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POPIS OZNAKA | KRATICA

DZ - dostitne Zlijezde

PTH - parathormon, paratiroidni hormon
HPT - hiperparatireoidizam

NSE - neuron specifi¢na enolaza

iPTH - intaktni parathormon

IRMA - imunoradiometrijska analiza
PTHrP - parathormonu sli¢an peptid
TGFB - transformirajuci ¢imbenik rasta

25-OH-D; - 25-hidroksikolekalciferol
1,25(0OH),D; - 1,25-dihidroksikolekalciferol, kalcitriol

24,25(0H), - 24,25-dihidroksivitamin D,

cAMP - cikliéni adenozin monofosfat

MEN - sindrom multiple endokrine neoplazije

MEN-1 - sindrom multiple endokrine neoplazije — 1 (Wermerov
sindrom)

MEN-2a - sindrom multiple endokrine neoplazije 2a

PRAD1 - paratiroid adenoma 1 protoonkogen

MGG - May-Grinvald Giemsa, metoda bojanja po Papenhajmu

PC - raCunalo

FF - Cimbenik zaokruzenosti objekta (engl. form factor)

NORs - zone jezgrinih organizatora

AgNOR - nehistonski argirofilni proteini povezani s mjestima rRNA

transkripcije proteina

DNA - deoksiribonukleinska kiselina



rRNA

SD

HPL
AD

- ribosomalna ribonukleinska kiselina

- Spearmanov koeficijent korelacije Rho
- standardna devijacija

- razina bitnosti

- hiperplazija dostitne Zlijezde

- adenom doéstitne Zlijezde



1. UVOD
1.1. EMBRIOLOGIJA | HISTOLOGIJA DOSTITNIH ZLIJEZDA

Svedanin Ivar Sandstrém, 1880. godine, prvi je otkrio kompaktna Zuta
tieleSca smjestena uz Stitnu zlijezdu i nazvao ih glandulae parathyreoideae
(1). On je prvi precizno opisao njihov makroskopski izgled i histoloSku gradu.
Dostitne Zlijezde (DZ) razvijaju se u 5. do 6. tjednu embrionalnog ravoja iz
dvije parne osnove (2,3,4,5,6). Jedna od njih nalazi se na dorzalnoj strani
distalnog kraja 3. para Skrznih vrec¢a, a druga na analognom mjestu 4. para
8krznih vreéa. DZ koje nastaju iz 3. para $krznih vreéa prilijezu uz kranialni
pol timusa i spustaju se zajedno s njim kaudalno (3,4,6). Od timusa se
odvajaju u embriju veliCine 18 mm i tada se nalaze u visini donjih polova
Stitne Zlijezde. Na taj nadin nastaju donje DZ. Obzirom na njihov dug put
tijekom embrionalnog razvoja mogu se nacéi na atipicnim mjestima, od
bifurkacije karotida, do perikarda (3,7), uz jednjak, u zidu karotida, u
prednjem mediastinumu, u farinksu ili u n. vagusu, kada mogu biti
zamijenjene za paraganglion (3,4). Povezanost s timusom objasnjava pojavu
jedne ili vise DZ u blizini ili ¢ak unutar timusa. Gornje DZ nastaju iz 4. para
Skrznih vreca, spustaju se zajedno sa stitnom Zlijezdom, nalaze se u blizini
prvobitnog lezista i imaju puno stabilniji polozaj nego donje DZ (6,8).
Uglavnom su smjestene u srednjoj trecini vrata, posterolateralno od Stitne
Zlijezde, oko 1 cm iznad sjeciSta donje tiroidne arterije i povratnog
laringealnog Zivca. Ponekad su uklopljene u tkivo stitne Zlijezde, od koje su

odijeljene vezivnhom kapsulom (3,7,9).

U &ovje&jem organizmu najéedée se nalaze &etiri DZ (80-90% populacije),
dvije gornje i dvije donje. EmbrioloSki razvoj objasnjava njihovu topografsku
varijabilnost. Tijekom embrionalnog razvoja mogu se odijeliti mali komadici
tkiva DZ, pa sve do znadajnih fragmenata. Zbog toga mogu nastati
akcesorne DZ kod 2,5-13% bolesnika (3,10). Ponekad je otkriveno 11-12 DZ
nanizanih poput niske zrna, sve do medijastinuma. Oko 3 % do 10% odraslih
ima dvije ili tri DZ (5,11,12). Nedostatak svih dostitnih Zlijezda je rijedak,
javlja se zajedno s abnormalnim razvojem timusa i tiroidnih C stanica. Takve

osobe imaju poremecen imunoloSki odgovor, promjene na kostima, licu i
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sréano-zilnom sustavu. Poremecaj je poznat pod nazivom DiGeorge-ov
sindrom (4,13). Zlijezde su opskrbljene arterijskom krvlju preko gornje i donje
tiroidne arterije. Donje DZ opskrbliene su krvlju iz donje tiroidne arterije i ta
opskrba je stalna i nezavisna i moze pomodéi pri lokalizaciji Zlijezda

smjestenih na atipiénim mjestima (3,4).

U fetusu su vidlive kao dobro prokrvijena, lokalizirana nakupina
vakuoliziranih glavnih stanica koje su od okolnog tkiva odvojene tankom
vezivnhom ¢ahurom. U dojenackoj dobi i u djetinjstvu gradene su od solidnih
plaza glavnih stanica. Kod odraslih se nalaze kao ovalna tjeleSca smeckaste,
katkad Zuckaste boje, zavisno od sadrzaja masti, njihove prehrane i
aktivnosti. Prosje¢na veli¢ina im je 4 x 3 x 1,5 mm (3), a tezina 35-40 mg.
(11). Na povrsini ih oblaze tanka vezivna €ahura, od koje u unutrasnjost

odlaze fini nastavci koji ih dijele u pojedine reznjice (8).

Parenhim DZ je graden od glavnih, svijetlih i oksifilnih stanica, a unutar
parenhima mogu se naci Zarista masnog tkiva koje dijeli funkcionalno aktivne
stanice u pramenove, traCke i manje nakupine. Danas se smatra da je glavna
stanica (chief cell) osnovni oblik i prete€a ostalih, tj. oksifilnih i vodenasto-
svijetlih stanica, koje predstavljaju njezine funkcionalne varijante (3,4,7).
Promatrane svjetlosnim mikroskopom, u histoloSkom preparatu, glavne
stanice su poligonalne stanice promjera 8 do 10 um, okruglih, jednoli¢nih
jezgara, centralno smjestenih. Kromatin je fine fibrilarne strukture, ali moze
izgledati gotovo piknoti€no. Nukleol nije vidljiv. Citoplazma je oskudna,
blijedo eozinofilna do amfofilna, moze biti vakuolizirana. Kapljice masti su
nazocne u oko 80% glavnih stanica (4,11). Vakuole su ponekad brojne, da se
citoplazma i ne vidi. Mitoze se nikada ne vide u normalnim dostitnim
Zlijezdama odraslih (4,11,14). Glavne stanice stvaraju solidne nakupine, male
acinuse i Zljezdane oblike koji su ponekad nalik na folikule u kojima se nalazi
eozinofilna, PAS-pozitivna tvar, nalik na koloid. Sadrzavaju lipofuscin i
sekretorna zrnca dostitnog hormona (PTH-paratiroidni hormon). One su
glavni izvor PTH. Sekrecija parathormona i PTH - povezanog proteina moze
se dokazati imunohistokemijski. Citoplazma glavne stanice je
imunohistokemijski pozitivna i na na citokeratin 8, 18, 19 i kromogranin A.
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Vimentin je negativan u stanicama Zljezdanog epitela, a pozitivan je u
stanicama strome i krvnih kapilara (3,4,11). Neurofilament i neuron specifi¢na
enolaza (NSE) su negativni u normalnom tkivu DZ, ali ponekad mogu biti
pozitivni kod adenoma (11). Bjerneroth i sur. su razvili su monoklonsko
protuparatiroidno protutijelo (E11) koje se veZze na proteine visoke
molekularne tezine na povrSini glavnih stanica, a koji posreduju u otpustanju
PTH. Ovo protutijelo pokazuje jaku pozitivnost u normalnim Zlijezdama, a
slabu i nejednoliku kod hiperfunkcije DZ (15).

Dokazano je da se glavne stanice neprestano nalaze u sekretornom
ciklusu koji ima sljede¢e faze: 1/ faza fizioloSkog odmora (inaktivnosti), 2/
faza sinteze, u kojoj stani¢ne organele (endoplazmatski retikulum, Golgijev
aparat, sekretorne granule) sudjeluju u sintezi hormona, 3/ faza nakupljanja,
4/ faza izlu€ivanja hormona, 5/ faza povratka na prvotno stanje (4). U fazi
odmora pojavljuju se prosekretorne i sekretorne granule u zoni Golgijevog
aparata, koji je smjesten u blizini jezgre (16). Ultrastrukturno je dokazano
prisustvo parathormona (PTH) u endoplazmatskom retikulumu i sekretornim
zrncima promjera 0,2 um (12). Obzirom da se glavne stanice nalaze u
razliCitim stadijima sekretorne aktivnosti, granule nisu prisutne u svim
stanicama. Sekretorne granule su argirofilne, a osim toga vezu i Zeljezo,
krom, aldehid-fuksin i hematoksilin. Ultrastruktura im je sli¢na ultrastrukturi
sekretornih granula drugih endokrinih organa. U vecini glavnih stanica
nazodan je glikogen koji se prikazuje PAS-om (4,11). Stanice DZ ne moraju
imati uskladen ciklus s ciklusom susjedne stanice, a posljedica toga je njihov
razli¢it izgled pri promatranju svjetlosnim mikroskopom. Sekretorna zrnca
mogu se naéi i u stanicama endotela krvnih kapilara. Sekretorna zrnca
napustaju glavnu stanicu DZ, prolaze bazalnu membranu, ekstracelularni
prostor, bazalnu membranu kapilara i ulaze u stanice endotela kapilara gdje
se nakupljaju i izlu€uju u krvotok. Nakon aktivne faze stvaranja i izlu€ivanja
hormona stanica se vraca u inaktivnu fazu i ciklus se ponavlja (4,7). Oksifilne
(onkocitne) stanice i prijelazne oksifilne stanice razvijaju se iz glavnih stanica.
U parenhimu DZ se pojavijuju u pubertetu i nalaze se pojedinacne ili u
manjim nakupinama (4,13). Sa starenjem raste broj oksifilnih i prijelaznih



oksifilnih stanica. Do Cetrdesete godine €ine do 1% svih stanica parenhima, a
oko osamdesete godine dostiZzu i do 50% (17). Kod osoba starije Zivotne dobi
vece nakupine oksifilnih stanica su normalan nalaz. Slicne stanice - onkociti
su opisane u §titnoj zlijezdi, bubregu, Zlijezdama slinovnicama, nadbubregu,
hipofizi, jetri i pankreasu. Oksifilne stanice su vec¢e od glavnih stanica,
veliCéine su 12 do 20 pym i imaju zrnatu, eozinofilnu, ostro ograni¢enu
citoplazmu. Jezgra je smjeStena centralno, piknoti¢na. Ultrastrukturno je
dokazano da su te granule mitohondriji. U ovim stanicama takoder su
prisutne granule glikogena, a sekretorne granule su malobrojne ili odsutne
(3,4,13). Bogate su oksidativnim enzimima (3). Imunohistokemijski se moze
dokazati prisustvo citokrom C oksidaze u oksifilnim stanicama, prijelazne
oksifilne stanice pokazuju slabiju nazoénost tog enzima, a u glavnim
stanicama se citokrom C oksidaze nalazi vrlo malo ili ga uop¢e nema (4,11).
Prijelazna oksifilna stanica je prijelazna stanica izmedu glavne i oksifilne
stanice (3), sadrZi manje mitohondrija, a viSe glikogena, pa je njezina
citoplazma tamnocrvena, a jezgra slicna jezgri glavne stanice. Brojni
mitohondriji i mno&tvo oksidativnih respiratornih enzima upucuju na visok

nivo metaboli¢ke aktivnosti oksifilnih stanica (3,4,5).

Smatra se da se glavne stanice, ovisno o funkcionalnom statusu
morfoloSki mijenjaju u vodenasto-svijetle stanice (water-clear cell) (11). Te
stanice imaju obilnu svijetlu citoplazmu, mjere 10-40 um (17), a u parenhimu
se pojavljuju povremeno i pojedinacno (3,4). Jezgra im je mala, piknoti¢na,
smjestena bazalno, na periferiji stanice (18), rahlog su kromatina, bez
vidljivih nukleola (19). Citoplazma je obilna, svijetla, ispunjena velikim
vakuolama (17,18). Ultrastrukturno u citoplazmi je nadena velika koli¢ina
glikogena i lipida, te malobrojne organele, §to upucuje na njihovu hormonsku
neaktivnost (11). Prijelazne vodensto-svijetle stanice su prijelazni oblik
izmedu glavnih i vodenasto-svijetlih stanica (3).

Masne stanice u stromi se pojavljuju u vrijeme puberteta. S godinama se
koli¢ina masti povecava i u dobi od 40 godina dosegne svoj maksimum i €ini
40% ukupne tezine zlijezde kod odraslih (3,13). Nakon toga je koli¢ina masti

odredena konstitucijskim Cimbenicima, pa postoje znaajne varijacije od
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Zlijezde do Zlijezde, kod iste osobe, te od osobe do osobe u istoj dobnoj
skupini. Takoder, masno tkivo moze biti nepravilno rasporedeno i u razli¢itim
dijelovima iste Zlijezde (3,4). Prema podacima u literaturi na osnovu koli¢ine
masti u stromi te$ko je razlugiti normalne od patologki promijenjenih DZ (3).

1.2. PARATHORMON | FUNKCIJA DOSTITINIH ZLIJEZDA

DZ sintetiziraju PTH koji je uz vitamin D najvazniji &imbenik u
odrzavanju ravnoteze u metabolizmu kalcija i metabolizmu kosti (13,20).
Izvanstani¢na koncentracija kalcija najvazniji je €imbenik u regulaciji sinteze i
sekrecije PTH, ali je uz to vrlo vazan ¢imbenik aktivni metabolit vitamina D,
kalcitriol (20). Na stanicama DZ nalaze se receptori za vitamin D i kalcij preko
kojih ovi €imbenici upravljaju sintezom i izlu€ivanjem parathormona. Pored
toga na sintezu i izlu€ivanje parathormona utje€u i magnezij, litij, aluminij,
kateholamini, estrogen, glukagon i prostaglandini (20,21). FizioloSko

znacenje ovih ¢imbenika nije poznato.

Parathormon se sintetizira kao preproparathormon u
endoplazmatskom retikulumu glavne stanice. Preprohormon je molekula
gradena od 115 aminokiselina. Djelovanjem proteolitiCkih enzima brzo prelazi
u prijelazni proparathormon, graden od 90 aminokiselina. Ovaj proizvod se
prenosi u Golgijev aparat, gdje djelovanjem enzima prelazi u parathormon.
PTH se nakuplja u sekretornim zrncima koja putuju prema periferiji stanice,
spajaju se sa stanicnom membranom, a sadrzaj im se prazni u medustaniéni
prostor. Stanice se tada vracaju u fazu odmora (inaktivnosti) za koju je
karakteristiCan mali Golgijev aparat, dosta glikogena i svega nekoliko
sekretornih zrnaca (4).

Biolo$ki aktivan parathormon je jednolan€ani polipeptid, molekularne
tezine 9500, graden od 84 aminokiseline (1-84), a sintetizira se u glavnim
stanicama DZ. Poluzivot intaktne molekule je vrlo kratak, svega 4 minute.
Dolazi do cijepanja molekule manjim dijelom u DZ, a veéim dijelom u jetri, na
mjestu aminokiseline 33 i 34 (4,13,21), na biolo8ki aktivan aminoterminalni

fragment (N), sastavlien od 34 aminokiseline (1-34) i bioloSki inaktivan
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karboksiterminalni fragment (C). Bioloki aktivan dio molekule (N-segment)
ima kratak poluzuvot u cirkulaciji, svega 4-5 minuta, dok je poluzivot
inaktivnog fragmenta (C-segment) 1-6 sati (4,13), tako da je njegova
koncentracija u serumu veca od koncentracije intaktnog parathormona
(iPTH). Postojanje dijelova molekule PTH razliCite djelotvornosti, uvelike
oteZzava tumacenje nalaza radioimunolo$kih testova za odredivanje hormona
(21). Vecina radioimunoloskih testova mjeri u serumu razinu C fragmenta,
koji nije pouzdan pokazatelj aktivnosti DZ, jer se bioloka aktivnost PTH
nalazi u N-fragmentima i intaktnoj molekuli hormona (4,21). Zbog toga se
danas sve viSe prednost daje imunoradiometrijskoj analizi (IRMA) za
mijerenje bioloski aktivne intaktne molekule, §to omoguéuje procjenu stvarne
aktivnosti DZ, osobito kod bolesnika sa zatajenjem bubrega (21,22). Za
neizravno odredivanje bioloske aktivnosti PTH koriste se dinamicki testovi,
kojima se odreduje razina kalcija, fosfata, kreatinina i cAMP-a u uzorku
dvosatne mokrace sakupliene nakon noc¢nog gladovanja. Najvazniji
pokazatelj paratiroidne aktivnosti je maksimum tubularne reapsorpcije fosfata
po brzini glomerularne filtracije i razina nefrogenog cAMP-a (22). U dijagnozi
hipoparatireoidizma moze se Kkoristiti test infuzije parathormonom (22).

Oslobadanje PTH iz DZ je regulirano razinom kalcija u serumu i
obrnuto je proporcinalno razini kalcija. Male promjene u koncentraciji kalcija,
npr. smanjenje ionske koncentracije za 0,025 do 0,05 mM znacajno
povecava sekreciju PTH. Taj odnos nije linearan, nego ako se prikaze
graficki, ima oblik sigmoidne krivulije na kojoj se razlikuju Cetiri varijable:
maksimalna i minimalna koncentracija PTH, nagib krivulje i vrijednost kalcija
koja odgovara 50%-tnoj vrijednosti maksimalne koncentracije PTH (,set
point®) (20).

PTH djeluje direktno na kosti i bubrege i indirekino na crijeva,
povecavajuci sintezu kalcitriola, te tako povecava koncentraciju kalcija.
Djeluje preko receptora koji su ujedno i receptori za parathormonu sli¢an
peptid (PTHrP). Osim ovih postoje i PTH, receptori u mozgu i gusteracdi koji
vezu samo PTH (20,21). U Kkosti receptori za PTH nalaze se na
osteoblastima, a ne na osteoklastima. Svaka hipokalcemija dovodi do
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pojaCane sekrecije PTH. PTH indirektno, aktivirajuéi lokalne c&imbenike,
djeluje na osteoklaste povecavajuci resorpciju kosti. Nije do kraja razjaSnjeno
na koji nacin osteoblasti poti€u osteoklaste i povecavaju resorpciju kosti.
(4,5,20,21). Na taj nacin oslobada se kalcij iz kostanog sustava. PTH u
bubreznim tubulima povecéava reapsorpciju kalcija iz glomerularnog filtrata, a
u crijevima povecava apsorpciju kalcija iz hrane. Pove¢ana apsorpcija kalcija
u crijevu, dijelom je posljedica povecane razine vitamina D, nastalog
stimulacijom bubrezne 1-alfahidroksilaze. PTH takoder smanjuje reapsorpciju
fosfata u bubreznim tubulima (20,21). U kulturi ko$tanih stanica PTH
povecava stvaranje transformirajuéeg cimbenika rasta B (TGFB) i
prostaglandina E,. TGFB poti€e sintezu kolagena, a vjerojatno ima ulogu i u

povezivanju procesa resorpcije i procesa stvaranja nove kosti (21).

Za hiperkalcemic¢ni u€inak PTH neophodan je D vitamin, koji nastaje u
koZi pretvorbom 7-dehidrokolesterola, iz hrane, u kolekalciferol. Kolekalciferol
odlazi u krvotok i prirodni je oblik D vitamina. Vitamin D prolazi kroz nekoliko
metaboli¢kih stadija prije nego $to postane bioloSki djelotvoran. U jetri se
kolekalciferol hidroksilira u 25-hidroksikolekalciferol (25-OH-D;). Daljim
mehanizmom koji se odvia u bubregu, djelovanjem enzima 1-alfa-
hidroksilaze, nastaje 1,25-dihidroksikolekalciferol [1,25(OH), Ds], poznat pod
nazivom kalcitriol. PTH direktno djeluje na aktivnost 1-alfa-hidroksilaze, te se
na taj nacin stvara veca koli¢ina kalcitriola, a s druge strane inhibira aktivnost
24-hidroksilaze, smanjujuci inaktivaciju kalcitriola. Kalcitriol povratnom
spregom regulira aktivnost 1-alfa-hidroksilaze, te na taj nacin regulira vlastitu
sintezu (20,21). Kalcitriol je najsnazniji oblik vitamina D. U bubregu nastaju i
24,25-dihidroksivitamin D, i 24,25-dihidroksivitamin Ds. U krvi cirkulira
proteinski nosa¢ za D vitamin koji ima veliki afinitet za 25-OH vitamin D i
24,25(0OH), vitamin D, a slab za 1,25(OH), vitamin D (21).

