,814 1,393 0,988 -0,016
HC -1,683 -0,224 -0,211 0,944 -1,288 0,471
HA -1,051 0,909 2,821 0,201 0,130 -0,368
AdenoCa I 0,771 2,173 -0,297  -1,140 0,387 1,022
AdenoCa I 3,426 2,268 -1,304  -0,037 -0,394 -1,153
AdenoCa II1 6,838 -2,285 0,329 -0,070 -0,111 -0,172

L
Legenda: HS-hyperplasia simplex, HC-hyperplasia complex, HA-hyperplasia complex atypica,

AdenoCa gr.-adenocarcinoma endometriodes endometrii gradus

U tablici 67, prikazane su koordinate centroida grupa (citoloskih dijagnoza) u
diskriminacijskom prostoru. Prva diskriminacijska funkcija odvaja adenokarcinome
razli¢itih stupnjeva diferenciranost od normalnog i hiperplasti¢cnog endometrija bez i s
atipijjom. Druga diskiminacijska funkcija odvaja srednje i1 dobro diferncirani
adenokarcinom i atipi¢nu hiperplaziju od hiperplazije bez atipija te slabo diferenciranog
adenokarcinoma i proliferativnog endometrija. Tre¢a diskriminacijska funkcija odvaja
atipi¢nu hiperplaziju od malignog endometrija, hiperplazija bez atipija te proliferativnog
endometrija.

Multivarijatnom diskriminacijskom analizom (fablica 68) moze se karcinom
endometrija predvidjeti i u svima citoloski analiziranim uzorcima, osim u slucaju
jednog dobro diferenciranog karcinoma koji diskriminacijskom analizom daje citolosku
sliku atipi¢ne hiperplazije. Atipi¢na i jednostavna hiperplazija predvidaju se kod svih
uzoraka (100%). Originalna citoloska dijagnoza slozene hiperplazije i proliferacije
predvida se sa stopom od 83,3%, dok ¢e se u po 8,3% predvidjeti atipi¢na hiperplazija
ili proliferacija, odnosno hiperplazije bez atipija kod originalno dijagnosticirane HC
odnosno proliferacije.

Na temelju modela dobivenog multivarijatnom diskriminacijskom analizom ispitivanog
uzorka (7 skupina, 26 varijabli), korektno ¢e se dijagnosticirati 92,0% postavljenih

(originalnih) citoloSkih dijagnoza.
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MGG bojanje), AgNOR i DNK parametara

PREDVIDENA CITOLOSKA DIJAGNOZA**

Tablica 68. Klasifikacija citoloskih nalaza aspirata materista prema rezultatima diskriminacijske analize morfometrijskih (Papanicolaou i

AdenoCa gr.IIl AdenoCa gr.Il AdenoCa gr.l HA HC HS Proliferacija =~ Ukupno
Dijagnoza n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
AdenoCa gr.II1 9 90,0 1 10,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 00 0 0,0 10 100,0
AdenoCa gr.II 0 00 g8 100,0 0 0,0 0 00 0 00 0 0,0 0 0,0 8 100,0
AdenoCa gr.I 0 00 0 0,0 9 90,0 1 10,0 0 00 0 0,0 0 0,0 10 100,0
HA 0 00 0 0,0 0 0,0 10 100,0 0 00 0 00 O 0,0 10 100,0
HC 0 00 0 0,0 0 0,0 1 83 10 83,3 0 00 1 83 12 100,0
HS 0 00 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 00 13 100,0 © 0,0 13 100,0
Proliferacija 0 00 0 0,0 0 0,0 0 00 1 83 1 83 10 833 12 100,0

* prema patohistoloskoj dijagnozi, AdenoCa- adenocarcinoma, gr.-gradus, HA-hyperplasia complex atypica, HC-hyperplasia complex, HS-

hyperplasia simplex

*%92% korektno klasificirano izvornih (originalnih) dijagnoza
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5. RASPRAVA
5.1. Morfometrija

Morfometrija, na temelju analize objektivnih parametara, provedena je u brojnim
studijama koje istiCu njezinu dijagnosticku 1 prognosticku vrijednost. U literaturi se
najceS¢e susreCe morfometrijsko mjerenje povrSine jezgre, odredivanje omjera
jezgra/citoplazma, povrSine stani¢nih nakupina, faktora pravilnosti i izduzenosti jezgre,
te povrdine i broja nukleola.’!#1:82-178:190-196

Morfometrijski se po srednjoj povrSini jezgara endometralnih stanica u citoloskim
uzorcima, mogu razlikovati proliferacija, hiperplazije i karcinom endometrija."”*'®
Skaarland'®? na citologkim uzorcima endometrija obojanim po Papanicolaou primjenjuje
morfometrijsko mjerenje jezgara na 20 dobro ocuvanih jezgara po slucaju. Grani¢na
(engl. «cut-off») vrijednost povrSine jezgre za razlikovanje malignih od normalnih
endometralnih stanica bila je 45 pm?, sa posljediénih 17% lazno-negativnih i 25% lazno
pozitivnih rezultata te zakljuckom da povrSina jezgre kao pojedinacni parametar nije
dovoljna kao metoda probira. U slijedeé¢oj studiji,'” isti autor usporeduje cisti¢nu i
adenomatoidnu hiperplaziju s benignim 1 malignim endometrijem. Srednja vrijednost
povrSine jezgre bila je znaCajno niza kod cisticne hiperplazije u odnosu na
adenomatoidnu hiperplaziju. Medutim, premda su se obje hiperplazije razlikovale od
normalnog endometrija, nije bilo razlike u odnosu na maligne lezije.

Fu i sur.'™

takoder su analizirali citoloske uzorke endometrija obojane po Papanicolaou
1 nalaze porast povrSine jezgara ali i Citave stanice promatraju¢i proliferativni,
hiperplasti¢ni i maligni endometralni epitel, $to je u skladu s opisanim citomorfoloskim

1-3,60

osobinama, a kao najznacajniji parametar u razlikovanju pojedinih stanja

endometrija isticu parametar srednje povrSine stanice. Srednje vrijednosti veliine

¥4 wroliferacija 36,63 um’,

povrsSine jezgara bile su neSto nize u studiji Fu 1 sur,
hiperplazija 49,93 um’, karcinom 62,09 um?), odnosno Nunobiki i sur.,'”” (proliferacija
39,8 um’, hyperplasia simplex 42,1 um’, hyperplasia simplex atypica 43,2 un’,
hyperplasia complex 45,8 um’, hyperplasia complex atypica 46,0 um’, adenocarcinoma
gr. I 49,0 um’) nego u radu Vrdoljak-Mozeti¢"® (proliferacija 58,69 um’, hyperplasia
simplex 58,30 um’, hyperplasia complex 61,26 um’, hyperplasia complex atypica 59,07
um’, adenokarcinom gr. I 78,66 um’, gr. II 71,21 um’, odnosno gr. IIl 77,55 um’). U

ovom radu, srednja povrSina jezgre endometralnih stanica u uzorcima aspirata iz

materiSta obojanima po Papanicolaou-u takoder raste s rastu¢om lezijom, tj. najmanja je
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u proliferaciji (51,18 um®), te postepeno raste od jednostavne (57,23 um’), preko slozene
(57,84 um’) i atipiéne hiperplazije (73,26 wm’) da bi kod slabo diferenciranog
adenokarcinoma imala najveéu vrijednost (89,66 um’). Za razliku od srednje vrijednosti
povrsine jezgre za dobro diferencirani adenokarcinom (78,67 um’) kod Vrdoljak-
Mozeti¢,'”® koji ima najvise vrijednosti u ispitivanoj studiji, u ovoj studiji su srednje
vrijednosti nesto nize (66,06 um’) od onih kod atipi¢ne hiperplazije (73,26 um’), $to bi
se moglo objasniti razli¢itos¢u analiziranog uzorka (uterobrush, aspirat) kao i u odabiru
jezgara za digitalnu (slikovnu) analizu.

S obzirom na najveéu duzinu i Sirinu jezgre, i na ovom materijalu postoji kao i kod
drugih autora'”® statisticki znalajna razlika izmedu normalnog proliferativnog
endometrija u odnosu na jednostavnu i slozenu hiperplaziju, odnosno atipi¢nu
hiperplaziju te sve tipove adenokarcinoma endometrija.

U studiji Vrdoljak-Mozeti¢,'”® s obzirom na oblik jezgara, atipi¢na hiperplazija ima
statistiCki znacCajno najnepravilnije i najizduzenije jezgre, u usporedbi s hiperplazijama
bez atipije 1 dobro diferenciranim karcinomima. U ovom istraZivanju, kod atipi¢ne
hiperplazije, jezgre su medu najokruglijima i najpravilnijima, za razliku od karcinoma te
hiperplazija bez atipija i proliferacije, gdje su jezgre manje okrugle ali su zato izduzenije
s obzirom na izgled. Sli¢no biljezi i Fu i sur.,'”* medutim, atipi¢na hiperplazija nije
analizirana kao posebna kategorija. Skaarland'®® naglagava da povrinu i oblik jezgre ne
treba uzimati kao metodu probira maligniteta endometrija, ve¢ se treba usredotociti i na
druge kriterije kao $to su arhitektura fragmenata tkiva i kvaliteta pozadine uzorka.

Slicno misljenje iznose i drugi autori,>®

u cilju prevladavanja citomorfoloskih
diferencijalno-dijagnostic¢kih problema.

U aspiratima materista obojanima po MGG-u, jedini¢ne vrijednosti mjerenih parametara
(povrsina i opseg jezgre, convex area, minimalni i maksimalni polumjer, duljina i Sirina
jezgre), su daleko vece u odnosu, kako na uzorke u ovoj studiji obojane po

. . : 192-195
Papanicolaou, tako i na one drugih autora, S

to je na ovom materijalu i statisticki
znacajno (p<0,05). Ova razlika u veli¢ini navedenih varijabli, smatra se posljedicom, u
prvom redu, razli¢ite fiksacije, a ne bojanja preparata.””’ Naime, suSenjem na zraku
jezgre 1 stanice postaju plosnate, a u vlaznom fiksativu (engl. wet fixation) su sferi¢ne.
Medutim, nejedini¢ne vrijednosti, tj. oblik jezgre (pravilnost i1 izduZenost) kod
hiperplazija bez atipija, dobro diferenciranog adenokarcinoma (pravilnost) odnosno
atipicne hiperplazije (izduzenost) se ne razlikuju s obzirom na primjenjena bojanja.

