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1) INTRODUZIONE

Le metodiche che possono contribuire alla diagnosi dei tumori maligni sono al centro dell’interesse
di medici e ricercatori da molti anni. Come indicato dal’American Cancer Society !, il tumore della
mammella & quello piu diffuso tra le donne ed e tra le cause principali di decesso a livello
mondiale. In accordo con I'Institute of Medicine, la diagnosi precoce del tumore della mammella,
ha ridotto la mortalita facendo in modo di poter intervenire nella fase iniziale della crescita della
lesione.

1.1 LA NECESSITA’ DI NUOVE TECNOLOGIE DIAGNOSTICHE

Le attuali metodologie di diagnosi sono oggi limitate nel differenziare le lesioni maligne e benigne.
La mammografia diagnostica ha una bassa specificita, in piu nelle donne con il seno denso risulta
difficile 'interpretazione®. Le donne sottoposte a prelievo bioptico sono piu di 1 milione ogni anno
negli USA (con costi stimati in circa $ 1,7 billion). Oltre ’'80% presenta caratteristiche di benignita.
D’altronde, tecnologie aggiuntive alla mammografia come la RM e la PET sono estremamente
costose, o possono risultare inconclusive nella rilevazione delle micro calcificazioni (Ultrasuoni e
RM) oppure, nel caso dell’ecografia, dei piccoli tumori. Si rende quindi necessario introdurre nella
diagnostica senologica nuove tecnologie non invasive, con elevato costo/beneficio che in aggiunta
alla mammografia possano individuare e discriminare i tumori della mammella, possibilmente
evitando non necessarie biopsie.

Nel marzo del 2001 la National Academy of Sciences’ Institute of Medicine ha pubblicato uno
studio denominato “Mammography and Beyond” dove si evince la necessita di utilizzare piu
strumenti di indagine senologica per una accurata rilevazione dei tumori della mammella’.

1.2 UNA NUOVA TECNICA PER LA DIAGNOSI PRECOCE DEI TUMORI AL SENO

La ricerca internazionale & attualmente orientata verso tecnologie che possono fornire ulteriori
informazioni diagnostiche in supporto dei dati attualmente disponibili, per ottenere una piu
completa e accurata diagnosi. DOBI ComfortScan, il quale non intente sostituire la mammografia,
€ un sistema non invasivo, senza emissione di radiazioni ionizzanti progettato per assistere il
medico nella diagnosi del tumore della mammella, fornendo nuovi dati fisiologici funzionali che
non possono essere dedotti dall’esame clinico, dalla mammografia e dall’ecografia. || fondamento
Medico e Scientifico su cui & stata improntata la tecnologia DOBI & l'individuazione della
formazione di nuovi vasi sanguigni. Questo processo conosciuto come Angiogenesi, € stato
scientificamente correlato allo sviluppo dei piu comuni tumori . Il sistema DOBI ComfortScan &
stato progettato per fornire importanti informazioni fisiologiche, oggi non immediatamente
disponibili, per individuare la presenza di anormali vascolarizzazioni nel tessuto mammario.



2) RAZIONALE

2.1 IL RUOLO DELL’ANGIOGENESI NELLE NUOVE TECNOLOGIE PER LA DIAGNOSI
DEL TUMORE AL SENO

Dalla pubblicazione nel 1971 della significativa ipotesi di Judah Folkman, la formazione e la crescita
di nuovi vasi sanguigni derivanti da vasi preesistenti, detta angiogenesi, &€ stata ampiamente
riconosciuta come processo biologico chiave che interessa sia i tessuti fisiologici sia quelli
patologici®. Se regolata in modo appropriato, I'angiogenesi & necessaria per la riproduzione, lo
sviluppo embrionale e il rimarginamento delle ferite. In questi casi il complesso processo
angiogenico viene mantenuto in delicato equilibrio da una quantita di fattori di crescita che
stimolano il processo stesso, quali gli inibitori dell’angiogenesi, le molecule cellulari, la matrice
extracellulare (ECM) che circonda I'area di interesse e altri mediatori. Quando questo equilibrio
viene a mancare e si tende a un’attivita angiogenica troppo alta o troppo bassa, si puo arrivare a
condizioni patologiche quali cancro, artrite reumatoide e malattie delle arterie coronarie>®. Nello
specifico, & stato particolarmente documentato il ruolo dell’angiogenesi nel tumore al seno’.