Tri najvaznija ciljna organa kalcitriola su: probavni sustav, bubreg i
kost. U tankom crijevu kalcitriol povec¢ava apsorpciju kalcija na nekoliko
nacina, a jedan od najvaznijih je poveéanje sinteze prijenosnicke
bjelan¢evine za kalcij. U kostima osteoblasti i stromalni fibroblasti su stanice

koje imaju receptore za kalcitriol. Kalcitriol u njima stimulira sintezu tvari
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odgovornih za stimulaciju nezrelih prekursora osteoklasta koji se zatim
diferenciraju u zrele osteoklaste koji sudjeluju u povecavanju mobilizacije
kalcija iz kosti i odrzavanju stalne koncentracije kalcija u krvi. U stanicama
tubula bubrega djeluje na katabolizam kalcitriola, a preko receptora u
stanicama doétitinih Zlijezda inhibira sintezu i sekreciju parathormona. Osim

toga inhibira hiperplaziju stanica DZ (4,20,23).

PTH na stanice bubreznih tubula, djeluje inhibiraju¢i reapsorpciju
fosfata, Sto potiCe apsorpciju kalcija i povecava stvaranje Kkalcitriola u

bubregu koji povecava apsorpciju kalcija iz tankog crijeva (4,5,21).

Prema tome, djelovanje PTH usmijereno je na ocuvanje stalne
koncentracije kalcija u serumu, a zasnovano je na destrukciji kosti i
oslobadanju kalcija iz kosti, porastu reapsorpcije kalcija u bubreznim
tubulima, smanjenju reapsorpcije fosfata u bubreznim tubulima, pojacanoj
konverziji D vitamina u njegovu aktivhu formu i porastu apsorpcije kalcija u
crijevima (5, 21).

Na biokemijskoj razinii PTH se veze na specificnom
transmembranskom receptoru smjesStenom na stani€noj membrani ciljne
stanice (bubreg, kost, crijevo), dovodi do aktivacije stimulatornog G-proteina,
Gs, koji u ovim tkivima stimulira stvaranje intracelularnih signala, uklju€ujuci i
enzimatsku  aktivnost adenil-ciklaze, §to dovodi do povecéanja
unutarstani¢énog ciklicnog adenozin monofosfata (cAMP) (4,5). Ovo
povecanje cAMP-a je pocCetna biokemijska faza u svim djelovanjima PTH.
Ovaj put ima klini¢ki znac¢aj kada abnormalnosti Gs proteina dovode do
pojacane ili smanjene aktivnosti DZ (5). Takoder dolazi do aktivacije protein
kinaze Ai C (3,4,5).



1.3. PATOLOGIJA DOSTITNIH ZLIJEZDA KOD
HIPERPARATIREOIDIZMA

Poznato je da je najvazniji stimulans za aktivnost DZ nivo kalcija u
serumu. Male promjene u koncentraciji kalcija zna¢ajno povecavaju sekreciju
PTH. Rezultat te prekomjerne stimulacije DZ je njihovo povecanje.
Potesko¢e u dijagnostici nastaju pri pokuSaju korelacije morfoloSkih
abnormalnosti s njihovom funkcijom. Bolesti dostitnih Zlijezda nastale uslijed
poremecaja njihove funkcije, mogu biti povezane s pojacanim, odnosno

smanjenim lu€enjem parathormona.

Hiperparatireoidizam (HPT), poremecaj s prekomjernim stvaranjem i
izlu€ivanjem paratireoidnog hormona (PTH), nastaje uslijed: 1. primarnih,
hiperplasti¢nih ili tumorskih promjena u DZ (primarni HPT); 2. sekundarnih,
hiperplasti¢nih promjena, kada bez obzira na podrijetlo postoji neki razlog za
hipokalcemiju, a najéesce su to bolesti bubrega (sekundarni HPT); 3. razvoja
autonomnog adenoma u prekomjerno stimuliranim hiperplasti¢nim Zlijezdama
(tercijarni HPT) (3,4,5,13,21,24).

Primarni hiperparatireoidizam je bolest odraslih, s pojavno$¢éu od 25
novih slugajeva godignje na 100 000 stanovnika u Europi i SAD (5). Ce$ée se
javlja kod Zena, u odnosu Zene : muskarci = 3 : 1, najceS¢e u dobi nakon
pedesete godine Zivota ili kasnije (5), ali se moze naci i u djecjoj dobi (3).
Ceséi su nakon zradenja podrugja glave i vrata. U vise od 95% slugajeva je
uzrokovana sporadiénim adenomom ili hiperplazijom (4,5). U nekim
obiteljima bolest se javlja u sklopu sindroma multiple endokrine neoplazije
(MEN) i to multiple endokrine neoplazije - 1 (MEN-1) ili multiple endokrine
neoplazije — 2a ( MEN-2a) (3, 5). Obiteljski sindrom je rijedak, a objasnjava
zbivanja na genskom nivou kod sporadi¢nih slu¢ajeva. MEN-1 (Wermerov)
sindrom je karakteriziran abnormalnostima koje zahvaéaju DZ, gusteradu i
hipofizu (5). Dolazi do inaktivacije tumor supresorskog gena na kromosomu
11q13. Na DZ se javljaju adenomi i/ili hiperplazije (5). Kod MEN-2a sindroma
hiperplazija DZ javlja se uz feokromocitom i medularni karcinom &titne
Zlijezde (5). Obiteljska hipokalciuricna hiperkalcemija je autosomno

dominantna bolest, koju karakterizira porast osjetljivosti na nivo
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izvanstani¢nog kalcija. Mutacija je na kromosomu 3g. Kod homozigota se ve¢
u novorodenackoj dobi razvija teski hiperparatireoidizam. Ova mutacija se ne
nalazi u sporadi¢nim slu¢ajevima hiperparatireidizma (4,5).
Hiperparatireoidizam je bolest obiljezena unutarnjim poremecéajem dostitnih
Zlijezda kod koga dolazi do pojacanog lu€¢enja PTH, a posljedica toga je
hiperkalcemija i hipofosfatemija (11). PoviSena koncentracija PTH u serumu
dovodi do hiperkalcemije zbog: 1. poja¢ane mobilizacije kalcija iz kostiju
posredovane osteoklastima; 2. povecane reapsorpcije kalcija u bubreznim
tubulima; 3. povecane apsorpcije kalcija u crijevima; 4. pojacane konverzije
kalcitriola u bubrezima; 5. pojacanog lu¢enja fosfata u urinu, sa posljedi€nom

hipofosfatemijom u serumu (13,21).

Primarni hiperparatireoidizam je sindrom uzrokovan adenomom (75-
80%), hiperplazijom (10-15%) glavnih ili vodenasto-svijetlih stanica, a rijetko
karcinomom DZ (1-4%) (38,4,5,7,13,25). NajCesSce je uzrokovan adenomom ili
hiperplazijom glavnih stanica (3,4,7). Tijekom 1960-tih i 1970-tih godina 20-
tog stolje¢a objavljena je serija ¢lanaka u kojima je nekoliko autora ukazivalo
da je kod primarnog hiperparatireoidizma hiperplazija ¢eS¢a od adenoma
(3,18), Sto se zasnivalo na misljenju da su postojali propusti u prepoznavaniju
primarne hiperplazije (26). Danas se smatra da je 80% sluajeva primarnog
hiperparatireoidizma uzrokovano adenomima (3,4,5,7). Vecina, ako ne i svi,
adenomi DZ su monoklonski, §to je dokaz da su prave neoplazme,
podrijetlom od jedne abnormalne stanice. U velikom broju slu€ajeva
hiperplazija DZ je takoder monoklonska, posebice u sekundarnom i
tercijernom hiperparatireoidizmu. Kod sporadi¢nih adenoma nadena su dva
molekulska defekta koji imaju ulogu u patogenezi bolesti. Paratiroid adenoma
1 (PRAD1) S&ifrira ciklin D1, znacajan regulator stani¢nog ciklusa.
Pericentromeri€na inverzija na kromosomu 11 dovodi do premjestanja
PRAD1 protoonkogena, koji je normalno smjesten na 11q, u blizinu regije 5'
PTH gena, na 11p. Zbog ovih promjena dolazi do poja¢ane aktivnosti ciklin
D1 bjelancevine, a posljedica toga je proliferacija stanica. Taj klonski defekt
ima 10%-20% adenoma. Medutim prekomjerna ekspresija ciklina D1 nalazi

se u velikom broju adenoma (do 40%), $to upucuje da na njegovu aktivaciju
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utiCu i drugi mehanizmi osim PRAD1. Kod sporadi¢nih tumora promjene su
jednake promjenama kod MEN-1 sindroma, ali 20%-30% nema mutaciju
MEN1 gena (5).

Adenom DZ je jedan od dva najéeséa uzroka primarnog
hiperparatireoidizma. NajcesSée je pojedinacan, a opisani su i slu¢ajevi sa dva
ili tri adenoma (3,27). |z nepoznatih razloga veéina adenoma nastaje u
donjim Zlijezdama (11,7,25), oko 75%, u 15% slu€ajeva zahvacéena je jedna
gornja DZ, a u 10% javlja se na ektopiénim mjestima (3,27). Veligina i tezina
im moze biti razli¢ita. Naj¢eSce se javlja se kao neznatni, o€ahureni ¢vor,
prosje€ne tezine do 1 g (11). Mogu biti lagano lobulirani. Ponekad se moze
naci i velika, palpabilna tvorba na vratu. Pojedini se mogu prepoznati samo
mikroskopski (mikroadenomi) (3). Na prerezu su Zzuto-smede boje dok se u
velikim adenomima mogu naci i podrucja krvarenja, cistiCcne degeneracije i
kalcifikacije (3,7,11,25,27).

Mikrosopski tumor je inkapsuliran i celularan. U oko 60% slucajeva
okruzen je rubom komprimiranog normalnog Zljezdanog tkiva. Uglavhom je
graden od glavnih stanica, ali se €esto mogu naci podru¢ja oksifilnih i
vodenasto-svijetlih stanica. Glavne stanice su normalna izgleda, mogu biti
razliCite veliCine, katkada s dvije jezgre ili su jezgre povecane i
hiperkromatske. Prisustvo ovakovih jezgara nije kriterij malignosti, ali moze
pomoc¢i u razlu€ivanju primarnog adenoma od hiperplazije. Mitoze se
ponekad mogu nadi, ali su obi¢no odsutne. Stanice su rasporedene u solidne
plohe, nakupine i tratke, no ponekad se mogu naéi i folikularni i
pseudopapilarni oblici. Folikuli mogu sadrzavati eozinofilnu tvar nalik na
koloid, koja ponekad moze biti pozitivha na amiloid, ali je negativha na
tireoglobulin, Sto je od znacaja posebice kada se radi o ektopiénom smjestaju
tkiva DZ u &titnoj Zlijezdi (3,11,27). Ponekad adenomi DZ pokazuju resice sa
fibrovaskularnom stromom, ali se ne nalaze psamomska tjeleSca, a epitelne
stanice koje oblazu resice i Citav tumor su negativni na tireoglobulin (28).
Onkocitni (oksifilni adenom) DZ je izuzetno rijedak tumor i smatra se da je

nefunkcionalna novotvorina. Stroma adenoma sadrzava gustu mrezu
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kapilara. Lipoadenomi (hamartomi) su dobro¢udne novotvorine, obiljezene

proliferacijom parenhimskih i stromalnih stanica. Rijetko se nalaze (11,27).

Ultrastrukturno se kod adenoma mogu nacéi stanice u aktivnoj fazi
sekretornog ciklusa. Nalazi se istaknut Golgi-ev aparat, brojne cisterne
zrnatog endoplazmatskog retikuluma, brojni ribosomi i sekretorna zrnca.
Nasuprot normalnim glavnim stanicama istovremeno se nalazi visok sadrzaj
glikogena i brojne sekretorne vakuole (3,27). Navedene ultrastrukturne
osobine stanica DZ ne mogu pomoéi u razlikovanju adenoma od hiperplazije
DZ.

U stanicanm adenoma, imunohistokemijski je pozitivha reakcija na
kromogranin A i parathormon. Reakcija na parathormon je manje izrazena u
odnosu na okolno, ostatno normalno Zljezdano tkivo. Stanice adenoma,
nasuprot normalnim stanicama pokazuju pozitivitet na neurofilament i

intermedijerni filament (3).

Na molekulskoj razini nadeno je nekoliko razli¢itih abnormalnosti, ali
se svaka od njih nalazi samo u pojedinim promjenama. One ukljucuju gubitak
heterozigotnosti na 11p36.3 (30%-40% adenoma), 11913 (20%-40%
adenoma), 6g22-23 (30% adenoma), 11p (27%, vezano za PTH gen), 9p
(16%) i 3gcen-3g21 (u 10% adenoma je u vezi s disfunkcijom kalcij-receptor
gena) (3).

Kod primarne hiperplazije dolazi do povecanja stani¢ne mase, koja je
rezultat proliferacije glavnih, onkocitnih ili promijenjenih onkocitnih stanica a
koja je Cesto uzrokovana nepoznatim stimulirajuc¢im ¢imbenikom. U&estalost
se povedava s godinama Zivota. DZ su difuzno poveéane. U pravilu su
zahvacene sve Cetitri Zlijezde, ali mogu biti dvije ili tri. U oko polovine
slu¢ajeva zahvacene su dvije Zlijezde (7,11). Ova nejednakost tipicnija je za
nodularnu hiperplaziju, $to oteZzava razlikovanje hiperplazije od adenoma (5).
Ona se ponekad javlja u sklopu MEN, i to tipa MEN-1 i MEN-2a (3,4,5,11).
Molekularna istrazivanja pokazala su da je hiperplazija zapravo monoklonska
proliferacija koja nastaje nakon faze poliklonske proliferacije.
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Makroskopski zahvaéene Zlijezde su povecane, zuto-crvenkaste boje,
ali mogu biti normalne veliine, pa se samo histoloSkim pregledom nade

hiperplazija (3,11).

U hiperplaziji DZ histologki se najée$ée nalazi hiperplazija glavnih
stanica, a zlijezda moze biti zahvacena difuzno ili se nalaze ¢vorovi. Zbog
toga se govori o difuznoj ili nodularnoj hiperplaziji. Glavne stanice u
hiperplasticnim Zlijezdama mogu biti izmijeSane s oksifilnim i svijetlim
stanicama. Masno tkivo je smanjeno ili nedostaje. Glavne stanice su
normalne veli€ine, lagano ili zna¢ajno povecane, ali za razliku od adenoma
potpuno su jednolicne po opsegu i citoloSkim pojedinostima, stvaraju
trabekule, tracke ili nakupine. Povremeno se mogu naéi mitoze, stanice s

velikim hiperkromatskim jezgrama, acinarne tvorbe i vezivne pregrade (3,4).

Opisani su i slu€ajevi multifokalnog nakupljanja hiperplasti¢nih glavnih
stanica u mekim tkivima vrata i u medijastinumu, kod bolesnika s primarnom
hiperplazijom glavnih stanica. Ove lezije nazvane su parathyromatosis i
odgovorne su za stalno nazocni i/ili ponavljani hiperparatireoidizam i nakon
uspjednog kirurskog lije¢enja (3,4,11). U primarnoj hiperplaziji glavnih stanica
rijetko se moze nadi i kroni¢ni paratireoiditis (3,11).

Hiperplazija vodenasto-svijetlih stanica javlja se u slu¢ajevima kada ne
postoji stimulacija za lu€enje parathormona. Do danas nije poznata njezina
udruzenost sa sindromom multiple endokrine neoplazije. Uvecane su sve
Cetiri Zlijezde, a njihova ukupna tezina moze biti i do 100 g. (3,7,11).
Makroskopski gornje Zlijezde su vece, osim toga mogu se spajati dvije i
izgledati kao jedna. One su meke, tipicne cokoladno smede boje, sa
podrucjima cistiCnih promjena, krvarenjima i podrucjima fibroze (3,4,7,11).
HistoloSki, citoplazma je svijetla. Veliina im je promjenjiva, od stanica
normalne veli¢ine, do onih koje mjere i do 40 um, pa je to dakle kombinacija
hiperplazije i hipertrofije. U vecine stanica citoplazma je vodenasto-svijetla,
ali se u pojedinim stanicama mogu naéi sitna eozinofilna zrnca.
Ultrastrukturno svijetla citoplazma rezultat je stvaranja brojnih vakuola, koje
vjerojatno nastaju iz Golgijeva aparata. Jezgre su veli€ine 6-7 um, smjestene

bazalno, mogu biti razli¢ite veli€ine, ali se nikada ne nalaze orijaski oblici.
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Stanice stvaraju Zljezdane ili tubularne oblike, a katkada se vidaju cisti¢ne
tvorbe obloZzene svijetlim stanicama. Ponekad se uz vodenasto-svijetle
stanice mogu naci i glavne stanice. Vezivno tkivo je vec¢im dijelom njezno i

oskudno, ali u nekim podrucjima moze biti gusto (3,4,7,11).

Sekundarna hiperplazija nastaje kao posljedica poremeéaja izvan DZ.
Cesto se javlja kao posljedica ostecenja bubrega (3,4,23,24,29), ali se sreée |
u malapsorpcijskim sindromima (3,4,7), a karakterizirana je difuznom ili

nodularnom hiperplazijom jedne ili vise DZ.

U sekundarnoj hiperplaziji histolo$ka slika se uglavhom ne razlikuje od
one kod primarne hiperplazije. Najveci dio DZ ¢&ine glavne stanice izmedu
kojih se nalaze vodenasto-svijetle i onkocitne stanice. Karakteristicne su
vakuolizirane glavne stanice, tipicno bogate glikogenom, dok je sadrzaj masti
u citoplazmi smanjen (11,29). Neke studije pokazuju da je broj onkocitnih
stanica DZ u uskoj vezi sa stupnjem osteéenja bubrezne funkcije (30). U
uznapredovalom stadiju sekundarne hiperplazije javlja se nodularna
proliferacija glavnih i onkocitnih stanica. Zari§ta nodularne proliferacije
okruzena su vezivnhom ¢ahurom, a mogu se naci i podrucja fibroze,

krvarenja, kroni¢ne upale i cistiche promjene (11,29).

Kada sekundarna hiperplazija traje duze vrijeme, ne dolazi do
vra¢anja u normalno stanje, nego se moze pretvoriti u autonomni adenom,
8to se naziva tercijarni hiperparatireoidizam (3,4,7,11). Uoceno je da i u tim
slu€ajevima dolazi do gubitka alela kromosoma 11, kao i kod sporadi¢nih
primarnih adenoma (4,11), ali alelski gubitak na kromosomu 7p, 18q i 2
upuéuje da je njihov molekulski put drugaciji od onoga kod primarnog
adenoma (3,31).

Karcinom DZ &ini manje od 1% svih zlo¢udnih novotvorina u ljudi, a u
5% slu€ajeva uzrokuje primarni hiperparatireoidizam (32). Opisani su i
slu€ajevi nefunkcionalnog oblika karcinoma i prema autorima oni su znatno
agresivniji (3). Mogu biti pogre$no dijagnosticirani kao karcinomi S§titne
?lijezde (folikularni ili medularni tip) (11). Karcinomi DZ se mogu javiti
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zajedno s hiperplazijom glavnih stanica, s adenomima, a katkada se nadu u
pojedinim obiteljima (3,4,27).

Tumor raste polagano i stvara ¢vrstu, nepravilnu masu tezine do 10 g.
Na prerezu je sivkasto-bijele boje. Katkada je malen i moze biti zamijenjen sa
adenomom (11,27).

HistoloSki, tumorske stanice su naj¢eSée uniformne i ne razlikuju se
znatnije od normalnih stanica DZ. Ponekad mogu biti razligite veligine. Mitoze
su vidlive u oko 80% karcinoma DZ. Tumor je obi¢no okruzen gustom
fiboroznom ¢ahurom koja se vidi i kod adenoma. Zbog toga su danas
prihvaéeni kriteriji za razlikovanje adenoma od karcinoma DZ: 1. lokalna
invazija kapsule i/ili krvne Zile; 2. metastaze u regionalne limfne ¢vorove i/ili

udaljene metastaze u kosti, jetru ili plu¢a.

Kod oko 1/3 bolesnika javlja se lokalni recidiv, a vecina bolesnika
umire zbog komplikacija hiperparatireoidizma (4,27).

1.4. ULTRAZVUK DOSTITNIH ZLIJEZDA

Od vremena kada je opisan prvi slu¢aj hiperparatireoidizma i doveden
u vezu sa bolesti DZ (1926.g.), pred kirurga se postavlia problem
preoperacijske lokalizacije zbog poteskoéa njihovog pronalazenja tijekom
operacije. U dijagnostici i diferencijalnoj dijagnozi bolesti DZ nastalih kao
rezultat poremecaja njihove funkcije neophodno je osim njihove lokalizacije i
veli¢ine, odrediti i njihovu morfologiju i mikroskopsku gradu. Razvojem
citologije omoguéena je preoperativna dijagnoza DZ. Medutim, patolo$ki
promijenjene DZ rijetko su se otkrivale do pojave suvremenih dijagnostickih
metoda, jer one obi¢no nisu palpabilne i ¢esto su smjestene duboko izmedu
struktura vrata. Od prve preoperativno, citolodki dijagnosticirane patolo$ki
promijenjene DZ pa sve do 80-tih godina, javljaju se pojedinacni prikazi u
citodijagnostici, u kojima autori prikazuju bolesnike citoloSki pogresno
dijagnosticirane kao diferencirane tumore §&titne Zlijezde. Takoder se

zaklju€uje, da se isklju¢ivo na osnovu morfologije u standardno obojenim
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preparatima stanice DZ ne mogu razlikovati od folikularnih stanica &titne
Zlijezde (33,34).

Povedane, patoloski promijenjene DZ se izuzetno rijetko javljaju kao
palpabilan ¢vor na vratu te zbog toga nisu dostupne punkciji bez ultrazvuka.
Nekada je u preoperativnoj dijagnostici primarnog hiperparatireoidizma vaznu
ulogu imala venska kateterizacija, ali se zbog invazivnosti, skupoce,
optere¢enja bolesnika kontrastnim sredstvom i potrebom za dobro
opremljenim endokrinoloSkim laboratorijem, u zadnjih deset godina vise ne

koristi.