Prema dostupnoj literaturi, osim prezentacije Mahovli¢ i sur.”® digitalna
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morfometrijska analiza nije primijenjena na citoloskim uzorcima aspirata endometrija
obojanima po MGG-u.

S obzirom na rezultate digitalne morfometrijske analize u ovom radu, moguce je
razlikovati hiperplastican endometrij bez atipije (bojanje po Papanicolaou-u), odnosno
zajednicku skupinu proliferacije 1 hiperplazija bez atipije (MGG bojanje), od malignog i
atipicnog hiperplastiénog endometrija, na temelju analize slijede¢ih parametara jezgre:
povrsina, konveksitet povrSine, opseg, minimalni polumjer, maksimalni polumjer,
duljina, Sirina (Papanicolaou i MGG bojanje), odnosno izduZenosti jezgre (MGG

bojanje).

5.2. AgNOR analiza

Digitalna morfometrijska analiza AgNOR-a primjenjena je na citoloskim uzorcima
aspirata materiSta, u cilju procjene vrijednosti kvantitativnih karakteristika AgNOR-a u
diferencijalnoj dijagnostici proliferativnog, hiperplasticnog i malignog endometrija.

Riischoff i sur.''® smatraju digitalnu slikovnu analizu «zlatnim standardom» u analizi
AgNOR-a, a uz broj AgNOR-a, potrebno je myjeriti i druge parametre, kao Sto je
veli¢ina struktura AgNOR-a, da se dobije bolji uvid u stani¢nu kinetiku, odnosno

. .. . . 116.12 . 11
proliferacijski status stanice.”™''®'* Osim toga,”™''®

istice se vaznost usporednog
odredivanja broja 1 povrsine pojedinacnih AgNOR-a i nakupina AgNOR-a.

Najveci broj studija (histoloski 1 citoloski uzorci) analizira vrijednost broja AgNOR-a
po jezgri, ne razlikujuéi pojedinaéne AgNOR-¢ od AgNOR nakupina,'0%!0%-198:201.208.209

98,213,229,230 .
odnosno broj i

dok manji broj studija, uz broj, analizira i povrSinu AgNOR-a,
povrsinu pojedinatnih AgNOR-a 1 nakupina AgNOR-a, kao i relativnu povrSinu

166,190,191,196,206
AgNOR-a. ™ 77>

5.2.1. Pojedinacni AgNOR-i

U ovoj studiji, najmanji broj pojedinaénih AgNOR-a nalazi se u proliferaciji i
hiperplazijama bez atipija, a najve¢i u karcinomima razlicitih stupnjeva diferenciranosti,

231 . v .
na histoloskim uzorcima

Sto je 1 statisticki znacajno (p<0,05). Trabucco 1 sur.,
seroznih tumora jajnika, takoder nalaze zna€ajno najmanji broj pojedinaénih AgNOR-a
u benignih, a najve¢i u malignih tumora, za razliku od Stemberger-Papi¢'”® koja na

citoloSkim otiscima seroznih tumora jajnika biljezi najveci broj pojedinacnih AgNOR-a
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kod benignih, nesto manji kod malignih, a najmanji kod grani¢no malignih seroznih
tumora jajnika.

Vrdoljak-Mozeti¢'” smatra da parametar broja pojedinaénih AgNOR-a nije od koristi u
razlikovanju citoloskih uzoraka endometrija, s izuzetkom porasta frekvencije
pojedina¢nih AgNOR-a u atipi¢noj hiperplaziji u odnosu na ostale skupine.

X o 191
Versa-Ostoji¢ 1 sur.,

na citoloSkim uzorcima otisaka mucinoznih tumora jajnika,
nalazi najmanji broj pojedinaénih AgNOR-a u skupini grani¢no malignih tumora, nesto
vie ih je kod benignih, a najvise ih je kod malignih tumora.

Seili-Bekafigo,'*® analiziraju¢i pojedinatne AgNOR-e kod akutnih limfati¢nih
leukemija odraslih, ne nalazi povezanost niti jedne karakteristike pojedinacnih AgNOR
struktura s prognozom bolesti.

Pomjanski i sur.,”* uzimajuéi relativnu graniénu vrijednost od 2,5 AgNOR-a po jezgri,
nalaze jasnu razliku broja pojedinaénih AgNOR-a, analiziraju¢i reaktivne mezotelne
stanice (1,64+0,35), stanice malignog mezotelioma (4,82+2,06) 1 metastatskih
karcinoma (7,78+2,57) u seroznim izljevima. Ofner i sur.”’ biljeze niZi broj
pojedinacnih AgNOR-a kod karcinoma debelog crijeva sa boljom prognozom.

S obzirom na srednju ukupnu povrsinu prosjecnih AgNOR-a i prosjecnu povrsinu po
broju pojedinacnih AgNOR-a, kao i prosjecnu povrSinu pojedinacnih AgNOR-a po
jezgri te prosje¢noj najmanjoj i najvecoj povrsini u ovoj studiji, najveée vrijednosti se
odnose na proliferaciju i jednostavnu hiperplaziju. Osim toga, vrijednosti ukupne
povrsine pojedinaénih AgNOR-a, prosjecne povrSine po broju AgNOR-a, kao i
najmanje i najvece povrsine pojedinacnih AgNOR-a razlikuju se usporedbom po dvije
skupine (p<0,05), za proliferaciju 1 hiperplazije bez i s atipijom.

Vrdoljak-Mozeti¢'” ne nalazi razlike s obzirom na parametar povriine pojedinaénog

AgNOR-a kod proliferativnog, hiperplasti¢nog i malignog endometrija.

»190 1

Stemberger-Papi¢'® i Versa-Ostoji¢'®! nalaze sli¢nu distribuciju povrsine pojedinaénih

AgNOR-a kao $to je ranije navedeno i za njihov broj.

5.2.2. AgNOR nakupine

. . 11
Riischoff 1 sur., 0

smatraju da su AgNOR nakupine sastavljene od dvije ili vise
pojedina¢nih AgNOR tocki koje se dodiruju /ili preklapaju. Prema Crocker i sur.'”
potrebno je brojanje svih AgNOR tocki, intra- i ekstranukleolarnih, narocito u

parafinskim rezovima. Budu¢i da u citoloskim uzorcima cesto dolazi do preklapanja
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tocki u nakupinama, nije moguce precizno brojanje pojedinih AgNOR tocki unutar njih
te se jedna AgNOR nakupina smatra jednom strukturom,''’ §to je primijenjeno i u ovoj
studiji. Ploton i sur.”® istiéu vaZnost odredivanja broja i veli¢ine AgNOR nakupina u
histoloskim 1 citoloskim uzorcima karcinoma prostate, u cilju razlikovanja karcinoma s
boljom 1 loSijom prognozom. Na loSiju prognozu upucuje i pojava krupnih AgNOR
nakupina (>5pum?®) u bolesnika s akutnom limfatiGnom leukemijom,'®® odnosno najveéih
nakupina AgNOR-a po jezgri kod karcinoma dojke.**

Na citologkim uzorcima endometrija, Vrdoljak-Mozeti¢'*® nalazi statisticki znaGajne
razlike za sve parametre AgNOR nakupina, osim njihovog broja, u razlikovanju
promjena endometrija. Narocito isti¢e parametar ukupne povrSine AgNOR nakupina po
jezgri po kojem se proliferativni endometrij, jednostavna i sloZena hiperplazija razlikuju
od karcinoma svih stupnjeva zrelosti, dok se atipicna slozena hiperplazija razlikuje
samo od slabo diferenciranog karcinoma te zakljuCuje da se na taj nacin «priblizava»
dobro diferenciranom karcinomu. Osim toga, hyperplasia complex atypica ima i
najveéu prosje¢nu vrijednost najmanje AgNOR nakupine, dok najve¢e AgNOR
nakupine se prema ocekivanju nalaze u slabo diferenciranom adenokarcinomu.

Za razliku od Vrdoljak-Mozeti¢,'”® u ovoj studiji razlikuju se proliferativni,
hiperplastican 1 maligni endometrij, s obzirom na broj nakupina AgNOR-a, osim za
medusobni odnos atipi¢ne hiperplazije i dobro diferenciranog adenokarcinoma, odnosno
slabo i srednje diferenciranog adenokarcinom. Sto se ti¢e vrijednosti ukupne povrsine
AgNOR nakupina, razlikuju se sve promjene endometrija medusobno, uz izuzetak
hiperplazija bez atipija (hyperplasia symplex i hyperplasia complex). Najvece
vrijednosti najmanje povrSine AgNOR nakupina zapazene su u proliferaciji i
jednostavnoj hiperplaziji, Sto je i statisticki znacajno, dok su najve¢e AgNOR nakupine
nalaze kod adenokarcinoma razlicitog stupnja zrelosti (p<0,05).

Trabucco i sur.,”! analizirajuéi histoloske preparate seroznih tumora jajnika, zapaZaju
razlic¢iti izgled AgNOR nakupina. U benignih tumora nakupine su homogene, pravilnih
kontura, dok se u malignih tumora susreéu najéeS¢e AgNOR nakupine nepravilnih
rubova i asimetri¢nog izgleda. Osim toga, postoji razlika u broju AgNOR nakupina kod
benignih, graniéno malignih i malignih seroznih tumora. Stemberger-Papi¢ i sur.'”
nalaze statisticki znacajnu razliku s obzirom na progresivni porast vrijednosti broja,
srednje, najmanje i najveée povrSine AgNOR nakupina u citoloskim uzorcima otisaka
benignih, granicno malignih i malignih seroznih tumora jajnika. Sli¢no je i sa

vrijednostima AgNOR nakupina u citoloSkim uzorcima otisaka mucinoznih tumora
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jajnika."””! Naime, benigni mucinozni tumori se razlikuju od granino malignih i
malignih po svim mjerenim parametrima nakupina AgNOR-a, za razliku od grani¢no
malignih 1 malignih, koji se medusobno ne razlikuju ni po jednom parametru povrsine

AgNOR nakupine.