Come in tutte le cellule, le cellule di un tumore incipiente hanno continuamente bisogno di
nutrimento e ossigeno e di eliminare tossine. Fino a quando il tumore rimane di dimensioni ridotte
— circa un millimetro di diametro — il processo di diffusione (attraverso la membrana cellulare)
riesce a fornire un adeguato apporto di nutrimento e riesce a smaltire le tossine. Per superare la
grandezza di un millimetro di diametro le cellule tumorali devono sviluppare il proprio sistema di
circolazione sanguigna — imitando il sistema circolatorio dei tessuti normali circostanti, come
mostrato in figura 1. Un normale tessuto cellulare & avviluppato da una fitta rete di capillari.
Costituiti da cellule endoteliali, questi capillari forniscono nutrimento ed eliminano le tossine.
Quando necessitano di ossigeno, le cellule dei tessuti normali riescono a indurre una
proliferazione delle cellule endoteliali e la formazione di nuovi capillari rilasciando fattori di
crescita angiogenica come il VEGF (fattore di crescita endoteliale vascolare) e il bFGF (fattore di
crescita fibroblastico basale). Imitando le cellule normali, alcune cellule tumorali sono in grado di
secernere fattori di crescita angiogenici, cosi da attrarre le cellule endoteliali dai tessuti circostanti
e inducendo queste cellule a moltiplicarsi. Incoraggiando i capillari a crescere nel tumore, le cellule
tumorali acquisiscono un accesso diretto al sangue ricco di ossigeno e nutrimento, riuscendo cosi a
eliminare le tossine. Questo permette alle cellule tumorali di crescere velocemente e di
diffondersi. Alcuni medici utilizzano la presenza o I'assenza di una fitta rete capillare nei campioni
tumorali per determinare lo stadio dello sviluppo del tumore cosi da predire il suo decorso futuro®.
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Figura 1: processo di angiogenesi

Nei tumori I’angiogenesi segue una sequenza ordinata di eventi>*%**:
1 Inizio. 1l tessuto patologico (tumore) produce e rilascia fattori di crescita angiogenici che si
diffondono nei tessuti circostanti.

2 Proliferazione e invasione delle cellule endoteliali. | fattori di crescita angiogenici si legano ai
recettori collocati sulle cellule endoteliali dei vasi sanguigni circostanti. All'interno della cellula
endoteliale vengono spediti segnali dalla sua superficie al nucleo e la cellula comincia a produrre
nuove molecole, enzimi inclusi. Gli enzimi disseminano di piccoli fori la membrana a forma di
guaina che circonda il vaso sanguigno e le cellule endoteliali iniziano a proliferare e, attraverso tali
fori , migrano verso il tumore. Le molecole specializzate, chiamate molecole di adesione o
integrine (avB3 e avP5) aiutano a spingere il flusso sanguigno. Enzimi addizionali, detti matrix
metalloproteinasi o MMP, dissolvono il tessuto davanti al flusso sanguigno e man mano che il vaso
si estende, il tessuto viene rimodellato intorno a esso. Le nuove cellule endoteliali formano cosi
un canale di vasi sanguigni che si collegano poi tra di loro, a formare spirali complete che
trasportano sangue.