Ultrazvuk su za prikaz DZ prvi primijenili japanski autori Arima i sur.
1975. godine, a Sira primjena pocinje po¢etkom osamdesetih godina kada su
usavr$eni ultrazvuéni aparati omogudili njihov bolji prikaz (10,11,34,35).
Uvodenje ultrazvuéne metode omogucava preciznije pronalazenje,
lokalizaciju i utvrdivanje velicine DZ, osobito kada je smjestena na
neuobi¢ajenom mjestu, ili kada je neobicnog oblika ili ehostrukture
(34,36,37,38,39). Pored toga dijagnostika DZ ultrazvukom ima i niz drugih
prednosti kao $to su jednostavnost izvodenja pretrage bez ikakve pripreme,
neinvazivnost, moguc¢nost primjene kod gotovo svih bolesnika, ¢ak i
nepokretnih, moguénost ponavljanja bez ograni€enja jer nema S§tetnog
djelovanja, a najveéa prednost ultrazvuka u odnosu na ostale metode je
mogucénost izvodenja ciljane citoloSke punkcije, $to povecava dijagnosticku
vrijednost ehosonografije u bolesnika s patoloski promijenjenim DZ i eliminira
lazno pozitivne ehografske nalaze (36,40). Ultrazvu¢no vodenje igle kod
izvodenja ciljane citoloSke punkcije osigurava dobivanje materijala s
adekvatnog mjesta (10,11,41,42). Dobiveni materijal koristi se za citoloSku
analizu i za odredivanje razine parathormona u punktatu. Na taj nacin se
moze potvrditi ehografski nalaz i postaviti precizna dijagnoza. Zbog toga se
danas kod bolesnika sa sumnjom na hiperparatireoidizam preporuca
primijeniti ultrazvuk kao prvu dijagnosticku metodu (40,41,42,43,44).

Pregled ultrazvukom se izvodi bez posebne pripreme. Koriste se
standardni aparati sa linearnom sondom od 7,5 do 14 MHz, a u slu€ajevima
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dublieg smjestaja Zlijezde dobro je primijeniti sondu od 5 MHz zbog bolje
prodornosti ultrazvuka (36).

Za uspjeSan pregled ultrazvukom potrebno je poznavati anatomiju
organa vrata i anatomiju DZ, kao i moguée varijacije u broju i smjestaju DZ.
NajcesSée su gornje Zzlijezde smijestene iza gornje ili srednje trec¢ine reznjeva
Stitne Zlijezde, a donje se nalaze iza donjih polova stitne Zlijezde ili kaudalno
od njih. Medutim mogu se nadi i u iugulumu, ali se tijekom embrionalnog
razvoja mogu zajedno s timusom spustiti i u medijastinum. Zbog toga su
donje Zlijezde &edée smjestene na ektopi¢nim mijestima. Gornje DZ se
tijekom embrionalnog razvoja mogu zaustaviti u §titnoj zlijezdi (intratiroidna
DZ) ili se mogu spustiti do donje DZ. Ehografski se mogu prikazati samo
Zlijezde smjesStene na vratu, do ruba sternuma. Zbog varijacija u smjestaju i u
broju DZ neophodno je uvijek pregledati ¢itav vrat, éak i kada je ve¢ nadena
jedna ili vise DZ jer je moguée da se radi o multiplim adenomima ili vie
hiperplastiénih Zlijezda, a treba uvijek misliti i na prekobrojne Zlijezde. Cesto
se prilikom pregleda vrata ultrazvukom zbog drugih razloga nadu povecane
DZ kao sluéajan nalaz. Zlijezde smijestene retrotrahealno, retrosternalno ili
dublje u medijastinumu, nedostupne su ultrazvu¢nom pregledu. Varijacije u
smjestaju Zlijezda mogu dovesti do lazno negativnog ultrazvuénog nalaza, pa
je pregled potrebno nadopuniti scintigrafijom DZ. Trenutno je najbolja metoda
koja nam stoji na raspolaganju scintigrafija 99m-Tc-MIBI, koja je neinvazivna
i narocito prikladna za prikaz ektopi¢no smjestenih Zlijezda. Radiofarmaci su
bolji za prikaz solitarnih lezija, a najéeS¢e su to adenomi. Opisuje se
osjetljivost u 77% do 100%. U sluCajevima kada je zahvaéeno viSe Zlijezda
ne prikazuju se uvijek sve povecane Zlijezde, vjerojatno zbog razlicite
veli¢ine, tezine i hormonalne aktivnosti u razli¢itim zlijezdama. NajceSée su to
hiperplazije, ali ponekad se i adenomi mogu javiti u vise Zlijezda (36,41,44).
Takoder se moZe koristiti i pozitronska emisijska tomografija (PET) koja je
osjetljivija od jednoizotopne 99m-Tc-MIBI, ali ima znatno viSe lazno pozitivnih
nalaza (11,36,45). Normalne, zdrave DZ se ne prikazuju ultrazvukom jer je
ehografski prikaz parenhima DZ jednak prikazu $titne Zlijezde, malih su
dimenzija i u bliskom kontaktu sa &tithom Zlijezdom. Tek kada su povecane i
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patoloSki promijenjene prikazuju se kao hipoehogene dobro ogranicene
tvorbe, s hiperehogenim rubom koji odgovara kapsuli i okolnom masnom
tkivu (slika 1).
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Slika 1. Hipoehogena tvorba s hiperehogenim rubom iza gornje
tre¢ine lijevog reznja Stitne Zlijezde (lijevo-uzduzni presjek,

desno poprecni presjek)

Hiperehogeni rub u nekim sluajevima moze biti djelomic¢an ili moze
nedostajati. Njegov nedostatak ne iskljuéuje da se radi o DZ. Zlijezde se
prikazuju hipoehogeno zbog manjeg broja masnih stanica od kojih se
ultrazvuéni valovi odbijaju i homogenije strukture tkiva u patoloski
promijenjenoj DZ. Hipoehogeni izgled varira od blago hipoehogenog do
gotovo anehogenog prikaza. Morfoloske promjene DZ uzrokovane su
adenomom, hiperplazijom ili rijetko karcinomom DZ, a dovode do klini¢kih

simptoma hiperparatireoidizma.

Adenom DZ je najée$ée solitaran, &e$ée smijesten u donjim
Zlijezdama. Rijetko se nadu dva ili viSe adenoma. Ultrazvukom se prikazuje
kao okruglasta ili ovalna manje ili viSe hipoehogena tvorba s hiperehogenim
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rubom. Manji adenomi su homogenog prikaza, dok veéi mogu biti
nehomogeni s izoehogenim ili hiperehogenim podrudjima i kalcifikatima, a
koji odgovaraju podrugjima cistiéne degeneracije, krvarenja ili fibroze u DZ.
Veli¢ina im varira od 0,5 do 5 cm u promjeru (slika 2) (39,46,47,48,49).
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Slika 2. Adenom DZ: oétro ograni¢ena hipoehogena tvorba ispod
donjeg pola lijevog reznja Stitne Zlijezde (lijevo-uzduzni

presjek, desno poprecni presjek)

Hiperplazija DZ se rijetko javlja kao primaran proces i to najée$ée u
sklopu multiple endokrine neoplazije (MEN-1 ili MEN-2). NajceS¢e se javlja
kod sekundarnog hiperparatireoidizma kod bolesnika lije¢enih dijalizom. Kod
sekundarne hiperplazije najée$ée se nade vise poveéanih DZ razligitih
dimenzija, od neznatno povecanih Zlijezda do izrazito povecéanih Zlijezda
nepraviinog oblika s prisutnim degenerativnim  promjenama. U
hiperplasticnim Zljezdama mogu se vidjeti i izoehogeni ¢vorovi u
hipoehogenoj Zlijezdi koji odgovaraju nodularnoj hiperplaziji (slika 3) (11,24).
Kod primarne hiperplazije poveéane DZ se teze identificiraju. Obi¢no su
lagano uvecéane, bez drugih morfolodkih promjena. Ovo moze biti razlogom
¢e&c¢ih lazno negativnih nalaza.
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Slika 3. Nodularna hiperplazija: izoehogeni €vorovi u hipoehogenoj
Zlijezdi (lijevo-uzduzni presjek, desno poprecni presjek)

U tercijarnom hiperparatireoidizmu nade se jedna ili viSe povecanih

Karcinom DZ je rijetka bolest. Ehografski prikaz se gotovo ne razlikuje
od prikaza adenoma, moze biti nepravilnih kontura, nehomogen, a mogu se

naci i povecani hipoehogeni ¢vorovi u okolini.

Ciste DZ se nadu rijetko, obi¢no su slugajan nalaz pri ehografskom
pregledu vrata iz drugih razloga. Prikazuju se kao anehogene tvorbe sa
straznjim pojacanjem uz donji pol titnjace. Ehografski se ne mogu razlikovati
od cista u &titnjaci (50,51).

Ehografski se mogu uogiti i druge rijetke bolesti DZ kao npr. upale,
krvarenja i degenerativhe promjene (52,53). Ehografski nalaz je potrebno

potvrditi ultrazvuéno vodenom citoloSkom punkcijom.
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Kod hipoparatireoidizma se DZ ne mogu ultrazvukom vidieti bilo da su
aplasti¢ne, atrofine ili operativho odstranjene, te ova stanja nisu indikacija

za pregled DZ ultrazvukom (45).

U hiperparatireoidizmu, u prepoznavanju patologki promijenjenih DZ,
ultrazvuk je vrlo osjetljiva, ali nedovoljno specifi€na metoda zbog postojanja
brojnih varijacija u ehografskom prikazu i smjestaju patoloski promijenjenih
DZ. Isto tako se i bolesti titnjage ili druge bolesti na vratu mogu prikazati i
kao povecana DZ. Najée$ée su to poveéani limfni &vorovi smjesteni iza
reznjeva S§titnjace, pseudolobulacija S$titne Zlijezde kod kroni¢ne upalne
bolesti, ciste i hipoehogeni &vorovi uz staznju rub StitnjaCe, osobito kod
polinodoznih struma (50). DZ mogu biti smjestene i intratiroidno i ne mogu
se ehografski razlikovati od &vora u S§titnjaci (54,55,56,57,58). Ehografski
suspektan nalaz, a posebice kod ektopiénog smjestaja DZ, potrebno je
potvrditi ciljanom citoloSkom punkcijom pod kontrolom ultrazvuka. Biopsija
dostitne Zlijezde se ne radi jer predstavlja traumu za bolesnika, ¢esto postoje
multiple suspekine lezije koje su malih dimenzija, smjeStene duboko u

regijama vrata, ponekad uz velike krvne zile (59).

Zbog niza prednosti, posebice zbog moguénosti izvodenja ultrazvucno
vodene citoloSke punkcije, ultrazvuk se pokazao kao vrlo vrijedna metoda za
preoperativnu dijagnozu patolo$ki promijenjenih DZ.

1.5. CITOLOGIJA DOSTITNIH ZLIJEZDA

Uvodenjem ultrazvuéno vodene citoloSke punkcije zapocinje novo
poglavlie u dijagnostici patologki promijenjenih DZ (10), povecava se
specifi¢nost ultrazvuka u otkrivanju i lokalizaciji, eliminiraju se lazno pozitivni
nalazi (34,40), a istovremeno se iskljuCuje uporaba invazivnih metoda kao
$to su angiografija i selektivna venska kateterizacija. Citav niz patolodkih
promjena na vratu moze se prikazati kao poveéana DZ. Najées$ée su to
povecani limfni ¢vorovi, tumori vrata smjesteni iza reznjeva $titnjace, ciste,
hipoehogeni &vorovi u straznjim dijelovima reznja $titnjaCe i pseudolobulacija

kod limfomatozne strume. Osim toga izrazito uveéana $titna zlijezda, osobito
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kod polinodozne strume, potiskuje DZ duboko u podrugje vrata ili iza traheje.
Diferencijalno dijagnosticki problemi nastaju u praksi jer 25-30 % bolesnika s
povecéanim DZ istovremeno ima i bolest §titnjade (40,41,60). U tih bolesnika
potrebno je punktirati sve suspektne tvorbe, Cesto i na vise mjesta. Punkcija
se izvodi pod kontrolom ultrazvuka, a dobiveni materijal se boja po
Papenheimu (MGG) i koristi se za standardnu citoloSku analizu. Moze se
koristiti i za specificno citokemijsko bojanje po Grimeliusu za dokaz
argirofilnih zrnaca u citoplazmi stanica DZ, za imunocitokemijske reakcije, a
moze se odrediti i razina parathormona u punktatu. Visoke vrijednosti
parathormona u punktatu ukazuju da je punktirano tkivo DZ (40,41,61).
Morfologija DZ u citolodkom razmazu nije se mogla proudavati sve do 1981.
godine kada je uvedena punkcija DZ pod kontrolom ultrazvuka (10). U
standardno obojenom preparatu metodom po Papenhajmu (MGG) mogu se
prepoznati stanice DZ i razlikovati od stanica folikularnog epitela $titne
Zlijezde, a pri tome se koriste citokemijska bojanja i imunocitokemijske
metode (34). Prema podacima iz literature vidljivo je da aspiracijska citologija
ima dijagnosticki i klini€ki znacaj kod hiperparatiroidnih bolesnika, te da je za
identifikaciju patologkih promjena DZ potrebno poznavanije razli¢itih staniénih
slika u punktatu DZ, §to znagi da ih mora analizirati citolog s iskustvom u

endokrinoloskoj citologiji (11,26,41).

CitoloSka analiza aspiriranog materijala dobivenog pod kontrolom
ultrazvuka, prema pojedinim autorima, omogucava apsolutnu identifikaciju
poveéanih DZ, a osim podrijetla lezije, moze se utvrditi i vrsta lezije otkrivene
ultrazvukom (35,62). Medutim pojedini autori smatraju da u citoloSkom
razmazu nije moguce razluciti stanice dostitne Zlijezde od folikularnog epitela

Stitne Zlijezde, te kod takovih citomorfoloskih nalaza upuc¢uju na biopsiju (59).

Objavljeni su brojni radovi u kojima autori opisuju citomorfolo$ku sliku
DZ u razmazima punktata dobivenima preoperacijski (11,26,34,37,47,62),
intraoperacijski u razmazima otiska biopsije (63,64) ili punkcijom materijala
dobivenog nakon paratireoidektomije (65,66). Prvi opis stanica u citoloSkom
razmazu dala je Gooding (10), a prvi prikaz na vec¢oj skupini bolesnika kod
kojih je preoperacijski ucinjena punkcija pod kontrolom ultrazvuka s
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citoloSkim pregledom dao je Solbiati 1983. godine u skupini od 42 bolesnika.
U njegovom radu osijetljivost ove metode iznosila je 81,5 %, a specifiCnost
100%. Autor u zaklju¢ku navodi da punkcija s citoloskim pregledom ima
dijagnosti¢ku i klinicku vaznost kod bolesnika sa sumnjom na povecane
dostitne Zlijezde (34). Obzirom da je uo&eno da Zljezdani epitel DZ nije uvijek
moguce razlikovati od Zljezdanog epitela §titne Zlijezde samo na osnovu
morfoloSke slike istrazivane su i dodatne specijalne tehnike i metode bojanja
(43,54,65,67,68,69).

Na nasSim prostorima je 1992. godine Halbauer u svojoj doktorskoj
disertaciji prikazala sistematski morfoloSki opis, tipove razmaza i tipove
stanica u razmazima punktata DZ na skupini od 58 bolesnika kod kojih je
ucinjeno 65 punkcija pod kontrolom ultrazvuka, zajedno s citokemijskom
metodom za prikaz argirofilnih zrnaca srebrnim nitratom prema Grimeliusu,
kompjutoriziranom morfometrijskom metodom i korelacijom s patohistoloSkim
poslije operativnim nalazima (26). Kasnije, je grupa autora, Halbauer,
Sarevié i Tomi¢ Brzac, dala potpuniji citomorfoloski opis DZ s
patohistoloSkom opisom i ultrazvuénim slikama u CitoloSko-patohistoloSkom
atlasu bolesti stitne zlijezde i dostitnih zlijezda s ultrazvuénim slikama, prvoj
knjizi na hrvatskom jeziku u kojoj su isrcpno obradene patoloski promijenjene
DZ (11).

1.5.1. Morfologija stanica dositne zlijezde u razmazu punktata

Razmazi punktata DZ standardno se boje metodom po Pappenheim-u
(May-Granvald Giemsa - MGG), a u njima se mogu prepoznati tri vrste
stanica DZ: glavne stanice, oksifilne stanice i vodenasto-svijetle stanice, koje

se nalaze pojedinacno, u nakupinama ili u traccima.

Adekvatno uzeti i nacinjeni razmazi u kojima prevladavaju glavne
stanice DZ su izrazito celularni, a u njima prevladavaju jednoliéne, sitne
epitelne stanice pojedina¢ne, u nakupinama i tra¢cima ili se nalaze gusto
poredane jezgre s oskudnom, neostro ograni¢enom citoplazmom ili bez nje.

Cesto su nakupine stanica palisadno poredane oko stanica endotela krvnih
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kapilara, a ponekad guste nakupine oko endotela kapilara tvore papilarne
oblike (slika 4).

Slika 4. Stanice epitela DZ uz tragak stanica endotela krvne kapilare
(MGG, x100)

U nekim razmazima dominiraju pojedinacne stanice, a ponekad se po
dvije jezgre medusobno dodiruju ili prelaze jedna preko druge (poput zrna
kave) (slika 5). Jezgre glavnih stanica su uglavnhom manje od eritrocita,
okrugle do blago ovalne, obojene tamno ljubi¢asto, bez vidljive strukture
kromatina. Citoplazma im je oskudna, neostro ograni¢ena, nejednoli¢na, sivo
obojena, ponekad s tamnim zrncima, a C&esto sa sithim vakuolama.
Povremeno jezgre glavnih stanica mogu biti nesto vece, rahlije strukture

kromatina s ponekad vidljivim nukleolima (slika 5).
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Slika 5. Stanice DZ. Na jednom mjestu se dvije medusobno dodiruju
(MGG, x1000)

Rjede se u razmazima punktata nadu stanice obilnije, neostro
ograni¢ene sivkaste citoplazme u kojoj se nadu brojne vakuole, ekscentricno
postavljenih jezgara. Ove stanice odgovaraju vodenasto-svijetlim stanicama
(water-clear cells) (slika 6).

M T e

Slika 6. Vodenasto-svijetle stanice DZ: ekscentriéno postavljena
jezgra i obilna svijetla citoplazma (MGG, x1000)
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U razmazima punktata mogu se naci i oksifilne stanice s obilnijom,
o8tro ograni¢enom eozinofilnom, zrnatom citoplazmom, a nalik su na
onkocite koji se mogu naci u drugim organima pa i u dostitnoj Zlijezdi (slika
7).

Slika 7. Oksifilne stanice DZ (MGG, x1000)

Osim stanica epitela u razmazima punktata DZ mogu se naéi i drugi
staniéni elementi. Stanice endotela krvnih kapilara su izduzene, ovalne i
razlikuju se od Zljezdanog epitela DZ. Nalaze se fibrociti i fibroblasti, te
upalne stanice u slugajevima upalnih procesa u DZ. Rjede, u slugajevima
cisticne degeneracije mogu biti prisutni i makrofagi. Paravakuolarna zrnca i
makrofagi ispunjeni hemosiderinom rijetko se nadu u punktatu DZ, dok su u
punktatu Stitne Zlijezde relativno Cesti. U podlozi se ponekad moze vidjeti tvar
nalik na koloid, homogena ljubi¢asto obojena masa — pseudokoloid, koji se
uvijek nalazi kao oblik krpi¢astog koloida, a nikada se ne nalazi difuzni oblik
koloida (4,10,11,26,35,43).

Punkcijom cista DZ dobije se bistri tekuéi sadrzaj u &ijem sedimentu se
moze vidjeti tek po koji makrofag i izuzetno rijetko stanice Zljezdanog epitela
DZ. Dijagnoza se postavlja odredivanjem razine parathormona u punktatu.
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Zljezdani epitel DZ nije uvijek moguée razlikovati od Zljezdanog epitela
Stitne Zlijezde samo na osnovu morfoloSke slike. Diferencijalno dijagnosticki
problem ¢&ine papilarni karcinom i folikularni tumori Stitne Zlijezde (54), a
najvec¢i diferencijalno dijagnostic¢ki problem ¢&ine razmazi punktata Stitne
Zlijezde u kojima je nadena proliferacija epitelnih stanica s piknoti€nim
jezgrama, oskudnih citoplazmi uz koje se nalaze i drugi tipovi stanica,
primjerice pigmentofagi i pjenusave svijetle stanice (11). Osim toga ponekad
se DZ moze naéi uklopliena u stitnu Zlijezdu, pa se u takvim sluajevima u
razmazima punktata nalaze i elementi &titne Zlijezde (56). Dodatne specijalne
citokemijske i imunocitokemijske tehnike i metode bojanja Kkoriste se za
dodatnu identifikaciju i potvrdu da se zaista radi o stanicama Zljezdanog
epitela DZ (67, 69).

