Znacaj perfuzionih i difuzionih parametara dobijenih magnetno-rezonantnim pregledom
i kompjuterizovanom tomografijom u preoperativnoj proceni mikrovaskularne gustine i
invazivnosti hepatocelularnog karcinoma

UvOD

Hepatocelularni karcinom (HCC) c¢ini priblizno 75% primarnih karcinoma jetre,
Prognoza je losa Sirom sveta, sa globalnom incidencijom i mortalitetom od 9,5 1 8,7 na 100.000
osoba [2], uz postojanje 2-4 puta vece prevalencije u muskom nego u zenskom polu [3].
ciroza jetre, virusi hepatitisa B 1 C (HBV 1 HCV), prekomerna konzumacija alkohola, kao i
metabolicki posredovana bolest jetre (engl. metabolic associated liver disease, MALD).
Visestruki komorbiditeti znacajno povecavaju rizik pojedinca za razvoj HCC-a [4, 5].
Ocekivani zZivotni vek pacijenata sa HCC-om varira u zavisnosti od stadijuma tumora u trenutku
postavljanja dijagnoze. Kod uznapredovale bolesti, prezivljavanje je ograniceno na nekoliko
meseci, dok se uz rano otkrivanje i odgovarajucu terapiju postize petogodiSnja stopa
prezivljavanja od 60% do 80% [6]. Rana dijagnoza Siri terapijske moguénosti koje ukljucuju
hirurSku resekciju, transplantaciju jetre, kao 1 transarterijsku hemoembolizaciju (TACE) 1
mikrotalasnu ablaciju, koje se Cesto koriste za leCenje HCC-a srednjeg 1 ranog stadijuma [6].

Preko 80% pacijenata sa HCC-om inicijalno ima cirozu jetre. Prisustvo stromalne invazije
definiSe HCC, koji predstavlja jedan od najvaskularizovanijih tumora, sa visokim nivoom
vaskularnog endotelnog faktora rasta (VEGF), vaskularnim transformacijama i angiogenezom
tokom rasta tumora [7]. Stoga su velika mikrovaskularna gustina (microvessel density, MVD) 1
razvoj heterogenih nezrelih krvnih sudova poviSene permeabilnosti karakteristicni za HCC, dok
angiogeneza igra glavnu ulogu u progresiji 1 metastaziranju HCC-a [8]. Imunohistohemijski
procenjena MVD predstavlja vaznu meru angiogenog kapaciteta tumorskog tkiva i znacajna je
za razvoj dijagnostickih i terapijskih protokola [9].

Imidzing dijagnostika magnetnom rezonancom (MRI) predstavlja zlatni standard u
evaluaciji HCC-a zbog svoje dijagnosticke tac¢nosti i znaCajno bolje tkivne rezolucije u
poredenju sa pregledom kompjuterizovanom tomografijom (CT). Brojne studije su pokazale da
MRI sa gadoksetatom (dinatrijum gadoksetat, PRIMOVIST) kao kontrastnim sredstvom, kao i
sa ekstracelularnim kontrastnim sredstvom, poveéavaju osetljivosti metode u odnosu na CT
[10].

Karakteristike postkontrastnog pojac¢anja na CT ili MRI pregledu omogucuju neinvazivnu

dijagnozu HCC-a kod pacijenata sa rizikom u skladu sa aktuelnim smernicama [11]. lako su



standardizovani, dijagnosticki kriterijumi se i dalje oslanjaju na subjektivnu procenu visefaznog
CT ili MRI pregleda. CT perfuzija jetre (CTLP) nudi jedinstven uvid u mikrocirkulaciju tkiva
u poredenju sa konvencionalnim CT ili MRI pregledom i potencijalno objektivniji pristup za
procenu bolesti jetre. Studija je potvrdila znacaj CTLP u detekciji, karakterizaciji, evaluaciji
HCC-a i predvidanju odgovora na leCenje [12]. Takode, smatra se da su parametri dobijeni CT
perfuzijom u korelaciji sa angiogenezom tumora, putem uticaja mikrovaskularne gustine
(MVD) unutar tumora na volumen cirkuliSuce krvi i1 protok krvi (engl. blood volume — BV 1
blood flow — BF). Iako je CTLP u poslednjoj deceniji postala Siroko dostupna metoda, njena
integracija u rutinsku klinicku praksu ostaje ogranicena [13]. Znacaj CTLP u slucajevima koji,
pored postojecih, ukljucuju i nove lezije jos uvek nije jasno definisan. Stoga je potrebna dalja
procena moguénosti CTLP u evaluaciji pacijenata sa HCC-om.