3 Maturazione dei vasi sanguigni. 1 nuovi canali cosi formatisi vengono stabilizzati tramite la
crescita di cellule muscolari specializzate, che assicurano un supporto strutturale. Il sangue
comincia cosi a scorrere nei nuovi vasi sanguigni. Questi nuovi vasi sono il meccanismo tramite cui
il tumore crea un ambiente ricco di ossigeno e nutrimento, che cresce in maniera esponenziale e si
propaga attraverso tutto 'organismo. Senza questo ambiente, il tumore rimarrebbe confinato nei
limiti di un millimetro descritto prima, morendo per mancanza di nutrimento e soffocando nelle
sue stesse scorie.



| vasi sanguigni angiogenici nei tessuti maligni condividono diverse caratteristiche osservabili.
Insieme, queste caratteristiche creano un “profilo vascolare unico” o “impronta angiogenica” che
puo essere individuata dal DOBI ComfortScan e puo essere utile nella diagnosi delle lesioni
mammarie. L’ impronta angiogenica tumorale unica apparira diversa dalla semplice inflammazione
associata alle condizioni benigne, come le caratteristiche seguenti dimostrano:

* Alta densita e alto volume sanguigno. | vasi sanguigni formati per nutrire i tumori sono piu
numerosi e densi dei vasi dei tessuti normali*’. L’esistenza di una vascolarizzazione
differente nel cancro al seno viene sostenuta da Feldman®® e Watt*, i quali sono riusciti a
individuare piccoli gruppi di tumori al seno tramite l'utilizzo di tecniche vascolari. Wells &
giunto a risultati simili con gli ultrasuoni®®, cosi come Schoenberger'® e Cosgrove'’. Questa
vascolarita distintiva e anche supportata da Folkman®®, che ha studiato il meccanismo della
neoplasia, e dall’istologia empirica di Weidner®, che ha scoperto che la densita micro-
vascolare (MVD) & maggiore alla periferia dei tumori cancerosi, soprattutto nei tumori
metastatici.

* Resistenza al flusso sanguigno. Se sollecitati mediante leggera pressione2°’21, i vasi
sanguigni formati per nutrire i tumori presentano una resistenza maggiore al flusso del
sangue rispetto ai normali vasi. Molte teorie hanno tentato di spiegare il fenomeno.

e (Collasso dei vasi. | vasi sanguigni formati per nutrire i tumori presentano una maggiore
possibilita di collasso se sottoposti a pressione esterna. Anche in questo caso molte teorie
cercano di spiegare il fenomeno e il suo rapporto con la resistenza del flusso sanguigno. Per
esempio, poiché la parete del vaso sanguigno nella regione tumorale ha un’alta

2223 |3 pressione dei fluidi interstiziali (IFP) nella regione risulta essere

permeabilita
maggiore (20 mm Hg); infatti, € vicino e in equilibrio con la pressione microvascolare
(MVP)**%_ Cid contrasta con la IFP nei tessuti normali (0 mm Hg). Nella regione tumorale
invece questo fenomeno porta a una necrosi interna del tumore e al collasso dei vasi sotto
pressione esterna.

* Consumo elevato di ossigeno e bassa trasmissione di luce. Poiché le richieste di ossigeno
nei tumori che crescono velocemente sono superiori rispetto a quelle dei tessuti normali, i
vasi sanguigni creati per nutrire tali tumori mostrano una deplezione di ossigeno nelle
guantita di sangue comparativamente elevate che essi trasportano. Inoltre il sangue
deossigenato € caratterizzato da un’attenuata trasmissione della luce, che pud essere
individuata tramite I'uso di varie tecnologie.21’26’27’28

Oltre alle caratteristiche fisiche osservabili citate nella sezione precedente, la ricerca nel campo

delle basi molecolari dell’angiogenesi nei pazienti con tumore al seno indica che la integrina avp3

riveste un ruolo importante nel processo dell’angiogenesi. La presenza di alti livelli di integrina
avpB3 facilita I'angiogenesi e, di contro, bassi livelli di integrina avf3 permettono di formulare
pronostici significativi sulla sopravvivenza senza ricadute nei pazienti con tumori al seno®>*.