Citokemijskom metodom srebrnim nitratom prema Grimeliusu
prikazuju se argirofilna zrnca u citoplazmi stanica Zljezdanog epitela DZ.
Ova reakcija je specificna za stanice neuroendokrinih tkiva koje stvaraju
peptide i amine, a koje u reakciji sa srebrnim nitratom stvaraju Zuto-smeda
do tamno-smeda zrnca u citoplazmama epitelnih stanica. Da bi se reakcija
smatrala pozitivnom zrnca primarno moraju biti prisutna uz rub jezgrine
membrane u obliku vjenci¢a. Reakcija je pozitivna kod 95% bolesnika, a
obzirom da se stanice DZ nalaze u razli¢itim fazama sekretorne aktivnosti,
intenzitet reakcije nije jednak u svim stanicama, ali je bitho da se moze
vidjeti u 60-70% glavnih stanica. Intenzitet reakcije nema znacaja u
razlikovanju adenoma od hiperplazije DZ (26,67,70).

Obzirom da su parafolikularne C-stanice S$titne Zlijezde takoder
neuroendokrine stanice, tako i tumor tih stanica, medularni karcinom,
pokazuje pozitivhu reakciju srebrnim nitratom a kod cisti¢no promijenjenih DZ
obojena zrnca mogu se nadi i u makrofagima. U oba ova citomorfoloSka
nalaza postoje morfoloSke karaketristike na osnovu kojih se ove stanice
mogu razlikovati od malih stanica DZ (11,26).

Imunocitokemijski stanice DZ pokazuju pozitivnu reakciju na
citokeratin 8, 18 i 19, te na kromogranin A i parathormon, a negativhu na

tireoglobulin i TTF-1 koji su pozitivni u stanicama Zljezdanog epitela Stitne
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Zlijezde. Kromogranin A i parathormon nalaze se u citoplazmi glavnih stanica
i u manjoj koli€ini u oksifilnim stanicama. Kromogranin A je osim u stanicama
DZ pozitivan i u parafolikularnim C-stanicama &titne Zlijezde i u medularnom
karcinomu, ali se one morfolodki razlikuju od stanica DZ. Obzirom da je
pozitivan u stanicama normalnih, hiperplasti¢nih i neoplasti¢nih DZ, ne moze
se Kkoristiti u diferenciranju prirode promjene. Kromogranin A nije specifican
za DZ kao $to je to protutijelo za parathormon, ali se vige koristi u rutinskom
radu jer je tehnicki lakSi za upotrebu. Vimentin je pozitivan u stanicama
strome i stanicama endotela krvnih kapilara, a negativan je u epitelnim
stanicama (4,43,68,69).

1.6. RACUNALNA ANALIZA SLIKE
1.6.1. Uvod

Gotovo od vremena kada je objavljen prvi morfologki opis stanica DZ
postoje poku$aji da se uoCe morfoloSke razlike izmedu adenoma i
hiperplazije u citoloSkom razmazu. Ovakav pristup uvelike doprinosi razvoju
citomorfologke dijagnostike DZ. O moguénostima njihovog razlikovanja
isklju€ivo na osnovu morfologije danas postoje brojna podijeljena misljenja.
MorfoloSka dijagnoza bazirana je na vizualnoj percepciji i dijagnosti¢kim
kriterijima za razliCite tkivne uzorke za koje je potrebna visoka educiranost
morfologa. Veéina morfoloSkih kriterija jasno je definirana za svaku bolest, ali
su razli¢ite interpretacije ipak mogucée $to je opisano i velikom broju studija
kako za razliCite neoplazme, tako za upalne bolesti i druga patoloSka
zbivanja. Problem reproducibilnosti postaje veéi kada se uklju¢e i drugi
parametri: prognosticki kriteriji (stupanj diferenciranosti, mitotska aktivnost),
problem kvalitete uzorka (tip uzorka, vrsta i vrijeme fiksacije, nacin bojanja)
(71).

Danas je dobro poznato da se recidivi kod hiperplazije DZ javljaju u
znacajnom broju unato€ radikalnoj i korektno ucinjenoj operaciji. Jednostavan
odgovor morfologa, zloéudno ili dobro¢udno nije uvijek dugoro¢no dovoljan

za optimalno lije€enje bolesnika. Zbog toga su potrebne dodatne informacije
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koje omoguéuju razlikovanje hiperplazije od adenoma DZ. Istrazivani su
brojni parametri: ukupna masa parenhima DZ, nodularni oblik rasta, odsustvo
masnih stanica, mitotski indeks, a posljednjih godina je imunohistokemijskim
metodama na operiranom materijalu dokazano da visok Ki-67, uz nodularnu
komponentu, mozZe ukazivati na povecan rizik od pojave recidiva kod

bolesnika s hiperplazijom DZ (72).

Razvojem molekularne biologije i citogenetike brojni autori o€ekivali su
da ¢e se istrazivanjem klonalnosti rijesiti vjeciti problem diferencijalne
dijagnoze: adenom DZ/karcinom DZ i primarna/sekundarna hiperplazija
glavnih stanica, ali na Zalost to se nije dogodilo. Nadeno je da adenomi
pokazuju klonalnost, ali je ista nadena i kod bolesti DZ koje imaju klini¢ka i
morfoloSka obiljezja primarne ili sekundarne hiperplazije u kojim je nadena
nodularna komponenta (3,73,74). Prema tome prisustvo klonalnosti ne znaci
i prisustvo neoplazije, te stoga i dalje ostaje problem diferencijalne dijagnoze
tumora DZ od hiperplastiénih promjena DZ kako u preoperacijskim

citoloskim, tako i u poslijeoperacijskim patohistoloskim preparatima (3,4).

Uvodenje raCunala u analizu slike omogucilo je: obradu, analizu,
usporedbu, selekciju pojedinih segmenata stanica ili tkiva, a selekcija
pojedinih segmenata stanice je polaziSte za analize kojima je cilj istraziti
mogu li pojedini parametri digitalne slike pomoc¢i u razlikovanju normalnih od
hiperplasti¢nih i neoplasti¢nih stanica. Racunalna analiza slike omogucuje i

telekonzultacije, pohranjivanje podataka te kreiranje baza podataka.

1.6.2. Sistem za slikovnu analizu

Sustav za slikovnu analizu sastoji se od mikroskopa, visoko rezolutne
kamere, kolor monitora, racunala (PC-a) i programa koji prihvaca i analizira
sliku. Mikroskop je osnovni dio sustava. Potrebno je da mikroskop ima
stabilni i uniformni izvor svjetla, kvalitethu optiku te mora biti mehanicki
stabilan. Automatski mehanicki pokretni dio obavezan je samo u slu€ajevima
automatskog probira ili automatske analize preparata. Video kamera mora

biti visoko kvalitetha, s visokom rezolucijom, fotometrijskom i prostornom
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linearo$¢u. Racunalo mora imati visoko-rezolucijski adapter za prihvat slike
ili procesor slike, koji dopustaju izolaciju i selekciju individualnih objekata
(pixela) slike. Za spremanje slike potreban je dodatni tvrdi disk (engl. hard
disk) jer se svakom analizom dobije velika koli¢ina podataka. Monitor mora
imati dovoljno jaku rezoluciju da se mogu prepoznati detalji od interesa.
Takoder je neophodan i pisa¢ za ispis izvijeS¢a i kopija.

Svjetlosni mikroskop sliku pretvara u analogni elektricni signal uz
pomo¢ video kamere. Signal se nakon toga digitalizira u kompjutoru u
elemente slike nazvane ,pixels”. Na mjestima gdje ljudsko oko moze razluditi
30-40 nivoa sivila, kompjuter moze razluciti 256 nivoa sivila po svakom
pixelu. Digitalni signal se moze vratiti u analogni i prikazati na kolor monitoru
(73,75).

1.6.3. Kvantitativhe kompjuterske slikovne tehnike u citomorfologiji i

histomorfologiji

Morfometrija je termin koji se koristi za razli€ite kvantitativne metode
uklju€ujuéi tkivne i stani€ne analize (71). Citometrija je termin koji se koristi
kao sinonim morfometriji primijenjenoj na citoloSke uzorke. Ona ima i Sire
znacenje u nekim studijama i ukljuuje mjerenja citokemijskih analiza (npr.
AgNOR-a), imunocitokemijskih analiza te in situ hibridizaciju na stanicama
(75).

1.6.3.1. Morfometrija

Morfometrija je kvantitativni opis geometrijskih struktura u svim
dimenzijama, a omoguc¢ava numeric¢ku objektivizaciju opazenog, kvantitativni
pokazatelji su objektivni i reproducibilni, metoda je jeftina, tehnicki

jednostavna, a moze se koristiti standardno obradeni materijal (73,76).

Vise ¢imbenika utjeCe na morfometrijsku metodu. Termin planimetrija
oznaCava mjerenje geometrijskin oblika u dvodimenzionalnoj slici iako
mjerene strukture ne moraju biti dvodimenzionalne. Na histoloskim

preparatima potrebno je transformirati sliku u dvodimenzionalnu i taj proces
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se naziva redukcija. Debljina reza i ugao rezultiraju znacajnom varijacijom u
dvodimenzionalnoj redukcijskoj slikovnoj analizi, tako da u rezovima debljine
3-7 mikrona povrSina jezgara moze varirati i viSe od 15% izmedu rezova,
iako je realna razlika znatno manja. Problemi redukcije dimenzije mjerenja u
citoloSkim uzorcima su znatno manji nego u histoloSkim uzorcima, jer
citoloSki uzorci ne ovise o rezovima. Stanice i jezgre su u citoloSkim uzorcima
spljostene, tretiraju se kao dvodimenzinalni objekti i ukoliko povec¢anje nije
jako visoko, njihova debljina je zanemariva. Premda je adekvatniji termin

planimetrija, uobi¢ajeni naziv za ovakve studije je morfometrijska studija (76).

U radu se najceS¢e koristi metoda interaktivne kompjuterske analize
gdje se dijelom automatski, a dijelom ruéno ocrtavaju konture struktura koje
se zele mjeriti. Mogu se odredivati razli€iti morfometrijski pokazatelji (73,76):

» jednostavni: povrSina, opseg, polumjer, promjer, najduza i najkraéa os

objekta.
= Cimbenici oblika (engl. shape factor ):
o Cimbenik zaokruzenosti objekta (engl. form factor- FF);
o Cimbenik izduzenosti (omjer duzine i Sirine objekta).

» Kontekstualni pokazatelji: povr§ina nakupine, broj elemenata po nakupini,

udaljenost izmedu nakupina, itd.

= Dvofazni pokazatelji: nukleocitoplazmatski omjer (N/C), nukleonukleolarni
omjer (N/N) i dr.

FF je parametar koji je 80-tih godina uveo Crocker izraCunava se iz
izmjerenih parametara i pokazuje stupanj zaokruzenosti objekta i ima
vrijednost 1 za krug, <1 za elipse i <<1 za jako nepravilne oblike ili izrazenu
varijabilnost oblika (77).

Osim planimetrijskin mogu se odredivati pokazatelji teksture, pokazatelji koji

Su povezani sa razinama sivila i denzitometrijski pokazatelji (76).
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Morfometrijske  analize zbog objektivnih, kontinuiranin  numeric¢kih

kvantitativnih obiljezja u citopatologiji i histopatologiji omogucéavaju:
» vecu pouzdanost i reproducibilnost citoloskih i patohistoloskih dijagnoza;

» Korelaciju morfometrijskin podataka sa tradicionalnom klasifikacijom

tumora koja se temelji na subjektivnoj interpretativnoj histopatologiji;
= reklasifikaciju tumora na temelju morfometrijskih podataka;

= Korelaciju morfometrijskih podataka s prognostickim pokazateljima
(73,75,76,77,78,79).

1.6.3.2. Regija organizatora jezgre - AQNOR

Jezgra je dio stanice u kojem se nalazi kromatin graden od molekule
DNA koja sadrzi genetski materijal jedinke, te histonskih i nehistonskih
proteina. Zone jezgrinih organizatora (NORs) su segmenti smjesteni na
kratkom kraku akrocentricnih kromosoma (13,14,15,21,22,80) u kojima je
lokaliziran gen rRNA tijekom interfaze i mitoze. U metafazi stani¢nog ciklusa
smjesteni su na kratkom kraku akrocentri¢nih kromosoma, dok se u telofazi
rearanziraju u nukleolarne strukture. To€an nacin njihovog rearanziranja nije
poznat, ali postoji jasna povezanost izmedu ploidije i broja NOR-a utvrdena
svjetlosnim i elektronskim mikroskopom (74,80). NOR-ovi predstavljaju
substrukturu nukleola, a povremeno se mogu naci i izvan njih kao satelitske

strukture.

AgNOR metoda omoguéava vizualizaciju, svjetlosnim mikroskopom,
podrucja argirofilnin nehistonskih proteina smjestenih u podrucju jezgrinog
organizatora. To su podru¢ja rRNA transkripcije (AgNOR) (81). Jezgrini
organizatori imaju znacajnu ulogu u transkripciji nukleinskih kiselina, te njihov
broj i veli¢ina mogu biti pokazatelj stani¢ne proliferacije, transformacije ili
maligniteta (82,83). AQNOR-ovi se u citoloskim preparatima mogu vidjeti kao
manije ili ve¢e tamno smede do crne tocke u jezgri. Mogu biti pojedinacne, u

vecéim ili manjim nakupinama, unutar kojih se mogu razlikovati pojedine tocke
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(75,84). Velika prednost ove metode je u tome Sto se moze izvoditi na
arhivskom materijalu $to daje mogucénost izvodenja citolokih i histoloskih
retrospektivnih studija. Barsoti i suradnici su prikazali primjenu AgNOR
metode na citoloSkim preparatima prethodno bojanim standardnim
metodama po May-Grinwald Giemsi ili Papanicolau-u, a smatraju da se
mogu koristiti i preparati suSeni na zraku, bez ikakve druge fiksacije. Ovakva
fiksacija je povezana s Cinjenicom da isuSivanje stabilizira sulfhidrilne
skupine (85).

Prema Crockeru (86) svjetlosnim mikroskopom se mogu razlikovati 3
tipa AgNOR-a:

= NOR-ovi koji tvore solitarnu, zaokruzenu skupinu, koja se ¢esto naziva
AgNOR, a odgovara samom nukleolu. Ova konfiguracija se €¢esto nalazi u

malim, mirujuéim limfocitima;

» u stanicama u proliferaciji se €esto unutar nukleola mogu razlikovati

pojedini NOR-ovi;

= u tumorskim stanicama izrazito malignih tumora nadu se rasprdeni mali

AgNOR-ovi i u nukleoplazmi.

Na toCnost rezultata mogu djelovati razli¢iti ¢imbenici. Koriste se
razli€iti protokoli bojanja, pa razlike u procesima fiksacije i bojenja srebrom
(koncentracija, vrijeme inkubacije, temperatura) mogu utjecati na stupanj
oCuvanosti stanica i razliCitost rezulatata, ¢ak i kod istih tipova tumora
(87,88). Za ovu metodu citoloSki preparati se smatraju prikladniji negoli
histoloski rezovi, jer se u otiscima tocke lakSe broje i lakSe se razlikuju
pojedinacne toCke unutar nukleola. U citoloSkim preparatima se vide cijele
stanice, pa je broj toaka u njima ocCekivano vec¢i nego u histoloSkim
rezovima. Ipak se i tako razliiti materijali mogu medusobno usporedivati ako
se odreduje omjer povrSine AgNOR-a i jezgre (89,90,91).

Analiza AgNOR-a radi se odredivanjem broja i veli¢ine AQNOR-ova. U
literaturi se mogu nac¢i dva nacina brojanja AgNOR-a koji ne moraju biti

medusobno iskljucivi:
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» brojanje svih struktura obojenih srebrom, a ako se nadu u nakupini

tretiraju se kao jedna struktura;

» brojanje svake to¢ke odvojeno, unutar nukleola i manjih AQNOR-a koji se

nalaze izvan nukleola (86).

Veli¢ina AgNOR-a odreduje se morfomerijski pomocu digitalne analize slike

8to omogucéava numeri¢ku objektivizaciju povrS§ine AgNOR-a (75).

Iz literature je poznato kako se pomocu selektivnog bojanja zona
jezgrinih organizatora srebrom - Ag NOR - u stanicama tumora (limfoma,
tumora dojke, karcinoma kolona, tumora mokracnog mjehura, tumora jajnika,
tumora koze, $titnjace i mekih tkiva) nalazi veci broj AQNOR tocki, a on je u
korelaciji s vec¢im proliferacijskim indeksom u jezgrama stanica tumora u

usporedbi s normalnim ili hiperplasti¢nim stanicama (77,78,79,84,92,93,94) .
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2. HIPOTEZA ISTRAZIVANJA

Zone jezgrinih organizatora su segmenti smjesteni na kratkom kraku
akrocentri¢nih kromosoma u kojima je lokaliziran gen rRNA tijekom interfaze i
mitoze. Te zone se mogu prikazati citokemijski bojenjem srebrom, metodom
koja identificira nehistonske, argirofilne proteine povezane s mjestima rRNA
transkripcije (AgNOR). AgNOR imaju znaajnu ulogu u transkripciji
nukleinskih kiselina u proteine, te njihov broj i veli€ina mogu biti pokazatel;
stani¢ne proliferacije i tumorskog rasta, a morfometrijske analize doprinose

objektivnijoj procjeni veli¢ine i povrsine AQNOR-a.

Stoga je i postavljena hipoteza istrazivanja da se pomocu citokemijskog
bojanja po Grimeliusu, kojim se potvrduje citomorfologki nalaz stanica DZ u
citoloskim preparatima i u daljnjem postupku pomocéu odredivanja
morfometrijskih osobina jezgre i AQNOR-a (nakon specificnog citokemijskog
bojanja) moze preoperacijski razlikovati adenom od hiperplaziie DZ u
citoloskim preparatima.
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3. CILJ RADA

1. Uz standardnu citomorfologku analizu, analiza stanica DZ nakon dodatnih
citokemijskih bojenja — Grimelius i AQNOR.

2. Kvantitativno odredivanje broja AgNOR-a po jezgri i kvantitativho
odredivanje veli€ine i povrS§ine AQNOR-a koriste¢i morfometrijske metode
u citolodkim punktatima promjena DZ dobivenim pod kontrolom
ultrazvuka a koje su i patohistoloski dijagnosticirane (adenom i
hiperplazija).

3. Procjena dobivenih pokazatelja i njihov moguc¢i udio u razlikovanju
adenoma od hiperplazije DZ u citoloskim preparatima u svrhu

preoperacijske obrade bolesnika s hiperparatireoidizmom.

3.1. STO JE NOVO U PREDLOZENOM ISTRAZIVANJU

PredloZzeno istraZzivanje zasnovano je na novim dijagnosti¢kim
postupcima te se i u najnovijoj literaturi istrazuje mogucénost prepoznavanja
tumorskih stanica pomoéu morfometrije. Primjerice razlikovanje reaktivnih
plazmocita od plazmocita u multiplom mijelomu pomoéu morfometrijske
analize AgNOR-a (78), te takoder razlikovanje grani€nih i malignih
mucinoznih tumora ovarija (115).

U literaturi je i u nekoliko studija analizirana vrijednost broja i povrSine
AgNOR-a u razlikovanju benignih promjena (hiperplazije i adenoma) od
karcinoma dostitne Zljezde, ali u patohistoloskim preparatima.

Medutim, u predlozenom istrazivanju novo je da ¢e se neke od
morfometrijskih analiza, primjerice faktor forme i faktor oblika, te omjer
ukupne povrSine pojedine jezgre i ukupne povrSine njenih AgNOR-a
procjenjivati u razlikovanju hiperplazije od adenoma dostitnih Zlijezda u

citoloskim preparatima.
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4. ISPITANICI | METODE

U istrazivanju su analizirani punktati 67 DZ. Nakon standardne i
morfometrijske analize citoloSki nalazi su se usporedili s patohistoloSkom
dijagnozom koja nije bila poznata tijekom citoloSke analize. Bolesnici su
obradeni u CitoloSkom laboratoriju Klinickog zavoda za nuklearnu medicinu i
zastitu od zracenja Kilinickog bolnickog centra Zagreb i CitoloSkom
laboratoriju Sluzbe za patologiju i citologiju opée bolnice Dr. Josipa
Bencevica Slavonski Brod. Materijal za analizu dobiven je ultrazvuéno
vodenom ciljanom aspiracijskom citoloSkom punkcijom. Spomenutu
ultrazvucnu pretragu radila je ista osoba koja je ujedno i analizirala materijal
dobiven punkcijom.

U istraZzivanju je analizirano 16 punktata koji predstavljaju arhivski
materijal i 51 punktat dobiven punkcijom pod kontrolom ultrazvuka kod

bolesnika s hiperparatireoidizmom.

Ultrazvu&ne pretrage bolesnika obavljene su aparatom za ultrazvuénu
dijagnostiku ALOKA SSD-256, sondom od 5 MHz za povrSinska tkiva i
DIASONICS CV 400, sondama od 7,5 MHz, 10 MHz i 13 MHz. Ciljana
citoloSka punkcija radena je pod kontrolom ultrazvuka ,free hand” tehnikom.
Sonda obloZena gumenom navlakom je dezinficirana, a zbog boljeg kontakta
na kozu je stavljeno sterilno parafinsko ulje. Kada je lezija lokalizirana tanka
igla uvedena je koso ispod sonde u snop ultrazvucénih valova. Pracenjem na
ekranu vrh igle je uveden u leziju iz koje se brizaglicom aspirira mateijal za
citoloSku analizu. Upotrebljavana je tanka igla od 21 gauge s brizgalicom od

10 ccm.

Za identifikaciju stanica DZ u citolokom razmazu upotrijebliene su

sljede¢e metode:

1. Standardna metoda bojanja po May-Grinvald Giemsi (MGG);
- za citomorfoloSku analizu svi razmazi dobiveni ultrazvuéno vodenom

citoloSkom punkcijom osu$eni su na zraku, bojani standardnom
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metodom po May-Grinvald Giemsi i analizirani svjetlosnim

mikroskopom.