5.2.3. Ukupan AgNOR

U svrhu razlikovanja pojedinih tumorskih lezija. broj ukupnog AgNOR-a najcesce je

100,106,114,118,198-203,207-209,231,234,235 Po 98,110-112

mjeren  parametar. nekim  autorima,

najto¢nije odreduje stvarni sadrzaj AgNOR-a u jezgri. Naime, mjerenjem koliine
AgNOR-a u raznim fazama stani¢nog ciklusa (Western-blot metoda), najvisi porast
zabiljezen je tijekom S-G, faze, kojom se opisuje brz stani¢ni ciklus, uzrokovan
primarno biogenezom ribosoma i pojatanom metaboliCkom aktivnosti vezanom uz
proliferacijsku aktivnost stanice. Dakle, povrSina AgNOR-a moze se smatrati vaznim
parametrom u evaluaciji bioloskog ponasanja tumora.'*®

U ovoj studiji, ukupni broj AgNOR-a progresivno raste od proliferacije, preko
hiperplazija bez i s atipijom do adenokarcinoma endometrija razli¢itih stupnjeva
zrelosti, Sto je 1 statisti¢ki znacajno (p<0,05), osim za srednje i slabo diferencirani
karcinom. U ranijoj studiji na citoloSkim uzorcima kiretmana, takoder su nadene razlike
s obzirom na broj AgNOR-a, osim za atipi¢nu hiperplaziju i dobro diferencirani
adenokarcinom.””® Sli¢ne rezultate, sa tendencijom znaajnog porasta broja AgNOR-a
od normalnog, hiperplasticnog do malignog endometrija, zapaZzeni su i na histoloskim

uzorcima endometrija.”***’ Medutim, neki autori, ******

nalaze u parafin uklopljenim
preparatima vecu srednju vrijednost broja AgNOR-a u normalnom proliferativnom
endometriju u odnosu na pojedine oblike hiperplazije, Sto se objaSnjava nalazom brojnih
mitoza u normalnom proliferativnom endometriju.” Prema Coumbe-u i sur.,”*® srednje
vrijednosti broja AgNOR-a podjednake su u histoloSkim uzorcima jednostavne i sloZzene
hiperplazije, za razliku od atipi¢ne hiperplazije i adenokarcinoma.

Na temelju ukupnog broja AgNOR-a, Vrdoljak-Mozeti¢'*® ne nalazi statisti¢ki znadajne
rezultate u diferenciranju promjena endometrija u citoloSkim uzorcima materiSta
dobivenim Cetkicom.

Ukupna povrSina AgNOR-a, u ovoj studiji, raste od proliferativnog, preko

hiperplasti¢nog do malignog endometrija. Vrijednosti se medusobno razlikuju (p<0,05),
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kao 1 za ranije komentiran parametar AgNOR nakupina, osim za skupine hyperplasia
simplex i hyperplasia complex. Na citoloskim uzorcima kiretmana dobiveni su sli¢ni
rezultati,”"® tj. nadene su rastu¢e vrijednosti ukupne povrsine AgNOR-a koje su se
medusobno znacajno razlikovale (p<0,05), s izuzetkom za proliferaciju i sekreciju
(p>0,05).

Vrdoljak-Mozeti¢'®® takoder uodava trend porasta ukupne povriine AgNOR-a od
normalnog endometrija, preko hiperplazija bez i s atipijjom do neoplasticnih lezija
endometrija. Rezultati analize ukupne povrSine AgNOR-a jednaki su onima za
parametar povrSine AgNOR nakupina. Ova zapazanja tumaci prevladavanjem nakupina
nad pojedinaénim AgNOR-ima, odnosno malim udjelom pojedinacnih AgNOR-a u
ukupnoj povrSini AgNOR-a. Medutim, medusobnim usporedivanjem pojedinih skupina.
nalazi znacajnu razliku samo izmedu proliferacijskog endometrija i jednostavne
hiperplazije u usporedbi s karcinomima (p<0,05), zatim izmedu slozene hiperplazije i
dobro i slabo diferenciranog karcinoma (p<0,05), te izmedu slozene hiperplazije s
atipijom i karcinoma niskog stupnja zrelosti (p<0,05).

Po vrijednosti parametra prosjecne povrsine ukupnog AgNOR-a po ukupnom broju
AgNORa (n) u ovoj studiji, jedino se razlikuje hyperplasia complex od svih ostalih
skupina (p<0,05), dok po relativnoj povrSini ukupnog AgNOR-a (ukupna povrSina
AgNOR-a/povrsina jezgre), nema razlike izmedu hiperplazije sa i bez atipije (p>0,05).
Vrdoljak-Mozeti¢'” ne nalazi statisticki zna¢ajne razlike za skupine normalnog,
hiperplasti¢nog i malignog endometrija (p>0,05), s obzirom na parametar relativne
povrsine ukupnog AgNOR-a.

U ovoj studiji, analizirane su i jezgre s >1 AgNOR-a. Postotak jezgara s jednim
AgNOR-om najzastupljeniji je u proliferaciji (41,59%), po dva AgNOR-a nalaze se
najcesce u proliferaciji (41,59%) 1 u jednostavnoj hiperplaziji (37,39%), dok se >5
AgNOR-a nalazi naj¢es¢e kod adenokarcinoma (gr. I — 33,33%, gr. Il — 56,66%, gr. 111
64,56%). Medusobnim usporedivanjem skupina (dijagnoza) postoji statisticki znacajna
razlika (p<0,05) za sve skupine, osim za srednje i slabo diferencirani adenokarcinom
endometrija (p>0,05). Na citoloskim uzorcima kiretmana®"® takoder postoji statisticki
znacCajna razlika (p<0,05) s obzirom na raspodjelu broja AgNOR-a u jezgri, osim za
parove skupina HC i HA te HA i AdenoCa gr. I (p>0,05). Vrdoljak-Mozeti¢'*® nije
posebno analizirala postotak >1 AgNOR-a po jezgri u citoloskim uzorcima endometrija.

39

Gottwald i sur.,” analizirajuéi histoloske preparate seroznih tumora jajnika nakon

kemoterapije, nalaze da postotak jezgara s vise od pet AgNOR-a ima bolji prognosticki
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znadaj od diferenciranosti tumora. I drugi autori>> navode da je postotak jezgara sa
jednim AgNOR-om najve¢i kod benignih tumora i raste sa dediferencijacijom tumora.
Broj stanica sa >4 AgNOR-a po jezgri takoder moze biti od koristi i u dijagnostici

24 .. .. ..
% odnosno dijagnostici lezija usne

intraepitelnih lezija vrata maternice (CIN),
Supljine.”*! Chern i sur.,'”” na citologkim uzorcima pluca, nasli su da ve¢ina malignih

tumora ima >6 AgNOR-a u jezgri, za razliku od benignih tumora (<6 AgNOR-a).

5.2.4. Veli¢ine AgNOR-a

Medusobnim usporedivanjem raspodjele 5 veli¢ina AgNOR-a (sitan, mali, srednji,
veliki i izrazito veliki) u proliferativnom, hiperplasticnom i malignom endometriju,
postoji statisticki znacajna razlika medu svima skupinama (p<0,05), osim za atipi¢nu
hiperplaziju i dobro diferencirani adenokarcinom te srednje i slabo diferencirani
adenokarcinom endometrija (p>0,05). Analiza raspodjele 5 velicina AgNOR-a u
citoloskim uzorcima endometrija, prema dostupnoj literaturi, do sada je provedena u
dvije studije."”®*"* Mahovli¢ i sur.,’"” na citologkim uzorcima kiretmana, na temelju
velicine AgNOR-a (5 podskupina). razlikuju dobro diferencirani adenokarcinom od
hiperplasti¢nog, proliferativnog i sekretornog endometrija. Vrdoljak-Mozeti¢'*
prednost daje jednostavnijem modelu raspodjele AgNOR-a na tri veli¢ine, koja je
takoder ucinjena 1 u ovoj studiji. Naime, raspodjelom AgNOR-a u tri veli¢ine (mali,
srednji 1 veliki AgNOR), medusobnim usporedivanjem ne razlikuju se dobro
diferencirani adenokarcinom i sloZena hiperplazija endometrija. te srednje i slabo
diferencirani adenokarcinom. Medutim, treba naglasiti da se veliki AgNOR-i dva puta
ceS¢e javljaju u adenokarcinomu gr. 1 (73,48%) nego u jednostavnoj sloZenoj
hiperplaziji (6,38%), §to je zapazeno i1 u ranijoj studiji na citoloSkom uzorku
kiretmana.”'? Vrdoljak-Mozeti¢'*® nalazi, na temelju frekvencija javljanja velikih
AgNOR-a, znacajnu razliku izmedu benignih promjena (proliferacija, jednostavna i
slozena hiperplazija) u odnosu na atipicnu slozenu hiperplaziju te dobro i srednje
diferencirani adenokarcinom.

Podjela AgNOR-a u tri veli¢éine primijenjena je i na otiscima seroznih'” i
mucinoznih'' tumora jajnika. Veliki AgNOR-i &eiée se nalaze kod malignih, srednji
kod grani¢no malignih, a mali kod benignih seroznih,'” dok se na temelju malih
AgNOR-a mogu odijeliti mucinozni grani¢no maligni od malignih tumora, odnosno na

temelju velikih AgNOR-a mucinozni benigni od graniéno malignih tumora.'”!
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5.3. DNK static¢ka citometrija

DNK image citometrija je Siroko prihvacena metoda, u prvom redu za stupnjevanje

131,242 131,243,244 . 243
’ 12" Nordstrom 1 sur.,

malignih tumora, ukljucujucéi i endometralni karcinom.
isti€u na temelju multivarijatne analize, aneuploidiju, dob i klini¢ki stupanj bolesti kao
najvaznije prediktorne ¢cimbenike za nastanak endometralnog karcinoma.