Brojne studije su analizirale ulogu difuzionog imidzinga magnetnom rezonancom (engl.
diffusion-weighted imaging, DWI)u predikciji histopatoloskih karakteristika HCC-a. Dokazano
je da, na vrednosti prividnog koeficijenta difuzije (engl. apparent diffusion coefficient, ADC),
koji odrazava difuziju molekula vode uti¢e mikrovaskularna perfuzija tumora. Naime, kod
konvencionalnog DWI, ADC vrednosti se izracunavaju koriS§¢enjem mono-eksponencijalnog
matematickog modela koji ne uzima u obzir perfuzioni efekat mikrocirkulacije u tkivu,
funkcionalno nezavisnog entiteta koji obuhvata arteriole, venule i kapilare, pre¢nika u rasponu
od 5 um do 100 um. Prema modelu nekoherentnog kretanja unutar voksela (engl. Intravoxel
incoherent motion model, IVIM), protok krvi u mikrovaskularnom slivu oponasa proces difuzije
1 stoga uti¢e na merenja difuzije. Tako je koriS¢enjem bi-eksponencijalnog modela, ukupno
slabljenje MR signala posledica prave difuzije molekula vode i mikrovaskularne perfuzije krvi.
Istrazivanje je pokazalo da IVIM perfuziona frakcija (f) korelira sa mikrovaskularnom gustinom
tkiva kod razli¢itih tumora [14], medutim postoji potreba za validacijom metode kod HCC-a.

HCC predstavlja kompleksnu neoplasticnu leziju koja se razvija viSestepenom
kancerogenezom ciroti¢nih nodusa, tokom koje se snabdevanje krvlju dramaticno menja i $to
je veca heterogenost tumora, to je tumor agresivniji 1 prognoza je losija. Analiza histograma je
nova metoda koja pruza precizne informacije o heterogenosti i mikrookruzenju tumora,
omogucavajuci ekstrakciju objektivnijih kvantitativnih podataka iz radioloskih slika koji se ne
mogu odrediti jednostavnom vizuelnom procenom MRI karakteristika. Parametri histograma,
tzv. karakteristike prvog reda, koriste se za procenu distribucije intenziteta voksela u tumorskim
tkivima [15]. Medutim, potrebna je dalja procena prediktivne sposobnosti histogramske analize

u evaluaciji HCC-a, kao i optimalnog vremenskog okvira za takvu analizu.



RADNA HIPOTEZA

Postoji povezanost izmedu procenjenih morfoloskih i funkcionalnih parametara HCC-a
dobijenih preoperativnim neinvazivnim tehnikama (MR pregled sa IVIM tehnikom,
histogramska analiza i CT perfuzija) i histopatoloski utvrdene mikrovaskularne gustine,
patohistoloSkog gradusa i1 mikrovaskularne invazije. Ispitivane preoperativne neinvazivne
tehnike pokazuju zadovoljavajucu dijagnosticku tacnost za odredivanje mikrovaskularne
gustine, patohistoloSkog gradusa i mikrovaskularne invazije u poredenju sa histopatoloskim

nalazom.

CILJEVI ISTRAZIVANJA

1. Proceniti morfoloSke i funkcionalne parametre od znacaja za preoperativnu predikciju
mikrovaskularne gustine, patohistoloskog gradusa i1 mikrovaskularne invazije HCC-a

primenom MR pregleda sa IVIM tehnikom, histogramske analize i CT perfuzije.

2. Ispitati postojanje povezanosti izmedu procenjenih morfoloskih 1 funkcionalnih parametara
HCC-a sa preoperativnom mikrovaskularnom gustinom, patohistoloSkim gradusom i

mikrovaskularnom invazijom utvrdenim histopatoloSkom analizom.

3. Evaluirati dijagnosticku ta¢nost morfoloskih i1 funkcionalnih parametara dijagnostike u
neinvazivnoj, preoperativnoj proceni mikrovaskularne gustine, patohistoloskog gradusa i
mikrovaskularne invazije HCC-a u poredenju sa histopatoloSkim nalazom kao zlatnim

standardom.

MATERIJAL I METODE

Tip studije: studija preseka

Mesto i period istrazivanja: Odsek digestivne radiologije Centra za radiologiju,
Univerzitetski klinicki centar Srbije, u periodu od decembra 2022. do decembra 2025. godine.