2. Citokemijska metoda srebrnim nitratom prema Grimeliusu;

Za citokemijsko bojanje po Grimeliusu neosuseni razmazi punktata
fiksirani su u Buinovoj otopini i obojeni po Grimeliusovoj metodi za
prikaz argirofilnih zrnaca u citoplazmi stanica DZ. Ova metoda
koristena je za identifikaciju stanica DZ i njihovo razlikovanje od
stanica Zljezdanog epitela Stitne Zlijezde, jer je ona specificna za
neuroendokrine stanice, a tumori DZ ubrajaju se u tumore
neuroendokrinog tipa. Neuroendokrine stanice stvaraju peptide i
amine Kkoji u reakciji sa srebrnim nitratom stvaraju zuto-smeda do
tamno-smeda zrnca u citoplazmama stanica (slika 8). U cisti¢no
promijenjenim Zlijezdama takoder se mogu nacéi argirofilna zrnca u
makrofagima. Makrofagi se morfoloski razlikuju od stanica zljezdanog
epitela DZ (70).

Slika 8. Stanice DZ: Citokemijska metoda po Grimeliusu,x1000
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3. Citokemijska metoda srebrnim nitratom za selektivho bojanje jezgrinih
organizatora (AgNOR-a);

- Za citokemijsku metodu srebrnim nitratom za selektivho bojanje
jezgrinih organizatora (AgNOR-a) koriSteni su preparati prethodno
obojani standardnom metodom po MGG-u jer se na taj na¢in moze
odabrati adekvatne razmaze s dovoljnim brojem dobro oc€uvanih
stanica, a prema podacima iz literature i prema vlastitom iskustvu,
reakcija je kvalitetnija na preparatima prethodno obojanim
standardnim metodama (85,92). Odabrani uzorci su preliveni
otopinom koja sadrzava 1 dio 2% otopine Zelatine u 1% mravljoj
kiselini i dva dijela 50% vodene otopine srebro nitrata te ostavljeni na
sobnoj temperaturi, u tamnoj komori 45 minuta. Zatim su isprani
destiliranom vodom i osu8eni na zraku. Regije jezgrinih organizatora,
nakon impregnacije srebrom, prikazuju se kao tamno smede do crne
toCke u jezgri pojedinacno, u manjim ili ve¢im nakupinama u kojima se
ponekad, pojedine toCke mogu razlikovati (slika 9).

-

Slika 9. Stanice DZ - AgNOR (srebro nitrat, x100)

39



4. Racunalna morfometrijska metoda.
- Svaki preparat je za mjerenje pregledan mikroskopom Olympus BX
50 povezanim s kompjutoriziranim analizatorom slike i to najprije
malim povecanjem, da bi se odabralo podrucje koje predstavlja
reprezentativni materijal, a zatim je odabrano podrucje pretrazeno
sistematski pod imerzionim objektivom (povecanje x1000).
Morfometrijska mjerenja izvrSena su na osobnom racunalu s
podrzavaju¢im programom ,SFORM“ tvrtke VAMSTEC, Zagreb,
Croatia. Sistem se sastoji od visokorezolucijske kamere u boji koja

sliku iz mikroskopa digitalizira i prenosi u osobno rac¢unalo.

U svakom pojedinaénom uzorku analizirano je 50 jezgara. Citoplazme
nisu mjerene jer su uglavnhom neos$tro ograni¢ene, a nerijetko se u razmazu
punktata nadu i gole jezgre stanica Zljezdanog epitela DZ. Granice jezgre i
AgNOR-a oznaCavane su automatski uz ruénu korekciju. Da bi se dobili
moguci reproducibilni parametri u citoloSkoj diferencijaciji adenoma od
hiperplaziie DZ, za svaku jezgru odredena su obiljeZja koja odreduju
prosje¢nu veliinu jezgre i obiljezja koja odreduju stupanj anizokarioze:
povrSina, opseg, konveksitet, najmanji i najveci polumjer, duljina i Sirina
jezgre, te Cimbenici pravilnosti - ¢imbenik zaokruzenosti jezgre (form factor-

FF) i ¢imbenik izduzenosti jezgre (faktor oblika - omjer duzine i Sirine jezgre).

Pomoc¢u kompjutorske analize slike AQNOR-ovi se mogu brojati, mogu
se odrediti njihove dimenzije, te takoder i sloZeniji morfometrijski pokazatelji
(€imbenik zaokruzenosti objekta, izduzenosti, i sl). Obzirom da se radi o
objektivnim broj¢anim pokazateljima u njihovoj obradi mogu se koristiti
razliCite statisticke metode (95,96). Primjenom digitalne analize slike

povecana je reproducibilnost rezultata mjerenja (slika 10).
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U ovom radu primijenjen je pristup analizi AQNOR-a u kome su oni podijeljeni
u tri tipa

= homogeni tip (unutar kojeg se niti nakon povecéanja ne vide razrjedenja);

= inhomogeni tip (nepravilna razriedenja AgNOR-a vidljiva na povecéanju
x1000 i na ve¢im kompjuterskim povecanjima);

= prstenasti AgNOR-i (konfiguracija u obliku prstena vidliiva i na
standardnom povecaniju) (75).

Za svaki pojedini tip AQNOR-a analizirani su broj, povrSina, omjer njihove

povrSine prema povrSini jezgara, ukupan broj svih Ag NOR-a, ukupna

povrSina (najmanja, najveca i prosjecna), te omjer ukupne povrsine svih Ag

NOR-a prema povrS$ini jezgre.
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4.1. STATISTICKE METODE

Za opis distribucije frekvencija istrazivanih varijabli koristile su se
deskriptivne statisticke metode. Pomocu Kolmogorov-Smirnovljevog testa
analiziralo se da li je distribucija opazenih rezultata svake varijable
parametrijska (normalna) ili neparametrijska, te ovisno o rezultatu primijenile
su se parametrijske ili neparametrijske statisticke metode za usporedbe

rezultata.

Srednje vrijednosti kontinuiranih varijabli izrazene su aritmetickom
sredinom i standardnom devijacijom za normalno distribuirane varijable, te

medijanom i rasponom za varijable koje se ne raspodjeljuju normalno.

Za utvrdivanje statisticki znac€ajnih razlika u mjerenim parametrima
izmedu skupina ispitanika s adenomom i hiperplazijom dostitne Zlijezde
upotrijebio se Mann-Whitney U-test.

Povezanost parametara utvrdena je Spearmanov-im Kkoeficijentom

korelacije Rho (p).

Za ocjenu znacajnosti dobivenih rezultata odabrana je razina bitnosti
a= 0.05.

Podaci su analizirani statistickim postupcima ispitivanja razlika i
povezanosti pomocu SPSS 17.0 (SPSS inc, Chicago, IL, SAD).
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5. REZULTATI

Za istrazivanje su koriSteni razmazi punktata 67 DZ bez poznate
patohistoloke dijagnoze: punktati 16 DZ iz arhive citoloskih preparata i
punktati 51 DZ punktirane pod kontrolom ultrazvuka kod bolesnika s
hiperparatireoidizmom u sklopu njihove preoperacijske obrade.

Preoperacijski nalazi ultrazvuka, citoloSke punkcije, nalazi
citokemijskih pretraga po Grimeliusu i AQNOR-a, te nalazi morfometrijskih
mjerenja usporedeni su s patohistoloSskim nalazima, te su analizirani
materijali, punktati svih 67 DZ naknadno razvrstani prema patohistoloskoj
dijagnozi u dvije skupine: skupinu s hiperplazijom DZ i skupinu s adenomom
DZ. U skupinu bolesnika s hiperplazijom usla su 53 (79%) punktata bolesnika
(21 muskarac i 32 zene). Srednja dob bolesnika je 49,5 godina, s rasponom
od 25 do 75 godina. U skupini bolesnika s adenomom DZ analizirano je 14
(21%) punktata, (3 muskarca i 11 Zena). Srednja dob bolesnika bila je 62,2
godine s rasponom od 45 do 83 godine. Srednje vrijednosti dobi prikazane su

tablicom 1.

Tablica 1. Osnovne mjere sredine i rasprSenja dobi po skupinama ispitanika

Dob ispitanika

Dijagnoza N (%)  Srednja vrijednost  Min - Max
(SD%)

Hiperplazija dostitne 53 (79) 49,5 (14.6) 25-75

zlijezde

Adenom dostitne 14 (21) 62,2 (9,9) 45 - 83

zlijezde

*Mann Whitney test

Primjenom raunalne morfometrijske analize objektivno su u svakom
razmazu punktata testirana morfologka obiljeZja 50 jezgara stanica DZ a
koja su u citoloSkom razmazu znacajna za diferenciranje adenoma od

hiperplazije DZ.
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Izmjerena su obiljezja jezgre koja odreduju veli€inu jezgre i stupanj
anizokarioze: povrsina jezgre, opseg jezgre, minimalni radijus (polumjer)
jezgre, maksimalni radijus (polumijer) jezgre, zakrivljenost jezgre, duzina
jezgre, Sirina jezgre, ¢imbenik pravilnosti jezgre (¢imbenik forme), ¢imbenik
izduzenosti jezgre (Cimbenik oblika). Analiza istrazivanih parametara dala je

rezultate koji su prikazani u tablici 2.

Tablica 2. Srednje vrijednosti parametara vezanih uz jezgru po skupinama

HPL AD

PARAMETRI : Srednja P

vrijednost vrijednost

Povrsina jezgre 48,40 12,76 20,60 73,48 | 40,78 9,45 30,37 59,07| 0,033

Opseg jezgre 25,58 3,63 16,61 32,17 | 23,54 2,79 20,21 28,65| 0,039
Minimalni

radijus 3,32 0,50 2,09 4,24 3,00 040 252 3,77]| 0,024
(polumjer) jezgre

Maksimalni

radijus 4,31 0,58 2,88 5,32 4,01 044 340 4,78 0,062

(polumijer) jezgre
Zakrivljenost
jezgre

Duzina jezgre 8,25 1,13 545 10,16 | 7,66 0,87 6,46 9,17| 0,052
Sirina jezgre 7,27 1,06 4,71 9,29 6,63 0,82 5,70 8,27 0,030
Cimbenik
pravilnosti 0,90 0,01 0,88 0,93 0,91 0,01 0,88 0,93]| 0,963
jezgre
Cimbenik
izduzenosti 1,14 0,04 1,07 1,26 1,17 0,05 1,10 1,24 0,131
jezgre

49,08 12,95 20,91 7462 | 41,39 9,55 30,76 59,86| 0,033

*standardna devijacija; TMann Whitney test

U skupini bolesnika s hiperplazijom DZ znaéajno su veée vrijednosti
povrsine jezgre (Mann Whitney test, p=0,033), opsega jezgre (Mann Whitney
test, p=0,039), minimalnog radijusa jezgre (Mann Whitney test, p=0,024),
zakrivljenosti jezgre (Mann Whitney test, p=0,033) i Sirine jezgre (Mann
Whitney test, p=0,030) negoli u skupini s adenomom DZ. U skupini bolesnika
s hiperplazijom DZ vrijednosti maksimalnog radijusa i duzine jezgre takoder

su vece negoli u skupini s adenomom, ali ta razlika nije statisticki zna¢ajna.
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Cimbenik pravilnosti jezgre (¢imbenik forme) i &imbenik izduZenosti jezgre
(Cimbenik oblika) je podjednak u obje skupine (tablica 2, slika 11).
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Slika 11. Srednja vrijednost i interval pouzdanosti parametara jezgre po
skupinama

Primijenjeno na morfologiju stanica u citoloSkom razmazu u skupini
hiperplazija nalaze se stanice s vec¢im jezgrama od onih kod adenoma.
Istovremeno u skupini hiperplazija standardna devijacija za svaki navedeni
parametar pokazuje viSe vrijednosti negoli u skupini adenoma $§to
primijenjeno na morfologiju stanica u citoloSkom razmazu ukazuje na vecéu
heterogenost i nejednolikost u veli€ini jezgara u hiperplaziji u odnosu na
adenom (slika 12, slika 13).
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Slika 13. Adenom dostitne Zlijezde (MGG, x1000)

Istovremeno &imbenik zaokruZenosti jezgre i &imbenik izduZenosti
jezgre su podjednaki u obje skupine Sto ukazuje na jednolikost u obliku
jezgara u obje skupine, te se ovi parametri ne mogu Koristiti u razlikovanju
ova dva entiteta (slika 12, slika 13).

Osim obiljezja jezgre, kvantitativno su odredena morfolo$ka obiljezja
jezgrinih organizatora svake analizirane jezgre (AgNOR-i): broj pojedinacnih
AgNOR-a po jezgri, povrSina pojedinaénih AgNOR-a, prosje€na povrsina
pojedinacnih  AgNOR-a, minimalna povrSina pojedinaénih AgNOR-a,
maksimalna povrSina pojedinacnin  AgNOR-a, broj nakupina AgNOR-a,
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povrSina nakupina AgNOR-a, prosjeCna povrSina nakupina AgNOR-a,
minimalna povrSina nakupina AgNOR-a, maksimalna povrSina nakupina
AgNOR-a, ukupna povrSina pojedinac¢nih i nakupina AgNOR-a, ukupna
povrSina nakupina i prstenastih AQNOR-a, ukupna povrsina pojedinacnih i
prstenastin AQNOR-a, ukupna povrsina svih AQNOR-a i broj svih AQNOR-a.

Znacajno je niza vrijednost povrsine pojedina¢nih AQNOR-a u skupini
bolesnika s adenomom DZ nego u skupini s hiperplazijom DZ. Sve ostale
izmjerene vrijednosti pojedinacnih  AgNOR-a: broj, prosjeCna povrSina,
minimalna i maksimalna povrsina, takoder su nize u skupini bolesnika s
adenomom doétitne Zlijezde, nego u skupini s hiperplazijom DZ, ali razlika
nije statisti¢ki znacajna (tablica 3, slika 14).

Tablica 3. Srednje vrijednosti parametara vezanih uz pojedinacne AgNOR-
e po skupinama

HPL AD

PARAMETRI Srednja Srednja Pt
SD* Min Max SD*  Min Max
vrijednost vrijednost

Broj
pojedinacnih 2,48 0,63 1,12 4,90 2,25 0,51 1,44 3,18 |0,167
AgNOR-a
Povrsina
pojedinacnih 5,03 1,96 1,97 9,63 3,80 1,35 2,00 6,90 [0,024
AgNOR-a
Prosjec¢na
povrsina
o 2,29 1,30 0,78 8,87 1,85 0,59 1,02 2,67 |0,316
pojedinacnih
AgNOR-a

Minimalna
povrsina

. . 2,29 1,30 0,78 8,87 1,85 0,59 1,02 2,67 |0,316
pojedinaénih
AgNOR-a

Maksimalna
povrsina

o 2,74 1,36 0,98 9,15 2,20 0,69 125 3,17 0,235
pojedinacnih
AgNOR

*standardna devijacija; TMann Whitney test
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Slika 14. Intervali pouzdanosti parametara pojedina¢nih AQNOR-a
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Broj nakupina AgNOR-a podjednak je u obje skupine (tablica 4).

Tablica 4. Medijan broja nakupina AQNOR-a po skupinama

PARAMETRI HPL AD
» 25%- » 25%- ,
Medijan 759%" Min  Max | Medijan 759%" Min  Max
Broj nakupina
AgNOR-a 1,00 1-1 0,00 1,25 1,00 1-1 0,00 1,14

0,763

*interkvartilni raspon; "Mann Whitney test

Povrina, prosje€¢na te minimalna i maksimalna povrSina nakupina

AgNOR-a poprima vece vrijednosti u skupini ispitanika s hiperplazijom

dostitne Zzlijezde, negoli u skupini s adenomom dostitne Zlijezde, ali razlika

nije statisti¢ki znacajna (tablica 5 i slika 15).

Tablica 5. Srednje vrijednosti parametara vezanih uz nakupine AQNOR-a po

skupinama

HPL

AD

PARAMETRI Srednja

vrijednost SD

Min  Max
Povrsina
nakupina

AgNOR

Prosje¢na
povrsina
nakupina
AgNOR

Minimalna
povrsina
nakupina
AgNOR

Maksimalna
povrsina
nakupina
AgNOR

3,36 2,22 0,00 9,01

3,28 2,17 0,00 8,05

3,26 2,16 0,00 8,05

3,29 2,18 0,00 8,22

Srednja
vrijednost

2,86

2,84

2,84

2,84

SD* Min  Max

0,00 4,57

1,15 0,00 4,57

0,00 4,57

1,15 0,00 4,57

P‘I’

0,246

0,354

0,362

0,338

*standardna devijacija; TMann Whitney test
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Slika 15. Intervali pouzdanosti parametara nakupina AQNOR-a

Znacajno viSa vrijednost ukupne povrsine pojedinacnih i nakupina
AgNOR-a nadena je kod hiperplazije dostitne zlijezde u odnosu na adenom
dostitne Zlijezde (Mann Whitney test, p=0,014). Ukupna povrSina
pojedinacnih i prstenastih  AgNOR-a visa je u skupini bolesnika s
hiperplazijom DZ u odnosu na skupinu s adenomom DZ (Mann Whitney test,
p=0,023). Ukupna povrsina svih AQNOR-a takoder je visa u skupini bolesnika
s hiperplazijom DZ negoli u skupini s adenomom DZ (Mann Whitney test,
p=0,017). Ukupna povrsina nakupina i prstenastih AQNOR-a visa je u skupini
bolesnika s hiperplazijom DZ u odnosu na skupinu s adenomom DZ, ali
razlika nije statisticki znacajna (Mann Whitney test, p=0,200) (tablica 6 i slika
16).
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Tablica 6. Srednje vrijednosti parametara ukupnih povr§ina AgNOR-a po
skupinama

HPL AD

PARAMETRI Srednia Srednja P!

. SD* Min Max . SD* Min Max
vrijednost vrijednost

Ukupna povrsina
pojedinaénih i
nakupina
AgNOR-a
Ukupna povrsina
nakupina i
prstenastih
AgNOR-a

Ukupna povrsina

5,36 2,05 2,04 10,09 3,95 1,34 2,18 7,06 | 0,014

3,30 2,26 0,00 9,01 2,60 1,31 0,00 4,57 | 0,200

pojedinacnih i 507 193 201 963 | 387 142 200 690 |0,023
prstenastih

AgNOR-a
Ukupna povrsina
svih AgNOR-a

*standardna devijacija; TMann Whitney test

5,36 2,05 2,04 10,09 4,00 1,41 2,18 7,06 | 0,017

5,004

95% Cl Ukupna povrsina svih AGNOR-a
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Slika 16. Intervali pouzdanosti parametara ukupnih povrsina AQNOR-a
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Primijenjeno na morfologiju stanica i njihovih AQNOR-a u citoloSkom
razmazu, u skupini hiperplazija se nalaze jezgre stanica s ve¢im AgNOR-ima
od onih u adenomu. Buduc¢i da je SD mijera varijacije i znatno je ve¢a u
skupini bolesnika s hiperplazijom nego u skupini s adenomom, primijenjeno
na morfologiju stanice to znaci da je heterogenost, nejednolikost, tj.
polimorfizam povrSine AQNOR-a veci u skupini bolesnika s hiperplazijom

nego u skupini s adenomom (slika17, slika 18).

Slika 17. Hiperplazija dostitne Zlijezde (AgNOR, x1000)

Slika 18. Adenom doétitne Zlijezde (AgNOR, x1000)
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|z izmjerenih vrijednosti u obje skupine bolesnika, u skupini s
hiperplazijom DZ i u skupini s adenomom DZ, izradunati su: omjer povrsine
jezgre i povrSine pojedinaénih AQNOR-a, omjer povrsine jezgre i povrsine
nakupina AgNOR-a, omjer povrSine jezgre i ukupne povrsine pojedinacnih i
nakupina AgNOR-a, omjer povrSine jezgre i ukupne povrsine pojedinacnih i
prstenastih AQNOR-a, omjer povrsine jezgre i ukupne povrsSine nakupina i
prstenastih AQNOR-a, te omjer povrSine jezgre i ukupne povrSine svih
AgNOR-a.