U ovoj studiji vrijednosti DNK indeksa dobivene ICM metodom, u citoloskim uzorcima
aspirata endometrija kategoriziranim prema patohistoloskim dijagnozama, razlikuju se
analizom varijance (ANOVA by ranks. p=0,0190). Populacije stanica su diploidne
(proliferacija, HC, HA, adenoCa gr. I) i hiperdiploidne (HS, adenoCa gr. II i adenoCA
gr. IIT). Medutim, primjenom post-hoc testa (Kruskal-Wallis ANOVA test), medusobnim
usporedivanjem pojedinih dijagnoza nema statisticki znacajne razlike (p>0,05). Prema

. 173
van Velthoven-u i sur.,

DI vrijednosti za proliferaciju 1 hiperplazije bez i s atipijom su
diploidne, uz izuzetak jednostavne hiperplazije sa grani¢nom (engl. near-diploid) DI
vrijedno$¢u (1,16+0,13). Norris i sur.,** na histoloskim uzorcima endometrija, takoder
ne nalaze znacajnu razliku s obzirom na DNK vrijednosti u proliferativnom,
hiperplastiénom, atipicnom hiperplasticnom 1 malignom endometriju. ObjaSnjenje
nalaze u diploidnim i peridiploidnim populacijama stanica kod 2/3 jezgara
endometralnog karcinoma, ¢ime su DNK vrijednosti relativno korisne u dijagnostici
raka endometrija. Osim toga, smatraju da je nezadovoljavaju¢e odvajanje pojedinih
histoloskih skupina posljedica nedovoljno preciznog DNK mjerenja uzrokovanog visim
koeficijentom varijacije nego kod FCM-a. Takoder, navode da bi analiza vece
interpretaciji DNK histograma. Biesterfeld i sur.,”*® primjenjuju¢i ICM na jednoslojnim
razmazima dobivenim tehnikom stani¢ne separacije iz tkivnih rezova debljine 50um,
izdvajaju dijagnosticki vrijedne citometrijske varijable kao Sto su evaluacija indeksa
distribucijske slike DNK (srednja vrijednost ploidije, negativna vrijednost uravnotezene
ploidije — engl. ploidy imbalance, indeks devijacije 2¢) i smjestaj vrska Go/G; (diploidni
devijacijski kvocijent, DNA stemline ploidija) u odredivanju maligne transformacije
endometralnog epitela, usporedujué¢i ih sa podacima protocne citometrije. Naime, u
klini¢koj interpretaciji podataka primjenom razlicitih varijabli DNK image citometrije,
hiperplasti¢ne lezije endometrija bez atipije mogu se diferencirati od onih s atipijom ili

od adenokarcinoma.
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Pradhan i sur.,”*® primjenjujué¢i ICM na suspenziji stanica (slikovna analiza na >1000
jezgara) kod razli¢itih histoloskih tipova raka endometrija (endometralni, serozni, clear-
cell, small-cell, nediferencirani i neklasificirani), nalaze da status ploidije korelira s
histoloskim subtipovima endometralnog karcinoma. Vecina karcinoma endometralnog
tipa (3/4) bila je diploidna, dok je aneuploidija (engl. non-diploid) uocena kod svih
seroznih 1 clear-cell tipova. Takoder, smatraju da je opravdana klasifikacija
endometralnog karcinoma na tip I (estrogen ovisan) i tip II (estrogen neovisan), buduci
da se oni razlikuju s obzirom na parametre ovisne o ploidiji (DNA index, ScER i 9cER).
Subtipovi estrogen neovisnog raka endometrija (serozni adenokarcinom i karcinom
svijetlih stanica) ne razlikuju se medusobno s obzirom na navedene parametre te je
opravdano njihovo uvrStavanje u tip II karcinoma. Autori isti€u vrijednost primjene
analize DNK parametara kod endometralnog karcinoma kod kojeg postoje
diferencijalno-dijagnosticke dileme.

Populacije stanica s povecanim DNK sadrzajem, tj. ve¢im vrijednostima od normalne
distribucije u stani¢nom ciklusu (>5c), takoder mogu biti odraz bioloskih svojstava koji
nisu sinonim za ploidiju ili udio S-faze, a s druge strane mogu biti i od prognostickog
znadenja. Neki autori>****’ smatraju da je aneuploini tumor onaj sa ne-euploidnim
vrho(m)vima ili kod kojih je broj jezgara s >5c iznad 1%. Na naSem uzorku sadrZaj
DNK >5c¢ naden je u svima citoloskim uzorcima aspirata endometrija kategoriziranima
kao hiperplastiCan bez i s atipijom te maligni endometrij. Multivarijatnom analizom
(ANOVA by ranks) postoji statisticki znacajna razlika za promatrane kategorije. Najveci
udio naden je kod slabo diferenciranog adenokarcinoma (4,97+4,10%), koji se
statisti¢ki znacajno razlikuje (p<0,05) s obzirom na onaj u atipi¢noj (0,55+0,95%) 1
jednostavnoj hiperplaziji (0,15+0,37%), odnosno u proliferaciji (0,15+0,37%). Dakle,

246,247

prema gore navedenim kriterijima, atipicna i jednostavna hiperplazija te

proliferacija sadrze diploidnu populaciju stanica, dok se prema van Velthoven-u i sur.'”

hiperplasia simplex kategorizira u hiperdiploidnu promjenu. Neki autori*****

smatraju
da prisutnost najmanje tri ScEE (engl. 5c exceeding events) ima dijagnosti¢cko znacenje
u smislu prisutnog malignog potencijala. Analiziraju¢i uzorke otisaka karcinoma
endometrija I[CM metodom, Strang i sur.”>’ navode DNK sadrZaj >5c kao najja&i faktor
u predvidanju tijeka bolesti, neovisno o mjerenju ploidije tumora. Takoder su misljenja

da ove «DNK-bogate» stanice, Sto se ti¢e bioloskih svojstava, daju bolju informaciju od

S-faze dobivene proto¢nom citometrijom, utjecuci na prognozu bolesti.
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Kohler i sur.,””® u prospektivnoj citofotometrijskoj studiji na citoloskim uzorcima
obriska karcinoma endometrija uzetog sa mjesta najdublje invazije svjezeg tkiva,
navode da stopa ne-diploidnih tumora raste sa klinickim stadijem, gubitkom
diferencijacije i dubinom invazije miometrija. DNK sadrzaj, stupanj maligniteta (DNA-
MG) 1 stopa populacije stanica >5c statisticki znacajno su u porastu s obzirom na
klini¢ki tijek bolesti i histoloski stupanj diferencijacije tumora. Ista grupa autora®*
smatra, da s obzirom na male varijabilitete unutar specifi¢nih slucajeva endometralnog
karcinoma (diploidija, aneuploidija, DNA-MG, >5cERa), DNK parametri predstavljaju
pogodne objektivne indikatore prognoze u planiranju rizi¢no primjenjive terapije. Do

sli¢nih spoznaja dolaze Naumann i sur.,””

usporedujuci ploidiju, 2c¢ indeks devijacije
(2cDI), DNA-MG 1 populaciju >5c. Naime, oni isticu nuZnost upotrebe nekoliko
posebno matematicki definiranth DNK parametara u procjeni citokinetskih
karakteristika tumora, budu¢i da je ve¢ina endometralnih karcinoma dobro diferencirana
1 diploidne DNK slike.

Wagner i sur.,”" analizirajuéi tumore jajnika ranog FIGO klini¢kog stupnja, naglasavaju
da je postotak stanica sa visokim DNK sadrzajem (>5c) reproducibiliji i neovisniji
parametar od ploidije u procjeni prezivljenja, ¢ime se mogu identificirati visoko-rizi¢ne
skupine 1 utjecati na terapijske odluke u svrhu poboljSanja postupnika kod lijecenja.
DNK sadrzaj >9c u ovoj studiji (</%) uocen je samo kod slabo diferenciranog
adenokarcinoma endometrija (0,25+0,41%) i slozene hiperplazije (0,07+0,25%). Neki
autori smatraju ovaj parametar sigurnijim parametrom aneuploidije,”>*>> buduéi je
upitna usporedba koli¢ine DNK >5¢ u odnosu prema >9¢ kao prediktora progresije te bi
se na taj nacin sprijecilo «precjenjivanje» vaznosti DNK ploidije kod malih morfoloskih
promjena.”>*

U budu¢im istrazivanjima u cilju procjene klinickog tijeka hiperplazija endometrija
trebalo bi posebnu paznju obratiti na one promjene s vrijednostima DNK sadrzaja >5c 1
naroc€ito >9c, kako bi se pravovremeno odvojila i1 intenzivnije pratila skupina rizi¢nih
pacijentica za nastanak maligne bolesti endometrija.

Proliferacijska frakcija stanica (S-faza), kao $to je ranije spomenuto u ovom radu,
izraCunata je na tri nacina, budu¢i da nema jedinstvenog protokola za odredivanje udjela
stanica izvan Go/G, faze stani¢nog ciklusa primjenom staticke DNK citometrije.
Opcenito, postoji statistiCki znacajna razlika za proliferativan, hiperplastican i maligan
endometrij, s obzirom na S-fazu izraZenu prema van Velthovenu i sur.'” i Cornellisse i

146

sur. ~ Medutim, medusobnim usporedivanjem skupina razlikuje se samo endometrij u
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proliferaciji u odnosu na slabo i srednje diferencirani karcinom endometrija (metoda po

173

van Velthoven-u i sur.'”). Sliéno iznosi Seili-Bekafigo'® kod akutnih limfati¢nih

.. . . . . . 146
leukemija odraslih, premda osobno smatra racunanje po Cornelisse-u 1 sur.

histograma, za razliku od neSto rigidnije 1 generalizirane metode raCunanja prema
fiksnom broju klasa histograma, koje preporucuje van Velthoven i sur.'”” Smojver-
Jezek,” analizirajuéi DNK sadrzaj makrofaga u bronhoalveolarnom ispirku bolesnika
sa sarkoidozom, daje prednost metodi po van Velthovenu i sur.,'” smatrajuéi da bolje
opisuje promjene DNK sadrzaju kod proliferativnih stanja i ne-malignih stanica sa
promijenjenim proliferacijskim sposobnostima, kao §to su makrofagi.