Selekcija ispitanika: Planirano je da u studiju bude ukljueno 67 bolesnika sa
patohistoloski potvrdenim hepatocelularnim karcinomom jetre. Dovoljan broj ispitanika je
procenjivan zasebno za senzitivnost i specificnost, kao osnovne mere dijagnosticke tacnosti, Sto
je primarni cilj ovog istrazivanja, a kao konacan broj uzet je veci od ova dva. Procena je izv§ena
na osnovu podataka iz literature o prevalenciji mikrovaskularne invazije hepatocelularnog
karcinoma [16] 1 dijagnosticke tacnosti MR pregleda sa IVIM tehnikom u preoperativnoj
evaluaciji pacijenata [17], uz verovatno¢u odbacivanja nulte hipoteze (alfa greska) od 0.05 1

maksimalno prihvatljivo odstupanje (d) od 0,15. Dobijeno je odobrenje za sprovodenje ove
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studije od strane etickog odbora Univerzitetskog klinickog centra Srbije sa brojem odluke
920/13. Pacijentima kod kojih je postojala sumnja na postojanje hepatocelularnog karcinoma
na osnovu ultrazvucnog pregleda ili klinicke slike sa tumorskim markerima, su radeni
preoperativni MR pregled abdomena, kao 1 MDCT pregled sa perfuzionom serijom, najvise dve
nedelje pre operacije. U studiju su bili ukljuceni samo pacijenti kojima je uradena resekcija
jetre sa patohistoloskom potvrdom hepatocelularnog karcinoma.

Kriterijumi za ukljucivanje su: 1) sprovedena hirurSka resekcija jetre; 2) patohistoloska
potvrda hepatocelularnog karcinoma nakon operacije sa imunohistohemijskim odredivanjem
mikrovaskularne gustine (MVD); 3) ulinjen preoperativni MR pregled sa gadoksetatom
(dinatrijum gadoksetat, PRIMOVIST) i IVIM-DWI serijom; 4) u¢injena CT perfuzija jetre.
Kriterijumi za isklju¢ivanje su: 1) druga patohistoloSka dijagnoza; 2) pacijenti koji imaju
kontraindikacije za pregled MR-om (metalni implanti); 3) izostanak operativnog leCenja; 4)
tehnicki neadekvatno ucinjen neki od navedenih CT ili MR pregleda; 5) ekstrahepati¢na
metastatska bolest u trenutku dijagnoze.

Instrumenti merenja: U preoperativnoj dijagnostici ¢e se raditi MR pregled abdomena
na aparatu jacine 1,5 T. MR pregled se radi po protokolu koji obuhvata standardne T1-weighted
1 T2-weighted sekvence, kao i1 difuzione sekvence sa 7 b vrednosti (0, 10, 25, 50, 200, 500 1 800
sec/mm?) i dinamske postkontrastne studije koriste¢i T1-weighted sekvencu sa supresijom
masti, nakon primene hepatospecificnog kontrastnog sredstva. Analizirace se kvantitativni
IVIM izvedeni parametri ukljuujuéi prividni koeficijent difuzije (apparent diffusion
coefficient, ADC), D (pravi difuzioni koeficijent), D* (pseudodifuzioni koeficijent) i f
(perfuziona frakcija) koji su izvedeni iz IVIM-DWI pregleda sa b vrednostima od 0, 10, 25, 50,
200, 500 i 800 sec/mm? koriste¢i softverski program (GE Medical Solutions, MADC, USA).
Koris¢enjem softverskog programa MIPAV, u kome se ru¢nim crtanjem regiona od interesa
(ROI) na svakom preseku tumora vrsi histogramska analiza tumora kojom ¢e se odredivati
percentili, medijana, minimum i1 maksimum vrednosti signala kao 1 karakteristike ROI-a, kao
Sto su entropija, koeficijent asimetrije 1 koeficijenta spljoStenosti. Kvantitativnim i
kvalitativnim evaluiranjem tumora ¢e se odredivati sledec¢i parametri: veli¢ina tumora, ivice i
oblik tumora, postojanje tumorske kapsule, intenzitet signala u T2W sekvenci, hiperintenzitet
u arterijskoj fazi pregleda, prisustvo ,,wash out*“-a u portovenskoj ili odlozenoj fazi pregleda 1
prisustvo intratumorske hemoragije i masti.