Omijeri povrSine jezgre i povrSine pojedinacnih AgNOR-a, nakupina
AgNOR-a, pojedinac¢nih i nakupina AgNOR-a, nakupina i prstenastih
AgNOR-a, pojedinaénih i prstenastih AQNOR-a, te omjeri ukupne povrsine
svih AgNOR-a i povrSine jezgre nisu se statisticki zna€ajno razlikovali medu

skupinama ispitanika s hiperplazijom DZ i adenomom DZ (tablica 7, slika 19).
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Tablica 7. Medijani odnosa povrSina AgNOR-a s povrS§inom jezgre po

skupinama

PARAMETRI HPL AD

25%- . . 25%-
759" Min Max |Medijan 7504

Medijan Min Max
Povrsina
pojedinaénih
AgNOR-a /
Povrsina jezgre

0,10 0,02 0,05 0,18 |0,09 0,02 0,07 0,12 |0,096

Povrsina
nakupina AgNOR- 0,05 - 0,06 -
a/ PovrSina 02 0,11 B Qs B0 0,11

jezgre

0,00 0,60 0,740

Povrsina

pojedinacnih i 01 - 0.09 -

nakupina AgNOR- 0,12 ’ 0,05 0,57 10,10 ’ 0,07+ 0,60 0,131
.. 0,14 0,12

a/ Povrsina

jezgre

Povrsina

nakupina i

prstenastih 0,08
AgNOR-a /

Povrsina jezgre

0,05 - 0,05 -

0.11 0,00 0,66 |0,08 0.11 0,00 0,60 |0,994

Povrsina
pojedinacnih i i i
prstenastih 0,11 g?g 0,05 0,57 10,09 8?2 0,07 0,61 0,235
AgNOR-a / ’ ’

Povrsina jezgre

Ukupna povrsina 01 - 0.09 -
svih AgNOR-a/ 0,12 ’ 0,05 0,5710,10 ’ 0,07 0,60 (0,131
Poviiina | 0,14 0,12

ovrsina jezgre

*interkvartilni raspon; 'Mann Whitney test
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Slika 19. Medijani i interkvartilni rasponi omjera povrS§ina AgNOR-a i povrsine
jezgre

SrediSnje vrijednosti broja nakupina i pojedinacnih ili prstenastih
AgNOR-a, te broja pojedinacnih i prstenastih AgNOR-a, te broja svih
AgNOR-a, vece su u skupini bolesnika s hiperplazijom DZ u odnosu na
skupinu s adenomom DZ, medutim njihova razlika nije statisti¢ki znacajna
(tablica 8, slika 20).
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Tablica 8. Medijani broja AQNOR-a po skupinama

PARAMETRI HPL AD
. 25%- : . 25%- :

Medijan 750, * Min  Max | Medijan 7504 * Min Max
Broj
pojedinacnih i 2,16 - 1,86 -
nakupina 2,48 0,74 1,12 520| 2,36 2,62 1,48 3,34
AgNOR-a
Broj nakupina
i prstenastih 0,08 0(;0126 0,00 1,00 0,05 060327 0,00 1,00
AgNOR-a ’ ’
Broj
pojedinacénih i 2,16 - 1,85 -
prstenastih 2,42 2,69 1,12 490 2,29 2.44 1,44 3,18
AgNOR-a
Broj svih 2,16 - 1,86 -
AgNOR-a 2,48 0,74 1,12 520| 2,31 2,54 1,48 3,34

0,257

0,846

0,151

0,158

*interkvartilni raspon; "Mann Whitney test
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Slika 20. Medijani i interkvartilni rasponi broja AQNOR-a

U skupini s hiperplaziiom DZ broj pojedinaénih AgNOR-a nije
povezan s parametrima jezgre. Dokazana je jaka povezanost povrsine i
maksimalne povrsSine pojedinacnih AgNOR-a s povrsinom jezgre,
opsegom jezgre, minimalnim radijusom jezgre, maksimalnim radijusom
jezgre, zakrivljenosti jezgre i Sirinom jezgre (Spearmanov koeficijent
korelacije p). Prosje€na i minimalna povrsina pojedinacénih AgNOR-a
povezana je s minimalnim radijusom jezgre i Sirinom jezgre. PovrSina,
maksimalna povrsina, prosje¢na i minimalna povrSina pojedina¢nih AQNOR-a
nisu povezani s ¢imbenikom pravilnosti jezgre (€imbenik forme) i Cimbenikom
izduzenosti jezgre (Cimbenik oblika) (Spearmanov koeficijent korelacije p)
(tablica 9).
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Tablica 9. Povezanost parametara jezgre s pojedinaénim AgNOR-om u
skupini s hiperplazijom

Broj Povrsina Prosjecna Minimalna Maksimalna
pojedinaénih pojedinaénih  povrsina povrsina povrsina

AgNOR-a AgNOR-a pojedinacnih pojedina¢nih pojedina¢nih
AgNOR-a AgNOR-a AgNOR-a

Povr§ina  p* 0,173 0,782 0,596 0,596 0,660
jezgre p 0,216 0,000 0,000 0,000 0,000
Opseg o* 0,181 0,787 0,597 0,597 0,662
jezgre p 0,195 0,000 0,000 0,000 0,000
Minimalni  p* 0,144 0,776 0,600 0,600 0,663
jr::;jris P 0,305 0,000 0,000 0,000 0,000
Maksimalni = p* 0,204 0,772 0,571 0,571 0,639
::::: P 0,143 0,000 0,000 0,000 0,000
Zakrivljeno p* 0,180 0,782 0,595 0,595 0,659
st jezgre p 0,198 0,000 0,000 0,000 0,000
Duzina o* 0,202 0,776 0,574 0,574 0,644
jezgre p 0,148 0,000 0,000 0,000 0,000
Sirina o* 0,159 0,782 0,603 0,603 0,664
lezgre p 0,257 0,000 0,000 0,000 0,000
Cimbenik | p*  -0,278 -0,522 -0,335 -0,335 -0,386
;T;:Ienos“ p 0,044 0,000 0,014 0,014 0,004
Cimbenik  p* 0,069 -0,283 -0,298 -0,298 -0,302
::::rz: el 0,625 0,040 0,030 0,030 0,028

*Spearmanov koeficijent korelacije (Rho)

U skupini s adenomom broj pojedinaénih AgNOR-a, prosje¢na i
minimalna povrsina pojedina¢nih AQNOR-a nisu povezani s parametrima
jezgre. Dokazana je jaka povezanost povrsine i maksimalne povrsine
pojedinaénih AgNOR-a s povrsinom, opsegom, minimalnim i

maksimalnim radijusom, zakrivljenosti, duzinom i Sirinom jezgre
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(Spearmanov koeficijent korelacije p). PovrSina i maksimalna povrSina
pojedinacnih AgNOR-a nisu povezani s c&imbenikom pravilnosti jezgre
(Cimbenik forme) i c&imbenikom izduZenosti jezgre (Cimbenik oblika)

(Spearmanov koeficijent korelacije p) (tablica 10).

Tablica 10. Povezanost parametara jezgre s pojedinaénim AgNOR-om u
skupini s adenomom

Broj Povrsina Prosje¢na Minimalna Maksimalna
pojedinacnih pojedinaénih  povrsina povrsina povrsina

AgNOR-a AgNOR-a pojedinacnih pojedinacnih pojedinacnih
AgNOR-a AgNOR-a AgNOR-a

Povrsina p* 0,248 0,767 0,516 0,516 0,701

jezgre p 0,392 0,001 0,059 0,059 0,005

Opseg p* 0,253 0,789 0,530 0,530 0,719

jezgre p 0,383 0,001 0,051 0,051 0,004

Minimalni p* 0,402 0,732 0,415 0,415 0,622

radijus

| p 0,154 0,003 0,140 0,140 0,018

jezgre

Maksimalni  p* 0,253 0,789 0,530 0,530 0,719

radius

. p 0,383 0,001 0,051 0,051 0,004

jezgre

Zakrivljenost p* 0,248 0,767 0,516 0,516 0,701

jezgre p 0,392 0,001 0,059 0,059 0,005

Duzina jezgre p* 0,253 0,789 0,530 0,530 0,719
p 0,383 0,001 0,051 0,051 0,004

Sirina jezgre p* 0,385 0,745 0,459 0,459 0,653
p 0,175 0,002 0,098 0,098 0,011

Cimbenik p* -0,086 -0,464 -0,266 -0,266 -0,349

pravilnosti

. p 0,771 0,095 0,358 0,358 0,221

jezgre

Cimbenik p* -0,380 -0,169 -0,020 -0,020 -0,130

izduzenosti

. p 0,180 0,563 0,946 0,946 0,659

jezgre

*Spearmanov koeficijent korelacije (Rho)
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U skupini s hiperplaziiom broj nakupina AgNOR-a nije povezan s
parametrima jezgre. Dokazana je povezanost povrSine, prosjecne
povrsine, minimalne povrsine i maksimalne povrsine nakupina AgNOR-
a s opsegom, minimalnim radijusom, maksimalnim radijusom,
zakrivljenosti, duzinom i Sirinom jezgre. PovrsSina, prosje¢na povrSina,
minimalna povrSina i maksimalna povrsina nakupina AgNOR-a nisu povezani
s ¢imbenikom pravilnosti jezgre (€imbenik forme) i ¢imbenikom izduzenosti

jezgre (Cimbenik oblika) (Spearmanov koeficijent korelacije p) (tablica 11).

Tablica 11. Povezanost parametara jezgre s nakupinama AgNOR-a u
skupini s hiperplazijom

Prosjeéna Minimalna Maksimalna

Broj Povrsina . .. ..
povrsina povrsina povrsina
nakupina nakupina
nakupina nakupina nakupina
AgNOR-a AgNOR-a

AgNOR-a AgNOR-a AgNOR-a
Povrsina p* 0,208 0,567 0,552 0,549 0,556
jezgre p 0,135 0,000 0,000 0,000 0,000
Opseg p* 0,202 0,567 0,553 0,550 0,557
jezgre p 0,147 0,000 0,000 0,000 0,000
Minimalni p* 0,219 0,576 0,563 0,560 0,569
radijus jezgre p 0,115 0,000 0,000 0,000 0,000
Maksimalni p* 0,185 0,525 0,509 0,508 0,512
radius jezgre p 0,185 0,000 0,000 0,000 0,000
Zakrivljenost p* 0,210 0,571 0,555 0,552 0,559
jezgre p 0,131 0,000 0,000 0,000 0,000
Duzina jezgre p* 0,191 0,531 0,514 0,512 0,518

p 0,171 0,000 0,000 0,000 0,000
Sirina jezgre  p* 0,224 0,599 0,587 0,584 0,591
p 0,107 0,000 0,000 0,000 0,000

Cimbenik p* -0,140 -0,396 -0,387 -0,389 -0,384
pravilnosti
. p 0,317 0,003 0,004 0,004 0,005
jezgre
Cimbenik p* 0,013 -0,253 -0,261 -0,254 -0,269
izduzenosti
. p 0,925 0,068 0,059 0,067 0,052
jezgre

*Spearmanov koeficijent korelacije (Rho
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U skupini bolesnika s adenomom broj nakupina AgNOR-a, povrsina,
prosje€na povrSina, minimalna povrSina i maksimalna povrSina nakupina
AgNOR-a nisu povezani s parametrima jezgre (Spearmanov koeficijent

korelacije p) (tablica 12).

Tablica 12. Povezanost parametara jezgre s nakupinama AgNOR-a u

skupini s adenomom

. . Prosjeéna Minimalna Maksimalna
Broj Povrsina . . .
. . povrSina povrSina povrsina
nakupina nakupina

nakupina nakupina nakupina
AgNOR-a AgNOR-a

AgNOR-a AgNOR-a AgNOR-a

Povrsina p* 0,234 0,411 0,411 0,411 0,411
jezgre p 0,420 0,144 0,144 0,144 0,144
Opseg p* 0,234 0,437 0,437 0,437 0,437
jezgre p 0,420 0,118 0,118 0,118 0,118
Minimalni p* 0,188 0,284 0,284 0,284 0,284
radijus jezgre p 0,521 0,326 0,326 0,326 0,326
Maksimalni p* 0,234 0,437 0,437 0,437 0,437
radius jezgre p 0,420 0,118 0,118 0,118 0,118
Zakrivljenost p* 0,234 0,411 0,411 0,411 0,411
jezgre p 0,420 0,144 0,144 0,144 0,144
Duzina p* 0,234 0,437 0,437 0,437 0,437
jezgre p 0,420 0,118 0,118 0,118 0,118
Sirina p* 0,188 0,314 0,314 0,314 0,314
jezgre p 0,521 0,274 0,274 0,274 0,274
Cimbenik p* -0,234 -0,349 -0,349 -0,349 -0,349
pravilnosti

. p 0,420 0,221 0,221 0,221 0,221
jezgre

Cimbenik p* 0,188 0,196 0,196 0,196 0,196
izduzenosti

. P 0,521 0,503 0,503 0,503 0,503
jezgre

*Spearmanov koeficijent korelacije (Rho

U skupini bolesnika s hiperplaziiom ukupna povrSina nakupina i
prstenastin AQNOR-a nije povezana s parametrima jezgre. Dokazana je jaka
povezanost ukupne povrsine pojedinacnih i nakupina AgNOR-a,
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ukupne povrsine pojedinacnih i prstenastih AQNOR-a i ukupne povrsine
svih AgNOR-a s povrSinom, opsegom, minimalnim radijusom,
maksimalnim radijusom, zakrivljenosti, duzinom i Sirinom jezgre
(Spearmanov koeficijent korelacije p). Ukupna povrSina pojedinacnih i
nakupina AgNOR-a, ukupna povrsina pojedinacnih i prstenastin AQNOR-a i
ukupna povrSina svih AgNOR-a nisu povezani s &imbenikom pravilnosti
jezgre (Cimbenik forme) i ¢imbenikom izduzenosti jezgre (Cimbenik oblika)

(Spearmanov koeficijent korelacije p) (tablica 13).

Tablica 13. Povezanost parametara jezgre s ukupnom povrsinom AgNOR-
a u skupini s hiperplazijom

Ukupna Ukupna Ukupna Ukubna
povrsina povrsina povrsina pI
S L Son L. povrSina
pojedinaénihi nakupinai pojedinaénih i svih
nakupina prstenastih  prstenastih AGNOR-a
AgNOR-a AgNOR-a  AgNOR-a 9
Povrsina p* 0,778 0,540 0,761 0,778
jezgre p 0,000 0,000 0,000 0,000
Opseg p* 0,781 0,539 0,765 0,781
jezgre p 0,000 0,000 0,000 0,000
Minimalni p* 0,775 0,551 0,756 0,775
radijus
. p 0,000 0,000 0,000 0,000
jezgre
Maksimalni p* 0,767 0,498 0,749 0,767
radijus
. P 0,000 0,000 0,000 0,000
jezgre
Zakrivljenost p* 0,778 0,544 0,761 0,778
jezgre p 0,000 0,000 0,000 0,000
Duzina p* 0,771 0,503 0,755 0,771
jezgre p 0,000 0,000 0,000 0,000
Sirina p* 0,780 0,572 0,761 0,780
jezgre p 0,000 0,000 0,000 0,000
Cimbenik p* -0,511 -0,369 -0,498 -0,511
pravilnosti
. p 0,000 0,006 0,000 0,000
jezgre
Cimbenik p* -0,280 -0,252 -0,273 -0,280
izduzenosti
. p 0,042 0,069 0,048 0,042
jezgre

*Spearmanov koeficijent korelacije (Rho)
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U skupini bolesnika s adenomom ukupna povrSina nakupina i
prstenatin AQNOR-a nije povezana s parametrima jezgre. Dokazana je jaka
povezanost ukupne povrSine pojedinacnih i nakupina AgNOR-a,
ukupne povrsine pojedinacnih i prstenastih AQNOR-a i ukupne povrsine
svih AgNOR-a s povrsinom, opsegom, minimalnim radijusom,
maksimalnim radijusom, zakrivljenosti, duzinom i Sirinom jezgre
(Spearmanov koeficijent korelacije p). Ukupna povrSina pojedinacnih i
nakupina AgNOR-a, ukupna povrsina pojedinacnih i prstenastin AQNOR-a i
ukupna povrSina svih AgNOR-a nisu povezani s &imbenikom pravilnosti
jezgre (Cimbenik forme) i C¢imbenikom izduZenosti jezgre (Cimbenikom oblika)

(Spearmanov koeficijent korelacije p) (tablica 14).
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Tablica 14. Povezanost parametara jezgre s ukupnom povrsinom AgNOR-

a u skupini s adenomom

Ukupna Ukupna Ukupna
.. .. .. Ukupna
povrsina povrsina povrsina L.
T L T povrsina
pojedinac¢nih i nakupinai pojedinacnih i ih
svi
nakupina prstenastih prstenastih
AgNOR-a
AgNOR-a AgNOR-a AgNOR-a
Povrsina jezgre p* 0,714 0,248 0,732 0,719
p 0,004 0,392 0,003 0,004
Opseg jezgre p* 0,736 0,275 0,758 0,741
p 0,003 0,342 0,002 0,002
Minimalni p* 0,723 0,081 0,675 0,719
radijus jezgre p 0,003 0,782 0,008 0,004
Maksimalni p* 0,736 0,275 0,758 0,741
radijus jezgre p 0,003 0,342 0,002 0,002
Zakrivljenost p* 0,714 0,248 0,732 0,719
jezgre p 0,004 0,392 0,003 0,004
Duzina jezgre p* 0,736 0,275 0,758 0,741
p 0,003 0,342 0,002 0,002
Sirina jezgre p* 0,714 0,152 0,701 0,719
p 0,004 0,605 0,005 0,004
Cimbenik p* -0,389 -0,275 -0,495 -0,402
pravilnosti
. p 0,169 0,342 0,072 0,154
jezgre
Cimbenik p* -0,253 0,191 -0,130 -0,244
izduzenosti
. p 0,383 0,513 0,659 0,401
jezgre

*Spearmanov koeficijent korelacije (Rho)

U skupini bolesnika s hiperplaziiom DZ broj pojedinadnih i nakupina

AgNOR-a, broj nakupina i prstenastih AgNOR-a, broj pojedinacnih i
prstenastin AQNOR-a i broj svih AQNOR-a nisu povezani s parametrima

jezgre (Spearmanov koeficijent korelacije p) (tablica 15).
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Tablica 15. Povezanost parametara jezgre s brojem AgNOR-a u skupini s
hiperplazijom

Broj Broj Broj
pojedinaénih nakupinai pojedinacnihi Broj svih
i nakupina prstenastih prstenastih AgNOR-a
AgNOR-a AgNOR-a AgNOR-a

Povrsina jezgre p* 0,187 -0,109 0,133 0,187

p 0,180 0,439 0,343 0,180
Opseg jezgre p* 0,194 -0,115 0,141 0,194

p 0,163 0,414 0,313 0,163
Minimalni radijus p* 0,160 -0,095 0,102 0,160
jezgre p 0,254 0,498 0,469 0,254
Maksimalni radius =~ p* 0,215 -0,119 0,165 0,215
jezgre p 0,122 0,397 0,238 0,122
Zakrivljenost jezgre p* 0,194 -0,110 0,140 0,194

p 0,165 0,435 0,318 0,165
Duzina jezgre p* 0,213 -0,118 0,163 0,213

p 0,126 0,399 0,243 0,126
Sirina jezgre p* 0,175 -0,096 0,117 0,175

p 0,211 0,496 0,404 0,211
Cimbenik p* -0,293 0,094 -0,248 -0,293
pravilnosti jezgre p 0,033 0,503 0,073 0,033
Cimbenik p* 0,070 0,103 0,096 0,070
izduzenosti jezgre 0,618 0,464 0,495 0,618

*Spearmanov koeficijent korelacije (Rho)

U skupini bolesnika s adenomom DZ broj pojedinagnih i nakupina
AgNOR-a, broj nakupina i prstenastih AgNOR-a, broj pojedinaénih i
prstenastin AgNOR-a i broj svih AQNOR-a nisu povezani s parametrima
jezgre (Spearmanov koeficijent korelacije p) (tablica 16).
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Tablica 16. Povezanost parametara jezgre s brojem AgNOR-a u skupini s

adenomom

Broj Broj Broj
pojedinacnih  nakupinai pojedinacnihi Brojsvih
i nakupina prstenastih prstenastih AgNOR-a
AgNOR-a AgNOR-a AgNOR-a

Povrsina jezgre p* 0,343 -0,270 0,248 0,238

p 0,230 0,351 0,392 0,413
Opseg jezgre p* 0,348 -0,225 0,253 0,242

p 0,223 0,439 0,383 0,404
Minimalni radijus p* 0,453 -0,363 0,402 0,387
jezgre p 0,104 0,202 0,154 0,171
Maksimalni radius p* 0,348 -0,225 0,253 0,242
jezgre p 0,223 0,439 0,383 0,404
Zakrivljenost p* 0,343 -0,270 0,248 0,238
jezgre p 0,230 0,351 0,392 0,413
Duzina jezgre p* 0,348 -0,225 0,253 0,242

p 0,223 0,439 0,383 0,404
Sirina jezgre p* 0,455 -0,310 0,385 0,367

p 0,102 0,281 0,175 0,196
Cimbenik p* -0,194 -0,283 -0,086 -0,088
pravilnosti jezgre p 0,507 0,327 0,771 0,765
Cimbenik p* -0,293 0,323 -0,380 -0,359
izduZenosti jezgre p 0,310 0,260 0,180 0,208

*Spearmanov koeficijent korelacije (Rho)
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6. RASPRAVA

Primarni hiperparatireoidizam praéen porastom nivoa kalcija u serumu
najcesce je uzrokovan adenomom, u 1-2% slucajeva karcinomom, a u 6%
sluajeva nade se difuzna glandularna hiperplazija. Adenom DZ se u 89%
slu¢ajeva javlja kao solitarna tvorba, u 5% se nadu 2 adenoma, a rijetko 3 ili
vise. Zbog toga je minimalna invazivna kirurgija danas prihvacéena metoda
izbora u lijeéenju hiperparatireoidizma uzrokovanog adenomom DZ (9,49).
Nasuprot tome, hiperplazija DZ najée$ée se javlja kao sekundarna promjena
koja nastaje kao posljedica poremeéaja izvan DZ. Cesto se javlja kao
posliedica oste¢enja bubrega (23,24,29), ali se sre¢e i u malapsorpcijskim
sindromima (3,30), a karakterizirana je difuznom ili nodularnom hiperplazijom
jedne ili vise DZ. Poznato je, a i u literaturi opisano, da se recidivi kod
bolesnika s hiperplazijom javljaju i nakon radikalnih i korektno ucinjenih
operacija, koje zahtijevaju obostranu eksploraciju vrata (72,97,98). S druge
strane, lobektomija, odnosno tiroidektomija je standardna terapija za
adenome i karcinome Stitne Zlijezde, pa je stoga razumljiva vaznost
preoperacijskog diferenciranja tkiva $titne od tkiva dostitnih Zlijezda. Pri
kirurSkom odstranjenju poveéanih DZ, a da bi se sprijedio nastanak
posliediénog hipoparatireoidizma, radi se subtotalna resekcija DZ ili potpuna
ekscizija s autotransplantacijom dijela DZ, pa je i zbog toga potrebno
preoperacijski razlikovati tumor od hiperplasti¢nog tkiva.