U ovom radu sli¢ni su rezultati DNK ploidije 1 S-faze onima dobivenim proto¢nom
citometrijom na histoloskim uzorcima hiperplastinog, atipi¢nog hiperplasti¢nog i
malignog endometrija. Naime, Pervez i sur.>® ne nalaze razliku izmedu hiperplastiénog
1 atipi¢nog hiperplasticnog endometrija na temelju ploidije ili udjela S-faze primjenom
protocne citometrije. Takoder, u svega nekoliko radova razmatrala se mogucénost
razlikovanja atipi¢ne hiperplazije od dobro diferenciranog karcinoma endometrija
primjenom FCM analize. Aneuploidija kod dobro diferenciranog karcinoma
endometrija, u veéini radova, izrazito je niska,”**7 dok se za S-fazu smatra,
promatrajuci atipi¢nu hiperplaziju i adenokarcinom endometrija visokog stupnja zrelosti
(gr. I), da nije pouzdana zbog izrazene varijacije u pojedina¢nim sluc¢ajevima, premda
postoji statisti¢ki zna¢ajna razlika.>>®

Modifikacija DNK analize pojedinih dijelova histograma u ovom radu,”*® dala je
statisticki znacajnu razliku (p<0.05) s obzirom na proliferativni, hiperplastican i
maligan endometrij, za udio vrijednosti 2N (2c), ali nema razlike za udio vrijednosti
racunane od vrska histograma (2N;2c) do vrijednosti 4N (4c). Najveée stope udjela
stanica u vrsku (2N;2c) histograma. nalaze se kod karcinoma endometrija, dok
proliferativan endometrij ima nesto visu vrijednost 2N od hiperplazija sa 1 bez atipije.
Raspodjela pojedinih dijelova DNA histograma, mogla bi se objasniti razli¢itom
apoptozom kod pojedinih patologkih stanja endometrija.”>® Naime, broj apoptoti¢nih

stanica je znacajno veci kod endometralnog karcinoma, usporedujuci ih s onima kod

258,259 258

endometralne hiperplazije. Kokawa 1 sur.”” takoder uocCavaju i ve¢i udio

apopotic¢nih stanica usporedujuéi hiperplazije endometrija sa i bez atipija. Sli¢no se

260,261

nalazi i kod patoloskih stanja drugih organa te se sugerira da pojavnost apoptoze

svakako treba povezati i s karcinogenezom endometralnog karcinoma. Naime,
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prekomjerna ekspresija antiapoptoticnog Bcl-2 proteina moze biti povezana s
nastankom endometralne hiperplazije, za razliku od izrazite ekspresije Bax proteina,
promotora apopotoze, opisanog antagonista anti-apoptoticnog djelovanja Bcl-2 putem
heterodimerne interakcije,”® koji se povezuje sa progresijom hiperplazije u

endometriodni karcinom endometrija.”>®

5.4. Identifikacija parametara koji omoguluju razlikovanje pojedinih promjena
endometrija na citoloSkim uzorcima aspirata materista

U istrazivanju su primjenom diskriminacijske multivarijatne analize izdvojene skupine
varijabli koje omogucuju razlikovni kriterij za dijagnozu hiperplasti¢nog endometrija s i
bez atipije kao i malignog endometrija. Primjenom kvantitativne slikovne analize na
citoloskim uzorcima proliferativnog, hiperplasti¢nog i malignog endometrija obojanima
metodom po Papanicolaou-u i srebrom (AgNOR analiza), izdvaja se 8 varijabli (ukupna
povrsina i ukupni broj AgNOR-a, Sirina i najmanji polumjer jezgre, opseg i maksimalni
polumjer jezgre, te povrSina i1 pravilnost jezgre), na temelju kojih ¢e se u 77,3%
predvidjeti patohistoloska dijagnoza. Morfometrijskom i statickom DNK analizom
primjenjenom na citoloskim uzorcima aspirata endometrija obojanima po MGG-u i
Feulgen-u, izdvajajuc¢i 9 varijabli diskriminacijskom multivarijatnom analizom ($irina
jezgre, minimalni 1 maksimalni polumjer jezgre, opseg i povrSina jezgre, postotak
stanica sa DNK sadrzajem >4N, >5N, >9N, te I0D) predvida se patohistoloSka
dijagnoza u 62% slucajeva. Ukoliko se primjeni diskriminacijska multivarijatna analiza
na uzorke aspirata endometrija standardno obojane metodom po Papanicolaou-u i
MGG-u te za AgNOR 1 ICM analizu, izdvaja se skupina koju ¢ini ukupno 14 varijabli: 9
morfometrijskih (ukupna povrSina i ukupni broj AgNOR-a, za bojanje po Papanicolaou
— povrsina i opseg jezgre, maksimalni i minimalni polumjer jezgre, Sirina jezgre; za
MGG bojanje — povrsina i opseg jezgre) i 5 DNK citometrijskih (I0D, >4N, >5N, >9N,

% S-faze prema Cornelisse-u i sur.'*®

), na temelju kojih ¢e se u 92% predvidjeti
patohistoloska dijagnoza.

Norris i sur.,”* analiziraju¢i morfometrijski i citofotometrijski histologke uzorke
hiperplasti¢nog, atipi¢nog hiperplasticnog 1 malignog endometrija, dobivaju
klasifikacijski model primjenom diskriminacijske analize, uz koriStenje linearnog

stupnjevitog eliminiranja varijabli (engl. linear stepwise diskiminant program, Berkeley

CA, program P7M). Model se sastojao od 6 varijabli (broj analiziranih stanica, srednji
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ekvivalentni dijametar, srednja vrijednost najduzeg promjera/prosjecni feret dijametar,
koeficijent varijacije povrSine jezgre, srednji FF-faktor, srednji feret promjer), na
temelju kojeg su zadovoljavajuée dijagnosticirali 79% (74/94) slucajeva, usporedujuci
ith s originalnim dijagnozama. Preostalih 20 «krivo» dijagnosticiranih slucajeva
razlikovalo se za jedan (18/20) odnosno za dva (2/20) stupnja od originalne dijagnoze.
Objasnjenje nalaze u neadekvatnim ili nedovoljno preciznim kvantitativnim kriterijima
te smatraju da uz primjenjene kriterije koji ukljucuju celularnost i morfometriju jezgre,
svakako treba ukljuciti dodatne kvantitativne kriterije, u prvom redu arhitekturalnu
gradu Zlijezda."”

Ovo istrazivanje ukazuje da digitalna slikovna analiza citoloSkih uzoraka aspirata
endometrija, primjenjena na standardno obojane i morfoloski analizirane citoloske
uzorke aspirata endometrija (Papanicolau, MGG), uz naknadno bojanje srebrom
(AgNOR analiza) i Feulgen metodom (DNK staticka citometrija), predstavlja vrlo
korisnu metodu, koja omogucava otkrivanje ne samo jasno malignih ve¢ 1 ranih
patoloskih promjena endometrija, odvajajuci skupine rizicnih pacijentica za nastanak
maligne bolesti. Preklapanje pojedinih morfometrijskih i kinetickih (AgNOR, DNK)
parametara izmedu ispitivanih skupina endometrija moze se prevladati, uz temeljnu

citomorfolosku analizu, primjenom njihove kombinacije, ukljuc¢uju¢i 1 klinicke podatke.
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6. ZAKLJUCCI

6.1. Morfometrija jezgre

6.1.1. Bojanje po Papanicolaou-u

Primjenom digitalne morfometrijske analize na citoloske uzorke aspirata endometrija

obojane po Papanicolaou, razlikuje se (p<0.05):

proliferativan, hiperplastican 1 maligan endometrij po povrsini i konveksitetu
povrsine jezgre i Sirini jezgre, osim srednje diferenciranog adenokarcinoma i
atipicne hiperplazije te slozene 1 jednostavne hiperplazije; po opsegu,
najvecem polumjeru i duzini jezgre osim slozene i jednostavne hiperplazije;
proliferacija i dobro diferencirani adenokarcinom u odnosu na ostale skupine
po najmanjem polumjeru jezgre,

proliferacija u odnosu na hiperplasti¢an (sa i bez atipije) i maligan endometrij
po pravilnosti jezgre (FF)

hiperplasti¢an endometrij bez atipije (HC 1 HS) u odnosu prema malignom,
hiperplasticnom endometriju s atipijom (HA) kao i1 u odnosu na proliferaciju
po povrsini i konveksitetu povrsine jezgre, opsegu, najmanjem i najduzZem

polumjeru jezgre, duljini i Sirini jezgre.

6.1.2. Bojanje po MGG-u

Primjenom digitalne morfometrijske analize na citoloske uzorke aspirata endometrija

obojane po MGG-u, razlikuje se (p<0,05):

proliferativan, hiperplastican 1 maligan endometrij po povrsini i konveksitetu
diferenciranog adenokarcinoma; po opsegu jezgre, najduzem polumjeru i
duzini jezgre, osim srednjeg i1 slabo diferenciranog adenokarcinoma te
jednostavne hiperplazije i proliferacije;

proliferativan 1 hiperplasti¢an endometrij bez atipije po pravilnosti (FF) jezgre
u odnosu na adenokarcinom endometrija razli¢itog stupnja diferenciranosti; po
izduzenosti (D/B) jezgre u odnosu na atipi¢nu hiperplaziju i adenokarcinom
endometrija razli¢itog stupnja zrelosti;

proliferativan i hiperplastican endometrij bez atipije (HC i HS) u odnosu na

maligni 1 atipi¢ni hiperplasti¢cni endometrij (HA) po povrsini i konveksitetu
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povrsine jezgre, opsegu jezgre, najmanjem i najduljem polumjeru, duZini,
Sirini i izduZenosti jezgre.
6.1.3. Bojanje po Papanicolaou-u i MGG-u
Primjenom digitalne morfometrijske analize na citoloske uzorke aspirata endometrija.
jedinicne mjere jezgre znatno su vece u uzorcima obojanim po MGG-u od onih
obojanima po Papanicolaou-u. S obzirom na bojanje, razlikuje se (p<0,05):
e proliferativan, hiperplastican (s 1 bez atipije) i maligan endometrij po povrsini i
konveksitetu povrsine jezgre. opsegu jezgre. najmanjem i najduzem polumjeru

jezgre, duzini i Sirini jezgre.

6.2. AgNOR analiza
6.2.1. Pojedinacni AgNOR
6.2.1.1. Broj pojedinacnog AgNOR-a:

e srednja vrijednost broja pojedinatnog AgNOR-a postepeno raste od
proliferativnog endometrija. preko jednostavne, sloZzene 1 atipine
hiperplazije do adenokarcinoma endometrija razli¢itih stupnjeva zrelosti;

e proliferativni i hiperplasticni endometrij bez atipija statisticki se
znacajno razlikuju (p<0,05) od karcinoma endometrija;

e nema statisticki znacajne razlike (p>0,05) izmedu atipi¢ne hiperplazije i
dobro diferenciranog adenokarcinoma, odnosno hiperplazija bez i sa
atipijom.

6.2.1.2. Povrsina pojedinacnog AgNOR-a:

e proliferacija, hiperplazije sa 1 bez atipija medusobno se razlikuju
(p<0,05) po ukupnoj povrsini pojedinacnih AgNOR-a;,

e proliferacija, hiperplazije sa i bez atipija znacajno se razlikuju (p<0,05)
po prosjecnoj, minimalni i maksimalnoj povrsini, medusobno i u odnosu
na adenokarcinom razli¢itih stupnjeva diferenciranosti, osim dobro
diferenciranog adenokarcinoma i sloZzene hiperplazije (p>0,05);

e proliferacija i jednostavna hiperplazija znacajno se razlikuju po udjelu
prosjecne povrsine pojedinacnih AgNOR-a po jezgri medusobno 1 u
odnosu na hiperplazije s 1 bez atipije i adenokarcinom razli¢itih

stupnjeva diferenciranosti (p<0,05).
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6.2.2. AgNOR nakupine
6.2.2.1. Broj AgNOR nakupina:

srednja vrijednost broja AgNOR nakupina raste s ja¢inom lezije;
proliferacija i hiperplazije endometrija bez atipija (HS, HC) razlikuju se
(p<0,05) medusobno 1 u odnosu na atipicnu hiperplaziju 1
adenokarcinom razli¢itog stupnja zrelosti;

nema statisticki znacajne razlike (p>0,05) izmedu atipicne hiperplazije 1
dobro diferenciranog adenokarcinoma endometrija te slabo i srednje

diferenciranog karcinoma endometrija.