Proucavanje CT perfuzione serije ¢e biti radeno primenom komercijalno dostupnog

softvera za CT perfuziju kojim je omoguceno merenje perfuzionih parametara tumora: brzine



protoka (BF- “blood flow”), volumena cirkuliSu¢e krvi (BV- “blood volume™) 1 srednjeg
tranzitnog vremena (MTT- mean transit time).

Svim pacijentima ¢e se raditi 1 patohistoloska analiza tumora sa imunohistohemijom za
odredivanje slede¢ih parametara: histoloski tip, mikrovaskularna gustina (MVD), gradus
tumora (po Edmondson-Steiner klasifikaciji), mikrosatelitoza, mikrovaskularna invazija, tip

vaskularne distribucije.

STATISTICKA ANALIZA

Dovoljan broj jedinica posmatranja izraCunat za procenu pretpostavljene veli¢ine efekta
koeficijenta korelacije od 0.35 (umerena jaCina efekta), uz verovatnocu odbacivanja nulte
hipoteze (alfa greska) od 0.05 i snagu testa od 0.80 iznosi 62 (16).

U radu ¢e se od metoda deskriptivne statistike koristiti: mere centralne tendencije
(aritmeticka sredina 1 medijana), mere varijabiliteta (interval varijacije, standardna devijacija i
interkvartilni rang) i1 relativni brojevi. Od metoda analiticke statistike koristi¢e se: a) metode
identifikacije empirijskih raspodela, b) metode za procenu znacajnosti razlike i to: Student-ov
t test (za nevezane i vezane uzorke), jednofaktorska ANOVA, ANOVA za ponovljena merenja,
test sume rangova, test ekvivalentnih parova 1 Kruskal-Wallis-ova ANOVA za numericke
varijable u zavisnosti od normalnosti raspodele i1 broja ispitivanih grupa, kao i Hi-kvadrat 1
FiSer-ov test za kategorijalne varijable. Od mera dijagnosticke tacnosti bife izracunate
senzitivnost, specificnost, pozitivna 1 negativna prediktivna vrednost, kao 1 ukupna
dijagnosticka tacnost. Rezultati ¢e biti predstavljeni tabelarno i graficki. Statisticka analiza ¢e

biti uradena koris¢enjem softvera IBM SPSS Statistics 29 (IBM SPSS Inc., Chicago, IL).

POTENCIJALNI NAUCNI DOPRINOS

Savremeni trendovi u lecenju bolesnika sa hepatocelularnim karcinomom se sve vise
temelje na individualnom pristupu svakom pacijentu uzimajuéi u obzir stadijum bolesti,
karakteristike tumora, funkciju jetre 1 opSte stanje pacijenta. Za ovakav pristup od velikog je
znacCaja pravovremena i tacna dijagnostika, koja ¢e pouzdano pruziti informacije o stadijumu
bolesti, gradusu tumora, kao i mikrovaskularnoj gustini tumora i mikrovaskularne invazije kao
pokazatelje invazivnosti tumora. MR pregled abdomena sa IVIM-DWI pregledom, kao i CT
perfuzione serije su dijagnosticke metode Cije se mogucnosti jos uvek ispituju, te bi planirano
ispitivanje trebalo da ukaze na prednosti analize morfoloskih i funkcionalnih parametara u
evaluaciji mikrovaskularne gustine, gradusa tumora i mikrovaskularne invazije HCC-a §to bi

omogucilo odabir najoptimalnije terapije za svakog pacijenta.



Na osnovu analize literature, rezultati prethodnih istrazivanja jo§ uvek nisu dali precizne
opste prihvacene odgovore da li MR pregled sa difuzionom serijom i histogramskom analizom,
kao 1 CT perfuzione serije imaju mogucnost evaluacije mikrovaskularne gustine, gradusa
tumora 1 mikrovaskularne invazije HCC-a. U cilju pravilne procene dijagnostickog znacaja
morfoloskih i1 funkcionalnih parametara MR i1 CT dijagnostike u neinvazivnoj, preoperativnoj
proceni mikrovaskularne gustine, patohistoloskog gradusa i mikrovaskularne invazije HCC-a
neophodna su dalja ispitivanja. Rezultati naSeg ispitivanja bi trebalo da doprinesu boljem
razumevanju 1 preciznijoj funkcionalno-molekularnoj karakterizaciji hepatocelularnog

karcinoma, §to bi omogucilo bolji individulani pristup leCenja svakog pacijenta.
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