Uvodenje ultrazvu€ne metode omogucava preciznije otkrivanje i
lokalizaciju DZ (41), ali ne otkriva podrijetio i vrstu lezije. Ultrazvuénom
metodom normalne DZ se ne mogu uoditi, pa prema tome niti punktirati, zbog
malih dimenzija, bliskog kontakta i sli¢ne ehostrukture sa stitnom Zlijezdom.
Zbog toga u ovom radu, kao niti u literaturi, nema prikazanih uzoraka
normalnih DZ u razmazima punktata uzetim preoperacijski (58).
Diferencijalna dijagnoza izmedu adenoma i hiperplazije je jo$ uvijek otvoreno
pitanje i u analizi poslijeoperacijskih patohistoloskih uzoraka dostitne zlijezde
(97,99). U cilju preciznije diferencijalne dijagnoze izmedu ovih patoloskih

promjena dostitnih  Zlijezda istrazivani su brojni parametri na
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poslijeoperacijskim patohistoloSkim preparatima: ukupna masa dostitnih
Zlijezda, nodularni oblik rasta, odsustvo masnih stanica (72,97), odredivan je
broj AgNOR-a (99,100), mitotski indeks (98), a posljednjih godina je
imunohistokemijskim metodama na operacijskom materijalu dokazano da
visoka razina Ki-67, uz nodularnu komponentu, moze ukazivati na povecan

rizik od pojave recidiva kod bolesnika s hiperplazijom DZ (72).

Medutim, preoperacijskom lokalizacijom i identifikacijom patoloskog
procesa kod bolesnika s hiperparatirecidizmom skracuje se vrijeme
operacije, poboljSavaju rezultati lijeCenja, a u slu€ajevima pojave solitarnih
tvorbi Stedi se bolesnika od obostrane eksploracije vrata. Istovremeno se
smanjuje broj recidiva hiperparatireoidizma koji zahtijevaju tehnicki tedke i
prognostiCki neizvjesne reoperacije (42).

Morfoloki nalaz hiperplazije DZ ili adenoma DZ je osnova za dalje
planiranje lije€enja bolesnika s hiperparatireoidizmom, te je za optimalno
lijeCenje bolesnika potrebno §to jasnije razlikovati bolesnike s hiperplazijom
DZ od bolesnika s adenomom DZ. Ovo istraZivanje je usmjereno na
iznalazenje novih, objektivnih, moguénosti identifikacije stanica DZ u
razmazima punktata uzetim preoperacijski, te identifikaciju novih morfoloskih
pokazatelja za diferenciranje hiperplaziie od adenoma ovih Zlijezda u
citoloskim preparatima.

U ovoj studiji koridteni su razmazi punktata DZ uzeti preoperacijski pod
kontrolom ultrazvuka. U cilju dobivanja adekvatnog materijala za citoloSku
analizu potrebno je da osoba koja radi punkciju i citoloSku analizu preparata
istovremeno dobro poznaje i metodu ultrazvuka S$to je bilo u ovom
istrazivanju. Takav nacin rada citologa i citopatologa sve je viSe prihva¢en u
svijetu, prvenstveno zbog dobivanja kvalitetnijin uzoraka, a klini¢ki pregled
bolesnika i dostupnost medicinske dokumentacije, daju moguénost preciznije
interpretacije citoloskog nalaza (41,101). U razmazima punktata obojenim
standardnom metodom, po May-Griinwald Giemsi (MGG), nije uvijek moguce
razluciti stanice Zljezdanog epitela dostitne Zlijezde od stanica folikularnog
epitela Stitne Zlijezde na osnovi samog morfolodkog izgleda. Diferencijalna

dijagnoza moze biti otezana jer se, zbog bliskog kontakta sa Stitnom
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7lijezdom, u razmazima punktata pored stanica zljezdanog epitela DZ, mogu
naéi i tireocit, a posebice u sludajevima kada se DZ nalaze na
neuobi¢ajenom mjestu, kao na primjer intratiroidno smjesteni &vorovi
(49,56,57,102,103). U diferencijalnoj dijagnozi stanica u vlastitom materijalu
koristena je citokemijska metoda po Grimeliusu za prikaz argirofilnih zrnaca
srebrnim nitratom, u citoplazmi stanica DZ (70). Reakcija je pozitivna u
stanicama tkiva neuroendokrinog podrijetla (67). Prema tome, osim u
stanicama Zljezdanog epitela DZ, zrnca se mogu vidjeti kako u citoplazmama
stanica medularnog karcinoma 8&titne Zlijezde, tako i u drugim
neuroendokrinim neoplazmama. Medutim, u standardno bojanim preparatima
po MGG-u, stanice ovih tumora se svojim morfoloSkim osobinama razlikuju
od stanica DZ. Obzirom da se argirofilna zrnca ne mogu naéi u stanicama
Zljezdanog epitela Stitne zlijezde, metoda je korisna u razlikovanju epitelnih
stanica dostitne Zlijezde od epitelnih stanica S$titne Zlijezde u citoloSkim
preparatima (37). U vlastitom uzorku u 95% sluCajeva reakcija je bila
zadovoljavajuca, a u 5% slu€ajeva pri prvoj punkciji nije bilo epitelnih stanica
u razmazima koriStenim za citokemijsku analizu. U slu€ajevima kada u
razmazima punktata koriStenim za citokemijsku reakciju nije bilo epitelnih
stanica, ponavljana je citoloska punkcija, kako bi se dokazalo (ili iskljucilo) da
je punktirana tvorba zaista DZ. Reakcija nije jednakog intenziteta u svim
stanicama, jer intenzitet bojanja zavisi od funkcionalnog stanja stanice, a
stanice DZ, unutar iste Zlijezde, se nalaze u razligitim stadijima sekretorne
aktivnosti. 1z navedenog se moze zakljuciti da broj pozitivnih stanica ne
ukazuje na prirodu bolesti i ne moze se koristiti u diferencijalnoj dijagnozi
adenoma od hiperplazije, a $to je u svom radu prikazala i Halbauer (11,26).

Pri morfometrijskim mjerenjima, koriste¢i sustav za image analizu,
primjenom Kkvantitativnin pokazatelja smanjuje se subjektivha pogreska
istrazivac€a. Vrijednost morfometrije u citoloSkim preparatima proucavana je
na velikom broju razli€itih tumora bilo zbog razlikovanja benignih od malignih
promjena ili s ciliem vrednovanja pojedinih morfometrijskin karakteristika u
predvidanju tijeka bolesti. Morfometrijski podaci pokazali su znacajnu razliku
izmedu benignih i malignih lezija dojke, endometrija, Stitnjace, u klasifikaciji
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non Hodgkin i Hodgkin limfoma (72,84,89,101,104,105,106). Takoder postoje
brojne studije o morfometriji i osobinama AgNOR-a u razli¢itim benignim,
premalignim i malignim promjenama razli¢itih organa, dok su malobrojne u
diferencijalnoj dijagnozi lezija dostitnih Zlijezda u poslijeoperacijskim
patohistolodkim preparatima (97,99,100,107,108,109) i preoperacijskim
citoloskim uzorcima (26,110,111).

U ovom radu su analizirani razmazi punktata 67 DZ dobiveni ciljanom
citoloSkom punkcijom pod kontrolom ultrazvuka, preoperacijski. Svi bolesnici
su naknadno operirani. U vrijeme istrazivanja nije bila poznata patohistoloska
dijagnoza. Po svakom razmazu punktata analizirano je 50 jezgara. Mjereni
su parametri koji se odnose na veli€inu jezgre dostitne Zlijezde i obiljezja koja
odreduju stupanj anizokarioze: povrSina, opseg, konveksitet, najmanji i
najveci polumjer, duljina i Sirina jezgre, te ¢imbenici pravilnosti - ¢imbenik
zaokruzenosti jezgre (form factor - FF) i ¢imbenik izduzenosti jezgre (omjer
duzine i Sirine jezgre). Odredivane su zone jezgrinih organizatora metodom
srebrom (Ag NOR), odreden je broj AQNOR-a po jezgri, a morfometrijskom
metodom je odredena veli€ina i povrSina AQNOR-a. Nakon zavr$ene analize
uéinjena je korelacija s patohistolodkim nalazima. Hiperplazija DZ nadena je
u 53 slugaja, a adenom DZ u 14 sluéajeva.

Sustavom za image analizu, objektivno, su mjereni parametri koji se
odnose na veli€inu jezgre dostitne Zlijezde: povrSina, opseg, konveksitet,
najmaniji i najvec¢i polumjer, duljina i Sirina jezgre, te obiljezja koja odreduju
stupanj anizokarioze: ¢imbenici pravilnosti - ¢imbenik zaokruzenosti jezgre
(form factor - FF) i ¢imbenik izduzenosti jezgre (omjer duzine i Sirine jezgre).
Ovu metodu ranije je u svom istrazivanju primijenila Halbauer na 10
slu¢ajeva adenoma i 10 sludajeva hiperplazija DZ (26). Naknadnom
korelacijom s patohistoloskim nalazima u ovom radu je utvrdeno da su u
skupini s hiperplaziiom DZ zabiliezene vise vrijednosti povrsine jezgre,
opsega jezgre, minimalnog radijusa jezgre, zakrivljenosti jezgre i Sirine
jezgre, dok u skupini s adenomom ovi parametri pokazuju nize vrijednosti
(tablica 2). Primijenjeno na morfologiju stanica u citoloSkom razmazu u
skupini hiperplazija nalaze se stanice s veéim jezgrama od onih kod
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adenoma. Istovremeno u skupini hiperplazija standardna devijacija za svaki
navedeni parametar pokazuje vise vrijednosti negoli u skupini adenoma §to
primijenjeno na morfologiju stanica u citoloSkom razmazu ukazuje na vecu
heterogenost i nejednolikost u veli€ini jezgara u hiperplaziji u odnosu na
adenom (slika 12, slika13).

Cimbenik zaokruzenosti jezgre i &imbenik izduZenosti jezgre su
podjednaki u obje skupine $to primijenjeno na morfologiju stanica ukazuje na
jednolikost u obliku jezgara u obje skupine, te se ovi parametri ne mogu

koristiti u razlikovanju ova dva entiteta (slika 12, slika 13).

Obzirom da su broj i veli€ina regija AgNOR-a u korelaciji s razinom
rDNA transkripcije i stupnjem proliferacije stanice, osobine regija jezgrine
organizacije su put kojim se na jednostavan na¢in mogu razlikovati stanice u
mirovanju od onih koje su uklju€ene u stani¢ni ciklus (74,80,112,113).
Bojanjem nukleola i ostalih struktura nukleolarne organizacije crne tockice se
mogu vidjeti u svim stanicama Zljezdanog epitela DZ. Nakupine AgNOR-a
nadene su samo u proliferirajué¢im stanicama razli€itih tkiva, dok su u zrelim,
neproliferirajuéim  stanicama nadene samo  pojedinatne  tockice
(74,80,95,96). Ovi rezultati pokazuju da postoje fizioloSke razlike izmedu
pojedinacnih AgNOR-a i nakupina AgNOR-a, te opravdavaju njihovo

zasebno vrednovanije.

Prednost ove citokemijske metode (Ag NOR) je mogucnost njezine
primjene i na ve¢ standardno obojenim razmazima punktata po MGG-u, §to
omogucava izbor punktata s reprezentativnim staniénim materijalom za

selektivno bojanje srebrom.

U nekoliko objavljenih studija, u patohistologkim preparatima DZ, je
odreden broj AgNOR-a po jezgri i utvrdeno da postoji znacajna razlika
izmedu karcinoma i benignih promjena DZ, ali da nema znadajne razlike u
broju AGQNOR-a po jezgri izmedu adenoma i hiperplazije DZ (55,76). Boquist
u svojoj studiji navodi podjednak broj AQNOR-a po jezgri, 2,6 u paratiroidnom
adenomu kao u adenomima jetre (2,3 AgNOR-a po jezgri), fibroadenomu
dojke, folikularnom adenomu stitnjace (100).
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Mourad i suradnici (114) uvode prosjecni broj AQNOR-a po jezgri —
MAgNOR (engl. mean AgNOR), koji je povezan s ploidijom (aneuploidne
stanice imaju > 2,4 mAgNOR-a po jezgri, a diploidne < 2,4 mAgNOR-a po
jezgri).

Obzirom da se nakupine AgNOR-a nalaze samo u proliferirajuc¢im
stanicama, razumljivo je da su u adenomu i hiperplaziji nakupine AgNOR-a
malobrojne. Nalaze se samo u pojedinim stanicama. U ovom radu prstenasti
AgNOR-i su nadeni svega u nekoliko pojedinacnih jezgara. Bez obzira na
njinov broj, sve tockice koje su nadene su izbrojane i izmjerene, a nakon
statistiCke obrade podataka utvrden je njihov znafaj u razlikovanju
hiperplazije od adenoma DZ.

U ovoj studiji broj nakupina AgNOR-a podjednak je u skupini s
hiperplazijom i u skupini s adenomom DZ (tablica 4), a broj pojedinaé&nih
AgNOR-a, srediSnje vrijednosti broja nakupina i pojedinacnih ili prstenastih
AgNOR-a, te broja pojedinacnih i prstenastih AQNOR-a, vec¢e su u skupini
bolesnika s hiperplazijom dostitne Zlijezde u odnosu na skupinu s adenomom
DZ, medutim njihova razlika nije statisticki znagajna. Prosje¢an broj svih
AgNOR-a 2,48 po jezgri takoder je vecéi u hiperplaziji DZ nego u adenomu
gdje je prosjecan broj svih AgNOR-a 2,31 po jezgri. Ova razlika je bez
statisticke znacajnosti (p = 0,158) (tablica 8) i u skladu je s vrijednostima koje
je Boquist dobio u patohistoloSkom materijalu (100). Prema tome,
kvantitativno odredivanje broja AgNOR-a po jezgri ne moze pomodéi u
razlikovanju adenoma od hiperplazije DZ u preoperacijskim citoloSkim
preparatima i ne moze se koristiti kao dijagnosticki kriterij, a §to se slaze i s
podacima u literaturi dobivenim na postoperacijskom patohistoloSkom
materijalu (97,99,100). Diferenciranje AgNOR-a u ovoj studiji u tri tipa:
homogeni (pojedina¢ni AgNOR-i), inhomogeni (nakupine AgNOR-a) i
prstenasti nisu pokazali znadajnost u diferenciranju hiperplazije DZ od
adenoma DZ. Radi se o niskoproliferativnim stanicama u kojima dominiraju
homogeni AgNOR-i, a nakupine i prstenasti AQNOR-i su malobrojni i u
podjednakom broju su u obje skupine, skupini adenoma DZ i skupini
hiperplazija DZ.
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Morfometrijskim mjerenjem, objektivno su, u obje skupine bolesnika,
skupini s hiperplazijom i skupini s adenomom DZ, mjerene povrsine AgNOR-
a. PovrSine pojedinaénih AQNOR-a, Cija srednja vrijednost je znacajno vec¢a u
skupini s hiperplazijom DZ (5,03 um2) negoli u skupini s adenomom DZ (3,80
um?2) uz statisticki znacajnu razliku (p = 0,024) (tablica 3). Takoder su
mjerene povrsine nakupina AgNOR-a €ija srednja vrijednost je visa u skupini
bolesnika s hiperplazijom (3,36 pm2) negoli u skupini s adenomom DZ (2,86
um2), ali razlika nije statisticki zna¢ajna (p = 0,246) (tablica 5). Izmjerene su
minimalne povrSine pojedinaénin  AgNOR-a i maksimalne povrSine
pojedinacnih AgNOR-a, a statistickim metodama iz izmjerenih vrijednosti
izracunate su prosjecne povrSine pojedinaénih AgNOR-a, koje u skupini s
hiperplazijom pokazuju viSe vrijednosti, ali razlika nije statisticki znac¢ajna
(p=0,316). Osim toga povrSina, prosje¢na te minimalna i maksimalna
povrSina nakupina AgQNOR-a poprima vece vrijednosti u skupini ispitanika s
hiperplazijom dostitne Zlijezde, negoli u skupini s adenomom dostitne
Zlijezde, ali bez statistiCki znacajne razlike (p=0,246; p=0,354; p=0,362;
p=0,338). Medutim ukupna povrSina pojedina¢nih i nakupina AgNOR-a,
ukupne povrsine pojedinacnih i prstenastih AQNOR-a, te ukupne povrSine
svih AGQNOR-a su znatno vise u skupini bolesnika s hiperplazijom DZ nego u
skupini s adenomom DZ, uz znatno visu standardnu devijaciju (SD) u skupini
hiperplazija nego u skupini adenoma. Ova razlika je statisticki znacajna
(p=0,014; p=0,023; p=0,017). Ukupna povrSina nakupina i prstenastih
AgNOR-a je viSa u skupini hiperplazija, nego u skupini adenoma, ali ta
razlika nije statisti¢ki zna€ajna (p=0,200) (tablica 6). 1z navedenog se moze
zakljugiti da povrsina pojedinaénih AQNOR-a u adenomima DZ i hiperplaziji
DZ ima znadajan utjecaj na ukupnu povrsinu svih AgNOR-a, $to je i
razumljivo jer se radi o stanicama s niskom proliferacijskom aktivnosti, te da
zbog jednostavnosti postupka, nije potrebno diferencirati AQNOR-e prema
njihovim morfoloskim karakteristikama. Dovoljno je odrediti ukupnu povrsinu
svih AgNOR-a ¢ija izmjerena srednja vrijednost u hiperplaziji DZ je 5,36 pm2,
minimalna je 2,04 um?, a maksimalna 10,09 um? uz standardnu devijaciju
2,05, dok je srednja vrijednost ukupne povrsine svih AgQNOR-a u adenomu
DZ 4,00 pm2, minimalna je 2,18 pm2, a maksimalna 7,06 pm?, uz standardnu
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devijaciju 1,41 i uz statisticki zna€ajnu razliku (p=0,017) (tablica 6).
Primijenjeno na morfologiju stanica i njihovih AgNOR-a u citoloSkom
razmazu, u skupini hiperplazija se nalaze jezgre stanica s ve¢im AgNOR-ima
od onih u adenomu. Budu¢i da je SD mjera varijacije i znatno je veéa u
skupini bolesnika s hiperplazijom nego u skupini s adenomom, primijenjeno
na morfologiju stanice to zna¢i da je heterogenost, nejednolikost, tj.
polimorfizam povrSine AgNOR-a veéi u skupini bolesnika s hiperplazijom
nego u skupini s adenomom (slika17, slika 18).

Za odredivanje broja i velicine AgNOR-a citoloSki preparati se
smatraju prikladniji negoli histoloSki rezovi jer se u citoloSkim preparatima
toCke lakSe broje i razlikuju pojedinacne tocke unutar nukleola. U citoloSkim
preparatima se vide cijele stanice, pa je broj to€aka u njima oCekivano veci
nego u histoloSkim rezovima. Ipak se i tako razliCiti materijali mogu
medusobno usporedivati ako se odreduje omjer povrSine AgQNOR-a i jezgre,
8to je od velike koristi jer je malo studija u kojima je istrazivanje radeno na
citoloskim razmazima punktata dobivenim preoperacijski, te se na taj nacin
mogu izbjeci pogreSke koje bi nastale zbog razli€itosti u tehnic¢koj pripremi
uzoraka (89,90,111). | u ovom radu je iz izmjerenih vrijednosti u obje
skupine, u skupini bolesnika s hiperplazijom DZ i u skupini s adenomom DZ,
koriste¢i  Spearmanov  koeficijent  korelacije, odredena povezanost
parametara jezgre koje €ine povrsina jezgre, opseg jezgre, minimalni radijus
jezgre, maksimalni radijus jezgre, zakrivljenost jezgre i Sirina jezgre, te
¢imbenici oblika (Cimbenik zaokruzenosti jezgre i Cimbenik izduzenosti
jezgre), s brojem i povrSinom pojedinacnih AgNOR-a, povezanost
parametara jezgre s brojem i povrS§inom nakupina AgNOR-a, povezanost
parametara jezgre s brojem i ukupnom povrS§inom pojedinacnih i nakupina
AgNOR-a, povezanost parametara jezgre sa brojem i ukupnom povr§inom
pojedinacnih i prstenastih AQNOR-a, povezanost parametara jezgre s brojem
i ukupnom povrSinom nakupina i prstenastih AgNOR-a, te povezanost
parametara jezgre s brojem i ukupnom povrSinom svih AQNOR-a.

U obje skupine, skupini bolesnika s hiperplazijom i skupini s
adenomom DZ, broj pojedinaénih AGQNOR-a, broj nakupina AgNOR-a i broj
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prstenastin AQNOR-a, tj. broj svih AQNOR-a nije povezan s parametrima
jezgre (Spearmanov Kkoeficijent korelacije p, tablica 8). Primijenjeno na
morfologiju stanica u citoloSkom razmazu veli¢ina i oblik jezgre nemaju
utjecaj na broj AQNOR-a po jezgri, odnosno broj AQNOR-a nema utjecaj na
veli¢inu i oblik jezgre niti u jednoj od skupina.