6.2.2.2. Povrsina AgNOR nakupina:

proliferativni, hiperplastican 1 maligan endometrij razlikuju se
medusobno (p<0,05) po ukupnoj povrSini AgNOR nakupina, osim za
sloZenu i jednostavnu hiperplaziju;

proliferativni, hiperplastican 1 maligan endometrij razlikuju se
medusobno (p<0,05) po najvecoj povrSini AgNOR nakupine, osim za
atipi¢nu hiperplaziju i proliferaciju;

HC se znacajno razlikuje (p<0,05) po prosje¢noj povrsini AgNOR
nakupina u odnosu na sve skupine (proliferaciju, HS, HA te adenoCa
gr.I-11I);

proliferacija, hiperplazije bez i s atipijom znacajno se razlikuju (p<0,05)
po udjelu prosjecne povrsine AgNOR nakupina po jezgri u odnosu na
karcinom endometrija razli¢itih stupnjeva zrelosti.

proliferacija 1 HS razlikuju se medusobno i u odnosu na HC, HA te

adenoCa gr. I-11I (p<0,05) po najmanjoj povrsini AgNOR nakupina.

6.2.3. Ukupan AgNOR
6.2.3.1. Broj ukupnog AgNOR-a:

broj ukupnog AgNOR-a raste s rastu¢om lezijom,;
proliferativan, hiperplasti¢an i maligan endometrij razlikuju se (p<0,05)
medusobno, osim srednjeg i slabo diferenciranog adenokarcinoma

endometrija

6.2.3.2. Povrsina ukupnog AgNOR-a:

povrsina ukupnog AgNOR-a raste s rastu¢om lezijom;

145



proliferativan, hiperplasti¢an i maligan endometrij razlikuju se (p<0,05)
medusobno, osim hiperplazija bez atipije (HC-HS);

hyperplasia complex razlikuje se (p<0,05) od svih skupina, s obzirom na
prosjecnu vrijednost povrs§ine AgNOR-a po ukupnom broju AgNOR-a u
jezgri;

proliferativan, hiperplasti¢an 1 maligan endometrij razlikuju se (p<0,05)

medusobno po vrijednosti ukupne povrSine AgNOR-a po jezgri, osim za

HS i HC te HS i HA (p>0,05).

6.2.4. AgNOR prema velicini povr§ine
6.2.4.1. Raspodjela AgNOR-a na 5 podskupina:

sitan i izrazito veliki AgNOR-i ¢esce se javljaju u adenokarcinomu nego
u hiperplazijama endometrija;

izrazito veliki AgNOR ceS¢e se javlja u proliferativnom endometriju
nego kod hiperplazija 1 dobro diferenciranog adenokarcinoma
endometrija;

proliferativan, hiperplasti¢an i maligan endometrij razlikuju se (p<0.05)
medusobno po raspodjeli AgNOR-a, osim za atipi¢nu hiperplaziju i
dobro diferencirani adenokarcinom te srednje i slabo diferencirani

adenokarcinom endometrija.

6.2.4.2. Raspodjela AgNOR-a na 3 podskupine:

mali 1 veliki AgNOR-i javljaju se ¢eS¢e kod adenokarcinoma nego u
hiperplazijama;

veliki AgNOR je ¢es¢i u proliferaciji nego kod hiperplazija;
proliferativan, hiperplastican 1 maligan endometrij razlikuju se

medusobno (p<0,05), osim HC 1 adenoCa gr. I te adenoCa gr. I 1 II.

6.2.5. Raspodjela broja AgNOR-a po dijagnozama:

jedan AgNOR najcesce je prisutan u proliferaciji;

dva AgNOR-a naj¢es¢e su prisutna u proliferaciji 1 jednostavnoj
hiperplaziji;

tri (>30%) AgNOR-a najceS¢e su zastupljena u hiperplazijama sa i bez
atipije;

pet 1 viSe AgNOR-a najc¢eS¢e se nalaze u adenokarcinomu razli¢itog

stupnja zrelosti;
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e proliferativni, hiperplastican i maligan endometrij razlikuju se
medusobno  (p<0,05), osim srednjeg 1 slabo diferenciranog

adenokarcinoma endometrija (p>0,05).

6.3. DNK analiza

6.3.1. 10D

Srednje vrijednosti IOD-a rastu od proliferacije i hiperplazija bez 1 s atipijom do
adenokarcinoma endometrija. Razlika je statisticki znacajna (p<0,05) osim za HA i
proliferaciju (p>0,05).

6.3.2. DNK analiza histograma

6.3.2.1. DNK indeks (DI)

Prema van Velthoven-u, DI vrijednost je diploidna za proliferaciju, HC, HA i dobro
diferencirani adenokarcinom endometrija, odnosno hiperdiplodna za HS (grani¢na
vrijednost), te srednje i slabo diferencirani adenokarcinom endometrija. Medusobnim
usporedivanjem nema statisti¢ki znacajne razlike medu skupinama (p>0,05).

6.3.2.2. DNK sadrzaj

6.3.2.2.1. DNK sadrzaj >4N

e srednja vrijednost postotka stanica >4N raste od proliferacije preko
hiperplazija do adenokarcinoma endometrija, razlika je statisticki
znacajna (p<0,05);

e medusobnim usporedivanjem skupina razlikuju se proliferacija, HS i HC
u odnosu na karcinome razliitih stupnjeva zrelosti (p<0,05).

6.3.2.2.2. DNK sadrzaj >5c i >9c («single celly DNA aneuplodija)

e >5c DNK sadrzaja nalazi se u svima citoloskim uzorcima aspirata
endometrija sa stopom <1%, osim u srednje (7,23+1,46%) 1 slabo
diferenciranom adenokarcinomu endometrija (4,97+4,10%). Statisticki
znaCajna razlika (p<0,05) je za slabo diferencirani adenokarcinom u
odnosu prema proliferaciji, jednostavnoj hiperplaziji, odnosno atipic¢noj
hiperplaziji endometrija;

e >9c¢ DNK sadrzaja (<1%) nalazi se samo u slozenoj hiperplaziji i1 slabo
diferenciranom adenokarcinomu endometrija. Statisticki nema znacajne

razlike medusobnim usporedivanjem skupina (p>0,05).

147



6.3.2.2.3. S-faza
e prema van Velthoven-u i sur. medusobnim usporedivanjem skupina.
razlikuje se proliferacija (p<0,05) u odnosu na srednje i slabo
diferencirani adenokarcinom;
e medusobnim usporedivanjem prema Cornelisse-u i sur., kao i na temelju
vrijednosti od 2,5¢-3,5c, nema razlike medu skupinama (p>0,05).
6.3.2.2.4. DNK sadrzaj u 2N (vrSak-«peak» histograma)
e srednja vrijednost postotka stanica u vrSku histograma raste od
hiperplazija do adenokarcinoma endometrija (p<0,05);
¢ medusobnim usporedivanjem postoji znacajna razlika (p<0,05) za slabo
diferencirani adenokarcinom endometrija u odnosu na hiperplazije bez i s
atipijom.
6.3.2.2.5. DNK sadrzaj od vrska (2N) do 4N histograma
e nema razlike (p>0,05) za proliferativni, hiperplastican 1 maligan
endometrij;
e medusobnim usporedivanjem postoji znacajna razlika (p<0.05) za HA 1
HS.
6.3.2.2.6. DNK sadrzaj u 4N
e nema statistiCki znacajne razlike (p>0,05) za maligni hiperplastican 1

proliferativan endometrij, kao ni medusobnim usporedivanjem skupina.

6.4. Parametri koji omogucavaju razlikovanje pojedinih endometralnih promjena
u citoloSkim uzorcima aspirata materista prema diskriminacijskoj analizi

e multivarijatnom diskriminacijskom analizom sa znacajne Cetiri
diskriminacijske funkcije (p<0,05), izdvajaju se morfometrijske varijable

AgNOR-a (ukupna povrsina, broj) i jezgre obojane po Papanicolaou-u

(Sirina, minimalni polumjer, opseg, maksimalni polumjer, povrSina,

pravilnost), omoguéavaju¢i predvidanje patohistoloske dijagnoze u

77,3% citoloskih uzoraka. Karcinom se otkriva u >95%, HA u 70%, HC

i proliferacija u 75% te HS u 76.9% citoloskih uzoraka aspirata

endometrija. Samo kod jedne HS 1 jedne proliferacije identificirana je 1

atipija (HA);
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multivarijatnom diskriminacijskom analizom sa znacajne dvije
diskriminacijske funkcije (p<0,05), izdvajaju se morfometrijske varijable
jezgre obojane po MGG-u (Sirina, minimalni 1 maksimalni polumjer,
opseg, povrsina, izduzenost jezgre, pravilnost) 1 varijable DNK analize
(DI, >4N, >5N) omogucavajuci predvidanje patohistoloske dijagnoze u
68% citoloskih uzoraka. Karcinom endometrija otkriva se u 85,7%, HA u
50%, HC u 58,3%, HS u 84,6%, a proliferacija u 66,7% citoloskih
uzoraka aspirata endometrija. Kod originalno dijagnosticiranih promjena
bez atipije (2 proliferacije, 3 HC), image analizom dijagnosticirana je
atipija (HA), odnosno 2 adenokarcinoma i 4 HA interpretirani su
primjenom morfolosko-kinetickih parametara kao promjene bez atipije;

multivariatnom  diskriminacijskom  analizom sa znaCajne tri
diskriminacijske funkcije (p<0,05), izdvajaju se morfometrijske varijable
AgNOR-a (ukupna povrSina, ukupni broj) i jezgre (povrSina i opseg
jezgre kod bojanja po Papanicolaou-u i MGG-u, a maksimalni i
minimalni polumjer i Sirina jezgre u preparatima obojanim samo po
Papanicolaou-u), te varijable DNK analize (IOD, >4N, >5N, >9N, S-faza
po Cornelisse-u), omogucavajuci predvidanje patohistoloske dijagnoze u
92% citoloskih uzoraka. Karcinom endometrija otkriva se u 96,4%, HA 1
HS u 100%, a HC u 83,3% citoloskih uzoraka endometrija. Kod jedne
originalno  dijagnosticirane HC, odnosno dobro diferenciranog
adenokarcinoma, identificirana je HA na temelju morfometrijskih i

kinetickih parametara.
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7. SAZETAK

Cilj rada: kompjutorskom slikovnom analizom citoloskih uzoraka aspirata endometrija
odrediti morfometrijske 1 kineticko-proliferativne parametre u svrhu citodijagnosticke
procjene proliferativnog, hiperplasticnog i malignog endometrija. Bolesnice i metode
rada: Na arhivske citoloSke uzorke aspirata endometrija, klasificirane prema
patohistoloskim dijagnozama (proliferacija, hyperplasia symplex-HS, hyperplasia
complex-HC, hyperplasia complex atypica-HA, adenocarcinoma gradus [LILIII-
adenoCa gr. LILIII) standardno obojane metodom po Papanicolaou-u (ukupno n=77:
proliferacija - n=12, HS - n=13, HC- n=12, HA - n=10, adenoCa gr. I - n=10, adenoCa
gr. IT - n=10; adenoCa gr. III —n =10) primjenjena je metoda za prikazivanje srebrom
obojanih nukleolarnih organizacijskih regija (AgNOR), a na obojane po May-
Griinwald-Giemsa-i, MGG (ukupno n=81: proliferacija - n=12, HS - n=13; HC - n=13;
HA — n=10, adenoCa gr. I - n=12; adenoCa gr. II - n=10; adenoCa gr. III - n=11),
metoda bojanja po Feulgenu, za statiCku DNK analizu (ICM). Digitalna slikovna analiza
izvrSena je na osobnom racunalu primjenom softverskog paketa «SFORM»y, firme
VAMSTEC, Zagreb. Interaktivha morfometrijska analiza jezgre (povrSina i opseg,
najduzi i najmanji polumjer, konveksitet, duljina i Sirina, «fakor pravilnosti» i «faktor
izduzenosti»), vrsena je na najmanje 50 (bojanje po Papanicolaou-u) odnosno 100
(bojanje po MGG-u) dobro ocuvanih jezgara epitelnih endometralnih stanica bez
preklapanja, pri poveéanju od 1000x. Kvantitativnom kompjutorskom obradom slike
analiziran je AgNOR u jezgri (broj, ukupna, srednja, najmanja i najveéa povrSina
pojedinacnih AgNOR-a i AgNOR nakupina, zatim broj, ukupna i relativna povrsina
ukupnog AgNOR-a te raspodjela triju i pet velicina AgNOR-a po uzorku). Za DNK
staticku analizu, izraCunat je integrirani opticki denzitet (IOD) za svaku ispitivanu
jezgru i internu kontrolu (limfociti, uz faktor korekcije). Ploidija je odredena prema
DNK indeksu (DI), tipu histograma i koli¢ini DNK vrijednosti >5¢ i >9c. S-faza je
izrazena prema van Velthoven-u i sur., Cornelisse-u i sur. i raspodjeli IOD vrijednosti
od 2,5¢ — 3,5c. Takoder su analizirani postoci stanica u vrsku («peak») histograma
(2N;2c¢) 1 poslije vrska histograma (2N-4N). Statisticka analiza podataka ucinjena je na
osobnom racunalu (PC) primjenom statistiCkog programskog paketa “Statistica” ver.
8.0. Rezultati: Multivarijatnom analizom (ANOVA) razlikuju se maligni, hiperplasticni i
proliferativni endometrij po svim morfometrijskim varijablama jezgre u oba bojanja

(p<0,05). Medutim, medusobnim testiranjem skupina (Kruskal-Wallis test) hiperplazije
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bez atipija znacajno se ne razlikuju jedino po faktoru pravilnosti i izduzenosti (p>0,05)
od atipicne hiperplazije, adenokarcinoma i proliferativnog endometrija (bojanje po
Papanicolaou-u), odnosno maligni i atipi¢ni hiperplasti¢ni endometrij (MGG bojanje)
statisticki se znacajno razlikuju (p<0,05) s obzirom na sve mjerene parametre od
proliferativnog 1 hiperplasticnog endometrija bez atipija, osim za faktor pravilnosti
jezgre (p>0,05). S obzirom na citolosko bojanje, morfometrijski parametri su znatno
ve¢i u MGG obojanim aspiratima materiSta, Sto je 1 statisti¢ki znacajno (p<0,05), osim
za faktor pravilnosti i faktor izduzenosti jezgre (p>0,05) kod jednostavne i slozene
hiperplazije, odnosno kod dobro diferenciranog adenokarcinoma (faktor pravilnosti) i
atipiCne hiperplazije (faktor izduzenosti) usporeduju¢i oba bojanja. Broj pojedinacnog
AgNOR-a, AgNOR nakupina i ukupnog AgNOR-a raste od proliferativnog endometrija,
hiperplazija bez i s atipijom do adenokarcinoma razli¢itog stupnja zrelosti (p<0,05).
Medusobnim usporedivanjem razlikuju se (p<0,05) proliferativan i hiperplasti¢an
endometrij bez atipije: od karcinoma endometrija (broj pojedinacnog AgNOR-a),
atipi¢ne hiperplazije i adenokarcinoma svih stupnjeva diferenciranosti (broj AgNOR
nakupina), odnosno karcinoma svih stupnjeva zrelosti (broj ukupnog AgNOR-a).
Atipicna hiperplazija i dobro diferencirani adenokarcinom endometrija takoder se
razlikuju 1 po ukupnom broju AgNOR-a (p<0,05). Proliferativan, hiperplastiCan i
maligan endometrij medusobno se razlikuju po povrsini ukupnog AgNOR-a i ukupnoj
povrsini AgNOR nakupina (p<0,05), osim za hiperplazije bez atipije (p<0,05).
Hyperplasia complex znacajno se razlikuje (p<0,05) od svih skupina po prosjecnoj
povrsini AgNOR nakupina 1 prosjec¢noj povrsini ukupnog AgNOR-a u jezgri (p<0,05).
Raspodjelom AgNOR-a prema veli¢ini povrSine medusobno se razlikuju proliferativan,
hiperplasti¢an i maligan endometrij (p<0,05), osim atipicne hiperplazije 1 dobro
diferenciranog karcinoma (raspodjela na 5 podskupina) odnosno slozene hiperplazije i
dobro diferenciranog adenokarcinoma (raspodjela na 3 podskupine). Veliki AgNOR
¢eS¢e je prisutan u proliferaciji 1 karcinomu, nego kod hiperplazija. U proliferativnom
endometriju i jednostavnoj hiperplaziji, najées¢e je prisutan 1 i/ili 2 AgNOR-a, dok se
>5AgNOR-a nalazi pretezno u malignom endometriju. Koli¢ina DNK izrazena kao
integrirana opticka gustoc¢a (IOD) raste od proliferacije i1 hiperplazija bez i s atipijom do
karcinoma endometrija razliitog stupnja zrelosti. Razlika je statisticki znacajna
(p<0,05) osim za atipi¢nu hiperplaziju 1 proliferaciju (p>0,05). Diploidni DNK indeks
(prema van Velthoven-u i sur.) nalazi se u proliferaciji, slozenoj hiperplaziji bez i s

atipijom te dobro diferenciranom adenokarcinomu endometrija, a aneuploidni u
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jednostavnoj hiperplaziji (granicna vrijednost DNK indeksa) te srednjem 1 slabo
diferenciranom adenokarcinomu endometrija. U svima citoloskim uzorcima aspirata
endometrija nalazi se <1% DNK sadrzaja >5c (p<0,05), osim kod srednje i slabo
diferenciranog adenokarcinoma endometrija (>1%). Medusobnim usporedivanjem
razlike su znacajne (p<0,05), samo za slabo diferencirani adenokarcinom endometrija u
odnosu prema proliferaciji, jednostavnoj i atipicnoj hiperplaziji. DNK sadrzaj >9c
(<1%) uocen je samo u slozenoj hiperplaziji 1 slabo diferenciranom adenokarcinomu
endometrija. Medusobnim usporedivanjem skupina nema statisticki znacajne razlike
(p>0,05). Takoder nema statisticki znacajne razlike u postotku stanica u S-fazi
stani¢nog ciklusa medu skupinama, osim, prema van Velthoven-u, za proliferaciju u
odnosu na srednje i slabo diferenicrani adenokarcinom (p<0,05). Koli¢ina DNK
sadrzaja u vrsku histograma (2N; 2c¢) razlikuje se kod slabo diferenciranog karcinoma
endometrija u odnosu na hiperplazije bez i s atipijom (p<0,05), dok nema razlike u
DNK sadrzaju u 4N (4c¢), odnosno od 2N(2¢) do 4N(4c), za cjelokupan uzorak, odnosno
medusobnim  usporedivanjem skupina (p>0,05). Primjenom diskriminacijske
multivarijatne analize izdvojeno je 8 (bojanje po Papanicolaou-u, AgNOR analiza)
odnosno 10 (MGG i DNK analiza) varijabli koje omogucuju predvidanje patohistoloske
dijagnoze u 77,3% odnosno 68% citoloskih uzoraka aspirata endometrija. Ukoliko se
primjeni diskriminacijska multivarijatna analiza na cjelokupan uzorak (dva standardna
bojanja, AgNOR i DNK analiza) izdvaja se ukupno 14 varijabli: morfometrijske
varijable AgNOR-a (ukupna povrsina, ukupni broj) i jezgre (povrSina i opseg jezgre kod
oba bojanja, maksimalni i minimalni polumjer 1 Sirina jezgre u preparatima obojanim
samo po Papanicolaou-u) te DNK citometrijske varijable (IOD, >4N, >5N, >9N, S-faza
po Cornelisse-u) omogucéavajuéi predvidanje patohistoloske dijagnoze u 92% citoloskih
uzoraka. Karcinom endometrija otkriva se u 96,4%, atipi¢na i jednostavna hiperplazija u
100 %, a sloZena hiperplazija u 83,3% citoloSkih uzoraka aspirata endometija.
Zakljucak: Digitalna slikovna analiza primjenjena na standardno obojane i morfoloski
analizirane uzorke aspirata endometrija, uz dodatnu AgNOR i DNK analizu,
omogucava otkrivanje jasno malignih i ranih patoloskih promjena endometrija,
odvajajuci skupine rizi¢nih pacijentica za nastanak karcinoma endometrija. Preklapanje
pojedinih morfometrijskih 1 kineti¢kih parametara (AgNOR, DNK) mozZe se prevladati,