U skupini bolesnika s hiperplazijom dokazana je jaka povezanost
ukupne povrsine pojedina¢nih AGNOR-a i maksimalne povrsine pojedinacnih
AgNOR-a s povr§inom jezgre, opsegom jezgre, minimalnim radijusom jezgre,
maksimalnim radijusom jezgre, zakrivljenosti jezgre i S&irinom jezgre
(Spearmanov koeficijent korelacije p), a prosje¢na i minimalna povrSina
pojedinacnih AQNOR-a povezana je s minimalnim radijusom jezgre i Sirinom
jezgre (tablica 9). U skupini bolesnika s adenomom prosjec¢na i minimalna
povrSina pojedinacnih AQNOR-a nisu povezani s niti jednim od parametara
jezgre, ali je dokazana jaka povezanost povrSine i maksimalne povrSine
pojedinacnih AgNOR-a s povr§inom, opsegom, minimalnim i maksimalnim
radijusom, zakrivljenosti, duzinom i Sirinom jezgre (Spearmanov koeficijent

korelacije p, tablica 10).

U skupini bolesnika s hiperplazijom dokazana je povezanost
povrSine, prosjecne povrSine, minimalne povrSine i maksimalne povrSine
nakupina AgNOR-a s opsegom, minimalnim radijusom, maksimalnim
radijusom, zakrivljenosti, duzinom i Sirinom jezgre (tablica 11). U skupini s
adenomom, povrsina, prosjec¢na povrsina, minimalna povrsina i maksimalna
povrS§ina nakupina AgNOR-a nisu povezani s parametrima jezgre
(Spearmanov koeficijent korelacije p, tablica 12).

U skupini bolesnika s hiperplazijom kao i u skupini adenoma ukupna
povrsina nakupina i prstenatih AQNOR-a nije povezana s parametrima jezgre
(tablica 13, 14).

U skupini hiperplazija dokazana je jaka povezanost ukupne povrsine
svih AgNOR-a, ukupne povrSine pojedinacnih i nakupina AgNOR-a, te
ukupne povrsine pojedinacnih i prstenastih AQNOR-a s povr§inom, opsegom,

minimalnim radijusom, maksimalnim radijusom, zakrivljenosti, duzinom i
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Sirinom jezgre (Spearmanov koeficijent korelacije p, tablica 13). U skupini
bolesnika s adenomom dokazana je jaka povezanost ukupne povrSine svih
AgNOR-a, ukupne povrsine pojedinacnih i nakupina AgNOR-a, te ukupne
povrSine pojedinac¢nih i prstenastih AgNOR-a s povrSinom, opsegom,
minimalnim radijusom, maksimalnim radijusom, zakrivljenosti, duzinom i

Sirinom jezgre (Spearmanov koeficijent korelacije p, tablica 14).

U obje skupine bolesnika, s hiperplazijom i adenomom, povrsina,
maksimalna povrsina, prosjecna i minimalna povrsina pojedinacnih AQNOR-
a, nakupina AgNOR-a, ukupna povrsina pojedinacnih i nakupina AgNOR-a,
ukupna povrsina pojedinacnih i prstenastin AQNOR-a i ukupna povrsina svih
AgNOR:-a nisu povezani s ¢imbenicima oblika, ¢imbenikom pravilnosti jezgre
(faktor forme) i c&imbenikom izduZenosti jezgre (Cimbenik oblika)

(Spearmanov koeficijent korelacije p, tablica 9,10,11,12,13,14).

Primijenjeno na morfologiju stanice u citoloskom razmazu stanice koje
imaju vecu povrSinu, opseg, polumjer, duzinu i Sirinu jezgre, tj. stanice s
veéim jezgrama imaju i vecu ukupnu povrSinu svih AgNOR-a. Povrsina

AgNOR-a nema utjecaj na oblik jezgre.

Primjenom objektivnog morfometrijskog mjerenja i statistiCkom
analizom dobivenih podataka i kvantitativno su potvrdena vlastita opazanja i
subjektivna prosudba da su razlike u veli€ini jezgara i njihovih AQNOR-a bitne
karakteristike u razlikovanju adenoma od hiperplazije dostitne Zlijezde u
citoloSkom razmazu, te one mogu pomocdi u razlikovanju ova dva entiteta u
citoloskim preparatima dobivenim preoperacijski, cillanom citoloSkom
punkcijom pod kontrolom ultrazvuka. Obzirom da se grani¢ne vrijednosti za
analizirane parametre mjestimice preklapaju rezultati ovog rada mogu biti
osnova za nova istrazivanja morfoloSkih i drugih razlika adenoma od

hiperplazija PTZ .
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7. ZAKLJUCCI

Na temelju rezultata ovog istrazivanja moze se zakljuciti sliedece:

1.

Primjenom citokemijske metode po Grimelius-u, u citoloSkim
preparatima dobivenim ciljanom citoloskom punkcijom pod kontrolom
ultrazvuka, moze se razlikovati stanice Zljezdanog epitela dostitne
Zlijezde, od stanica Zljezdanog epitela $titne Zlijezde, ali se ne moze
razlikovati stanice adenoma dostitne Zlijezde od stanica hiperplazije
dostitne Zlijezde.

Kompjutorskom analizom stani¢ne slike razmaza punktata DZ,
utvrdeno je da povrsina jezgre, opseg jezgre, minimalni radijus jezgre,
zakrivljenost jezgre i Sirina jezgre pokazuju vece vrijednosti u skupini
hiperplazija, nego u skupini adenoma, uz statisti¢ki znacajnu razliku
(Mann-Whitney U-test, p=0,033; p=0,039; p=0,024; p=0,033;
p=0,030), a Sto primijenjeno na morfologiju stanica u citoloSkom
razmazu pokazuje da se u skupini hiperplazija nalaze stanice s ve¢im
jezgrama od onih kod adenoma. Istovremeno u skupini hiperplazija
standardna devijacija za svaki izmjereni parametar pokazuje viSe
vrijednosti negoli u skupini adenoma §to primijenjeno na morfologiju
stanica u citoloSkom razmazu upuéuje na vecu heterogenost i
nejednolikost u veli€ini jezgara u hiperplaziji u odnosu na adenom.
Cimbenik zaokruZenosti jezgre i &imbenik izduZenosti jezgre su
podjednaki u obje skupine Sto primijenjeno na morfologiju stanica
upucuje na jednolikost u obliku jezgara u obje skupine, te se ovi
parametri ne mogu koristiti u razlikovanju ova dva entiteta.
Kvantitativno odredivanje broja AQNOR-a po jezgri ne moze pomoc¢i u
razlikovanju adenoma od hiperplazije DZ u preoperacijskim citologkim
preparatima i ne moze se koristiti kao dijagnosticki kriterij. StatistiCkom
analizom dobivenih podataka naden je nesto veci broj AQNOR-a po
jezgri u hiperplaziji DZ, nego u adenomu DZ, ali razlika nije statisticki
znacajna (Mann-Whitney U-test, p=0,158).
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5. Kvantitativnim odredivanjem povrSine AgNOR-a i statistickom
analizom podataka utvrdena je znac¢ajno veca povrsina AQNOR-a kod
bolesnika s hiperplazijom nego kod bolesnika s adenomom DZ, uz
znatno vecu nejednolikost AgNOR-a u skupini s hiperplazijom
(standardna devijacija, SD= 2,05), nego u skupini s adenomom DZ
(SD= 1,41). Ova razlika ima statisticku znacajnost (Mann-Whitney U-
test, p=0,017).

6. Usporedbom povrSine svih AgNOR-a s povrS§inom jezgre, opsegom
jezgre, minimalnim radijusom jezgre, maksimalnim radijusom jezgre,
zakrivljenosti jezgre i Sirinom jezgre, nadena je znacajna povezanost
(Spearmanov koeficijent korelacije p). U skupini hiperplazija stanice s
vecom povrSinom AgNOR-a imaju i vece vrijednosti parametara koji
se odnose na veli€inu jezgre nego u skupini adenoma.

7. Ukupna povrsina svih AQNOR-a nije povezana s ¢imbenicima oblika:
¢imbenikom pravilnosti jezgre (faktor forme) i €imbenikom izduzenosti
jezgre (faktor oblika) (Spearmanov koeficijent korelacije p).

8. Statisticka obrada podataka pokazala je da podjela AQNOR-a, obzirom
na njihovu proliferacijsku aktivhost, na pojedinacne AgNOR-e,
nakupine AgNOR-a i prstenaste AgNOR-e nema znacaja u
razlikovanju adenoma od hiperplazije DZ.

Lobektomija, odnosno tiroidektomija je standardna terapija za adenome i
karcinome §titne Zlijezde, pa je stoga razumljiva i vaznost preoperacijskog
diferenciranja tkiva S§titne od tkiva dostitnih Zlijezda, S$to je moguce

citokemijskim bojenjem po Grimelius-u.

Obzirom na dobivene rezultate, morfometrijska analiza jezgre i
AgNOR-a bi mogla pomoc¢i u citoloSkoj dijagnostici zbog kvalitetnije
preoperacijske obrade bolesnika s patoloskim promjenama dostitnih zlijezda.
Primjenom objektivnog morfometrijskog mjerenja i statistickom analizom
dobivenih podataka i kvantitativno su potvrdena vlastita opazanja i
subjektivna prosudba da su razlike u veli€ini jezgara i njihovih AQNOR-a bitne

karakteristike u razlikovanju adenoma od hiperplazije dostitne Zlijezde u
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citoloSkom razmazu, te one mogu pomocdi u razlikovanju ova dva entiteta u
citoloskim preparatima dobivenim preoperacijski, cillanom citoloSkom
punkcijom pod kontrolom ultrazvuka. Medutim, obzirom da se grani¢ne
vrijednosti za analizirane parametre mjestimice preklapaju rezultati ovog rada
mogu biti osnova za nova istrazivanja morfoloskih i drugih razlika adenoma

od hiperplazija DZ.

Minimalna invazivna kirurgija danas je prihvaéena metoda izbora u
liieGenju hiperparatireoidizma uzrokovanog adenomom DZ, jer se $tedi
bolesnika od obostrane eksploracije vrata, skracuje se vrijeme operacije,
ubrzava poslijeoperacijski oporavak, smanjuje se broj dana bolni¢kog
lije€enja i u konacnici smanjuje se ukupna cijena lije€enja. Nasuprot tome u
slu¢ajevima hiperparatireoidizma uzrokovanog hiperplazijom neophodan je
radikalni zahvat u cilju sprje€avanja razvoja recidiva koji u nastavku lije€enja

zahtijevaju tehnicki teSke i prognosticki neizvjesne reoperacije.

Pored toga ova dijagnostiCka metoda mogla bi olakSati dileme u
slu€ajevima lijeCenja hiperparatireoidizma perkutanom inaktivacijom
alkoholom patoloski  promijenjenih  dostitnih  Zlijezda ili  lije€enja
hipoparatireoidizma autotransplantacijom dijela tkiva preostalih dostitnih
Zlijezda u kojem treba utvrditi i razlikovati postojanje hiperplazije od

adenoma.
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8. SAZETAK

CITOLOSKO PREDOPERACIJSKO RAZLIKOVANJE PROMJENA U
PARATIREOIDNIM ZLIJEZDAMA

Minimalna invazivna kirurgija je metoda izbora u lijeCenju
hiperparatireoidizma (HPT) uzrokovanog adenomom DZ, dok je kod
hiperplaziie DZ neophodan radikalni zahvat zbog sprjeéavanja razvoja
recidiva koji zahtijevaju reoperacije. Svrha ovog rada je istraziti morfoloske i
citokemijske pokazatelje za diferenciranje adenoma od hiperplazije DZ, u

citoloSkim preparatima, u svrhu preoperacijske obrade bolesnika s HPT.

Analizirano je 67 razmaza punktata DZ, dobivenih preoperacijski
punkcijom pod kontrolom ultrazvuka. Analiza je obuhvatila morfometrijsku
analizu i analizu osobina regija jezgrine organizacije (AgNOR) u 50 jezgara
stanica DZ u svakom razmazu, na osobnom racunalu ,SFORM* tvrtke
VAMSTEC, Zagreb. Nalazi ultrazvuka, citoloSke punkcije, citokemijskih
pretraga po Grimelius-u, AQNOR-a i morfometrijskih mjerenja usporedeni su
s patohistoloskim nalazima. Za utvrdivanje razlika u mjerenim parametrima
koristen je Mann-Whitney U-test, a njihova povezanost utvrdena je

Spearmanov-im koeficijentom korelacije Rho (p).

Citokemijskom metodom po Grimelius-u mogu se razlikovati stanice
DZ, od stanica titne Zlijezde, ali se ne mogu razlikovati stanice adenoma DZ
od stanica hiperplazie DZ. Morfometrijskim mjerenjem parametri koji se
odnose na veli¢inu jezgre, povrsSina, opseg, minimalni radijus, zakrivljenost i
sirina jezgre, pokazuju veée vrijednosti u hiperplaziji DZ, nego u adenomu, uz
statisticki zna€ajnu razliku. Standardna devijacija pokazuje viSe vrijednosti u
hiperplaziji nego u adenomu. Primijenjeno na morfologiju stanica u
hiperplaziji se nalaze stanice s vec¢im jezgrama i jaCe izrazenom
nejednolikosti u veligini jezgara nego adenomu. Cimbenici oblika: gimbenik
pravilnosti jezgre i Cimbenik izduzenosti jezgre su podjednaki u obje skupine
Sto upucuje na jednolikost u obliku jezgara u obje skupine. Usporedbom
broja AQNOR-a s parametrima koji se odnose na veli¢inu i oblik jezgre, nije
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nadena znacajna povezanost. Morfometrijskim mjerenjem utvrdena je
znaCajno veca povrSina i nejednolikost AgNOR-a u hiperplaziji nego u
adenomu, a usporedbom s parametrima koji se odnose na veli€inu jezgre,
nadena je znacajna povezanost. U hiperplaziji stanice s vec¢om povr§inom
AgNOR-a imaju i vece vrijednosti parametara koji se odnose na veli€inu
jezgre nego u adenomu. Ukupna povrsSina svih AgNOR-a nije povezana s
¢imbenicima oblika. Podjela AgNOR-a na pojedinaéne, nakupine i
prstenaste, obzirom na njihovu proliferacijsku aktivnost, nema znacaja u

razlikovanju adenoma od hiperplazije DZ.

Rezultati istrazivanja upucuju na opravdanost primjene citoloSke
dijagnostike, uz primjenu morfoloskih, citokemijskih i morfometrijskih metoda,
u preoperacijskoj identifikaciji tumora DZ, te da pojedini morfometrijski
pokazatelji jezgre i AgQNOR-a mogu utjecati na izbor bolesnika koji bi bili

kandidati za minimalni invazivni ili radikalni kirurski zahvat
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9. SUMMARY

CYTOLOGIC PREOPERATIVE DIFFERENTIATION OF PARATHYROID
LESIONS

Introduction. Minimally invasive surgery is the method of choice in the
management of hyperparathyroidism caused by parathyroid adenoma,
whereas in case of parathyroid hyperplasia radical operative procedure is

necessary to prevent disease relapse.

Material and methods. Sixty-seven parathyroid cytologic smears,
preoperatively obtained by ultrasound-guided aspiration biopsy were
analyzed. Fifty parathyroid cell nuclei per smear were analyzed including
morphometric analysis and analysis of the nucleolar organizer region
(AgNOR) properties using SFORM software (Vamstec). Preoperative
ultrasonography, aspiration cytology, Grimelius' and AgNOR cytochemistry,
and morphometry findings were compared with histopathology findings.
Mann-Whitney U-test was employed to determine differences in the
measured parameters. Correlations of parameters were determined by

Spearman's correlation coefficient Rho (p).

Hypothesis. The aim of the study was to investigate morphological and
cytochemical parameters differentiating parathyroid adenoma from
parathyroid hyperplasia in cytologic smears in preoperative work-up of
patients with hyperparathyroidism.

Results. Grimelius' cytochemistry can differentiate parathyroid cells and
thyroid cells, but not parathyroid adenoma cells from parathyroid hyperplasia
cells. Morphometric analysis showed statistically significantly higher values of
nuclear size, area, circumference, minimal radius, convexity and width in
parathyroid hyperplasia as compared with adenoma. Higher values of
standard deviation were recorded in parathyroid hyperplasia versus
parathyroid adenoma. When extrapolated to cell morphology, greater nuclear

heterogeneity and size diversity was found in hyperplasia as compared with

82



adenoma. The nuclear form factor and nuclear elongation factor were almost
equal in both groups, pointing to the uniformity of nuclear shape in both
groups. Comparison of the AQNOR number with the parameters of nuclear
size and shape did not vyield significant correlation. Morphometric
measurement revealed a significantly greater AQNOR area and heterogeneity
in hyperplasia as compared with adenoma. Comparison of AQNOR area and
nuclear size parameters yielded significant correlation. The cells with greater
AgNOR area showed higher values of the nuclear size parameters in
hyperplasia than in adenoma. The overall area of all AQNORs did not
correlate with the nuclear shape parameters. AQNOR classification according
to their proliferation activity into individual AQNORs, AgNOR clusters and
annular AgQNORs was found to be irrelevant in differentiating parathyroid
adenoma from parathyroid hyperplasia.

Conclusion. Study results pointed to the justifiable utilization of
cytodiagnosis, along with morphological, cytochemical and morphometric
methods, in preoperative identification of parathyroid gland tumors. Particular
nuclear and AgNOR morphometric parameters can influence patient

selection as candidates for minimally invasive or radical surgery.
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11. ZIVOTOPIS

Rodena sam 4. studenog 1963. godine u Slavonskom Brodu. Osnovnu
i srednju medicinsku Skolu zavrSila sam u Slavonskom Brodu. Diplomirala
sam 1988. godine na Medicinskom fakultetu Sveucilista u Novom Sadu, a
pripravniCki staz obavila u Medicinskom centru u Slavonskom Brodu. Od
1989. do 1995. godine bila sam zaposlena u ordinaciji opée medicine Doma
zdravlja Bure Pakovi¢a. Od 1995. godine zaposlena sam u Opc¢oj bolnici Dr.
Josipa Bencevi¢a u Slavonskom Brodu na Odjelu za unutarnje bolesti, a od
2003. godine do danas u Sluzbi za patologiju i citologiju u Op¢oj bolnici Dr.
Josipa Benceviéa u Slavonskom Brodu. SpecijalistiCki ispit iz klinicke
citologije polozila sam 1999. godine. Nakon povratka sa specijalizacije uvela
sam citokemijske i imunocitokemijske metode u rad citoloskog laboratorija.

1997. godine zavrSila sam poslijediplomski studij iz kliniCke citologije
na Medicinskom fakultetu Sveudilista u Zagrebu, a 2003. godine doktorski
poslijediplomski studij Biomedicina i zdravstvo na Medicinskom fakultetu
Sveudilista u Zagrebu.

Poslijediplomski tecaj trajnog usavr$avanja lijeénika | kategorije
Ultrazvuk vratnih organa zavrSila sam 2002. godine na Medicinskom fakultetu
sveucilista u Zagrebu i Klinickom zavodu za nuklearnu medicinu i zastitu od
zratenja KBC Zagreb, te nakon povratka uvela ultrazvuénu metodu i
ultrazvuéno vodenu punkciju vratnih organa u rad CitoloSkog laboratorija u
Opcoj bolnici Dr. Josipa Bencevica u Slavonskom Brodu. 2002. godine
zavrSila sam poslijediplomski te€aj obnove znanja Dijagnostika i lije€enje
bolesti paratireoidnih zlijezda na Medicinskom fakultetu sveudcilista u Zagrebu.
Pocetkom 2010. godine nakon studijskog boravka u Klinici za citologiju i
citometriju KBC Dubrava uvela sam prijeoperacijsko markiranje tumora dojke,
glave i vrata, a zajedno sa djelatnicima sluzbe za radiologiju uvela sam
punkciju dojke pod kontrolom mamografa u Opcoj bolnici Dr. Josipa

Bencevica u Slavonskom Brodu.

Clan sam Hrvatskog lije¢niékog zbora (HLZ) od 1988. godine, a od
2009. do 2014. godine sam ¢lan upravnog odbora podruznice Slavonski
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Brod. Od 1995. godine sam ¢lan Hrvatskog drustva za klini¢ku citologiju u
¢ijem sam upravnom odboru. Redoviti sam ¢lan Hrvatske lije¢nicke komore,
Hrvatskog senoloskog drustva, Hrvatskog onkoloSkog drustva, Hrvatskog
drustva za StitnjaCu, Hrvatskog drustva za primjenu ultrazvuka u medicini i
biologiji, te Hrvatskog drustva za tumore glave i vrata. Takoder sam c¢lan
Hrvatske lige protiv raka, a od 2015. godine dopredsjednica sam Hrvatske
lige protiv raka Zupanijske lige Slavonski Brod, ¢lan sam Zenskog Lions kluba
Brodanka, a u 2015. - 2016. lions godini sam bila predsjednica kluba.

UZe podrucje rada je ultrazvuk i citologija tumora glave i vrata, dostitnih
Zlijezda, Stitnjace i imunocitologija.

Sudjelovala sam na viSe inozemnih i domacih kongresa, tecaja,
simpozija i struénih sastanaka s usmenim izlaganjima i poster
prezentacijama, te publicirala viSe radova iz podrucja klinitke citologije.
Odrzala sam viSe javnozdravstvenih predavanja o problemima vezanim za
prevenciju i ranu dijagnozu tumora, na fakultetima i Skolama, te sudjelovala u
viSe televizijskih i radio emisija. Dobitnica sam nekoliko nagrada i priznanja

za svoj znanstveni i humanitarni rad.

Osobni podaci: Udata, suprug Nenad Fustar dipl. ecc. i sin Boris Fustar
mag. ing. aedif. student druge godine poslijediplomskog doktorskog studija

Gradevinskog fakulteta u Zagrebu.
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