......

klinicke podatke.
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8. SUMMARY

Morphometric and kinetic parameters (AgNOR, DNA cytometry) in
cytodiagnostics of hyperplastic and malignant endometrium
Vesna Mahovlié

2010

Aim. Using computer assisted image analysis of endometrial aspirate cytology samples,
to determine morphometric and kinetic-proliferative parameters for cytodiagnostic
assessment of proliferative, hyperplastic and malignant endometrium. Patients and
methods. The method of silver stained nucleolar organizer region (AgNOR) imaging
was employed for archival endometrial aspirate cytology samples classified according
to histopathologic diagnoses (proliferation, hyperplasia simplex (HS), hyperplasia
complex (HC), hyperplasia complex atypica (HA), adenocarcinoma grade I, II, III
(adenoCa gr. 1, I, III)) stained by standard Papanicolaou method (N=77; proliferation,
n=12; HS, n=13; HC, n=12; HA, n=10; adenoCa gr. I, n=10; adenoCa gr. II, n=10;
adenoCa gr. III, n=10); whereas the method of staining according to Feulgen for static
DNA analysis (ICM) was used for samples stained by May-Griinwald-Giemsa (MGG)
method (N=81; proliferation, n=12; HS, n=13; HC, n=13; HA, n=10; adenoCa gr. I,
n=12; adenoCa gr. II, n=10; adenoCa gr. III, n=11). Digital image analysis was
performed on a PC by use of the SFORM software (VAMSTEC, Zagreb). Interactive
morphometric analysis of the nucleus (area and outline, maximal and minimal radius,
convexity, length and breadth, factor of regularity and factor of elongation) was
performed on at least 50 (Papanicolaou stain) and 100 (MGG stain) well preserved
nuclei of epithelial endometrial cells without overlap, at a magnification of X1000.
Quantitative computer image processing was used to analyze nuclear AgNOR (number;
total, medium, minimal and maximal area of single AgNORs and cluster AgNORs;
number, total and relative area of total AgNOR; and distribution of three and five
AgNOR sizes per sample). On static DNA analysis, integrated optic density (I0D) was
calculated for each nucleus and internal control (lymphocytes, with correction factor).
Ploidy was determined by DNA index (DI), type of histogram and amount of >5¢ and
>9¢ DNA value. S-phase was expressed according to van Velthoven et al., Cornelisse et
al. and distribution of 2.5¢-3.5¢ 10D values. The percentage of cells in the histogram
peak (2N; 2¢) and post-peak (2N-4N) was also analyzed. Statistical data analysis was
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done on a PC using the Statistica Ver. 8.0 software. Results. Multivariate analysis
(ANOVA) differentiated malignant, hyperplastic and proliferative endometrium
according to all nuclear morphometric variables with both staining methods (£<0.05).
However, testing of hyperplasia groups without atypia (Kruskal-Wallis test) showed
them not to differ statistically significantly from atypical hyperplasia, adenocarcinoma
and proliferative endometrium (Papanicolaou stain) only according to the factor of
regularity and factor of elongation (P>0.05), whereas malignant and atypical
hyperplastic endometrium (MGG stain) differed statistically significantly from
proliferative and hyperplastic endometrium without atypia according to all study
parameters except for the factor of nuclear regularity (P>0.05). Comparing the two
methods of cytologic staining, morphometric parameters were statistically significantly
higher (P<0.05) in MGG stained endometrial aspirates, except for the factor of nuclear
regularity and factor of nuclear elongation (P>0.05) in hyperplasia simplex and
hyperplasia complex, well-differentiated adenocarcinoma (factor of nuclear regularity)
and atypical hyperplasia (factor of nuclear elongation). The number of single AgNORs,
cluster AgNORs and total AgNOR increased from proliferative endometrium through
hyperplasia without and with atypia to adenocarcinoma of various degrees of maturity
(P<0.05). On comparison, proliferative and hyperplastic endometrium without atypia
differed (P<0.05) from endometrial carcinoma (number of single AgNORs), atypical
hyperplasia and adenocarcinoma of all stages of differentiation (number of cluster
AgNORs), and carcinoma of all degrees of maturity (total AgNOR number). Atypical
hyperplasia and well-differentiated endometrial adenocarcinoma also differed according
to total AgNOR number (P<0.05). Proliferative, hyperplastic and malignant
endometrium differed according to total AgNOR area and total cluster AgNOR area
(P<0.05), except for hyperplasia without atypia (P<0.05). Hyperplasia complex differed
significantly (P<0.05) from all groups according to the mean cluster AgNOR area and
mean total AgNOR area in the nucleus (P<0.05). AgNOR distribution according to area
size distinguished proliferative, hyperplastic and malignant endometrium (P<0.05), with
the exception of atypical hyperplasia and well-differentiated carcinoma (distribution
into 5 subgroups), hyperplasia complex and well-differentiated adenocarcinoma
(distribution into 3 subgroups). Large AgNOR was more commonly present in
proliferation and carcinoma than in hyperplasia. One and/or two AgNORs were mostly
present in proliferative endometrium and hyperplasia simplex, whereas >5 AgNORs

were predominantly found in malignant endometrium. The amount of DNA expressed

154



as IOD increased from proliferation and hyperplasia without and with atypia to
endometrial carcinoma of various degrees of maturity. The difference was statistically
significant (P<0.05), with the exception of atypical hyperplasia and proliferation
(P>0.05). Diploidy DNA index (according to van Velthoven ef al.) was recorded in
proliferation, hyperplasia complex without and with atypia, and differentiated
endometrial adenocarcinoma, whereas aneuploidy DNA index was found in hyperplasia
simplex (borderline value of DNA index), and in medium and poorly differentiated
endometrial adenocarcinoma. All endometrial cytologic aspirates contained <1% of >5c¢
DNA content (P<0.05), except for intermediary and poorly differentiated endometrial
adenocarcinoma (>1%). Their comparison yielded significant differences (P<0.05), for
poorly differentiated endometrial adenocarcinoma versus proliferation, hyperplasia
simplex and atypical hyperplasia. The >9c DNA content (<1%) was only recorded in
hyperplasia complex and poorly differentiated endometrial adenocarcinoma. Group
comparison showed no statistically significant difference (P>0.05). There was no
statistically significant between-group difference in the percentage of cells in the S-
phase of cell cycle, except for, according to van Velthoven et al., proliferation versus
medium and poorly differentiated adenocarcinoma (P<0.05). The amount of DNA
content in the histogram peak (2N; 2c) differed between poorly differentiated
endometrial carcinoma and hyperplasia without and with atypia (P<0.05), whereas no
such difference was observed in DNA content of 4N (4¢) and from 2N(2c) to 4N(4c¢) in
the sample as a whole or on group comparison (P<0.05). Discriminative multivariate
analysis identified 8 (Papanicolaou stain, AgNOR analysis) and 10 (MGG and DNA
analysis) variables able to predict the histopathologic diagnosis in 77.3% and 68% of
endometrial cytologic aspirates, respectively. When discriminative multivariate analysis
was applied on the sample as a whole (two standard stains, AgNOR and DNA analysis),
the following 14 variables were identified: morphometric variables of AgNOR (total
area, total number) and nucleus (nuclear area and outline on both stains, minimal and
maximal radius and nucleus bredth only in Papanicolaou stained preparations), and
DNA cytometric variables (IOD, >4N, >5N, >9N, S-phase according to Cornelisse et
al.), able to predict the histopathologic diagnosis in 92% of cytologic samples.
Endometrial carcinoma was detected in 96.4%, atypical hyperplasia and hyperplasia
simplex in 100%, and hyperplasia complex in 83.3% of endometrial cytologic aspirate
samples. Conclusion. Digital image analysis along with AgNOR and DNA analysis

enables detection of clearly malignant and early pathologic endometrium lesions,
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differentiating the groups of patients at risk of endometrial carcinoma development.
Overlapping of particular morphometric and kinetic parameters (AgNOR, DNA) can be
overcome with thorough cytomorphological analysis and use of their combinations,

including clinical data.
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10. ZIVOTOPIS

Rodena sam 10. sijeénja 1954.godine u ReStovu (Zumberak). Osnovnu $kolu i
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sam Medicinski fakultet SveuciliSta u Zagrebu, na kojem sam promovirala
29.12.1977.g. Nakon obaveznog jednogodiSnjeg staza u okviru KBC-a Zagreb, radila
sam kao lije¢nik opce prakse u MC Duga Resa 1 MC Karlovac (2,5 g.).
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1981.g. Specijalisticki ispit polozila sam 24. srpnja 1984.¢g., od kada radim u Zavodu za
ginekolosku citologiju Klinike kao specijalista citolog. Voditelj Sluzbe za aspiracijsku
citologiju postajem 1996.g., a od 2008. g. sam Voditelj Zavoda. Naziv «primarius»
stekla sam 2007.g.

Poslijediplomski studij iz medicinske citologije i citodijagnostike upisala sam skol. god.
1981/82. Magistarski rad pod naslovom “Citoloski nalazi cerviksa uterusa u
adolescentica 1 mladih Zena» obranila sam 17. ozujka 1989.g., kada sam stekla
akademski naziv «Magistar medicinskih znanosti iz podru¢ja medicine”.

Aktivni sam ucesnik domacih 1 medunarodnih kongresa, simpozija 1 sastanaka iz
podru¢ja klinicke citologije i srodnih struka (>40 sazetaka u ¢asopisima i1 zbornicima
radova). Objavljena 32 rada (12 citira CC).

Pomo¢nik sam voditelja poslijediplomskog studija “Klini¢ka citologija” Medicinskog
fakulteta SveuciliSta u Zagrebu, na kojem sudjelujem u nastavi kolegija “Ginekoloska
citologija”. Sudjelujem u nastavi i na drugim poslijediplomskim studijima Medicinskog
fakulteta (Onkologija, Patologija) kao i u trajnoj izobrazbi citoskrinera, a od skol.god.
2005/06. aktivno sudjelujem na dodiplomskoj nastavi Medicinskog fakulteta (predmet:

Ginekologija 1 opstetricija, podruc¢je ginekoloske citologije).
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