Inoltre, studi clinici dimostrano che il grado di angiogenesi € correlato al potenziale maligno di

molti tumori, incluso il cancro al seno. | ricercatori hanno anche esplorato un nuovo approccio per

individuare l'angiogenesi in vivo tramite risonanza magnetica e un agente di contrasto

paramagnetico che ha come target |’ integrina endoteliale avB3 attraverso [|'anticorpo



monoclonale LM609. Questo nuovo approccio consente inolte la scoperta di “punti caldi”
angiogenici non osservabili tramite RMN standard®'. Queste tecniche — focalizzate sui processi
molecolari e i cambiamenti vascolari che accompagnano lo sviluppo del cancro al seno — hanno il
potenziale per migliorare sia la sensibilita sia la specificita della diagnosi del cancro al seno. Sono
anche al centro dell’approccio utilizzato dal DOBI ComfortScan.

Riassumendo, un tumore richiede una rete di vasi sanguigni che apporti nutrimento e ossigeno e
rimuova le scorie®® per crescere oltre la misura di ca. 2 mm>. Il complesso processo ad esso
relativo, che porta alla formazione di questi nuovi vasi, viene conosciuto come “angiogenesi”
tumorale. L'aumentata vascolarizzazione associata alla crescita delle lesioni maligne pud essere
misurata dalla conta della densitd dei microvasi (MVD)*. L'angiogenesi tumorale e le sue
implicazioni sui risultati clinici sono state ampiamente studiate nel campo del tumore al seno”.
Numerosi studi hanno documentato che un’alta MVD e correlata alla presenza di metastasi nodali
e distanti’, stabilendo una relazione tra la presenza di angiogenesi e I'invasivita nel carcinoma al

sen035’36

. Queste scoperte recenti suggeriscono che una MVD piu alta nel tumore mammario e
associata alla potenzialita che il tumore presenta nel produrre metastasi, cosi forse da essere un
indicatore profetic035. Gasparini suggerisce che il cancro al seno sia una malattia dipendente
dall’angiogenesi®®. Tutti i tumori solidi diventano clinicamente rilevanti una volta sviluppata la
fornitura di sangue. L’angiogenesi ¢ il processo tramite cui i tumori in crescita attraggono nuovi
vasi sanguigni, permettendo loro di guadagnare nutrimenti ed eliminare le scorie. Recenti sviluppi
nell’optical imaging e nell'image processing hanno reso possibile I'identificazione dei piccoli
cambiamenti vascolari associati ai cancri in via di sviluppo nei primi stadi. Una volta individuati,
guesti cambiamenti costituiscono una profilo vascolare unico che ha la potezialita di indicare la

presenza del cancro prima che sia distinguibile una lesione tumorale.
2.2 LA DOBI TECHNOLOGY NELLA DIAGNOSI PRECOCE DEL CANCRO AL SENO

La tecnologia utilizzata nel DOBI ComfortScan e il risultato di piu di 80 anni di sviluppo e
sperimentazione nel campo dell’optical imaging, che utilizza la luce nello sprettro visibile per
illuminare i tessuti mammari. Fu Max Cutler il primo a introdurre |'optical imaging per il seno nel
1929*7. Utilizzava una tecnica conosciuta come diafanografia, caratterizzata dalla
transilluminazione dei tessuti mammari. Tale tecnica rivelava una netta differenza nella
trasmissione di luce rossa attraverso tessuti mammari normali e attraverso tessuti vascolari
angiogenici adiacenti un carcinoma. Nonostante questa tecnologia primitiva si sia risolta in un
nulla di fatto perché diagnosticamente inefficace, essa ha rappresentato comunque un primo
tentativo nell’utilizzo della luce.

PiU recentemente, Erterfai e Profio®® hanno utilizzato campioni di tessuti mammari per dimostrare
che il contenuto del sangue (deossiemoglobina) ha effetti sulla trasmissione (spettro di
assorbimento) nel tessuto mammario. Profio et al.>* hanno anche notato che il contrasto misurato
con un sistema a due lunghezze d’onda ben si correlava a un modello di ossiemoglobina e
deossiemoglobina. Hanno anche reso pubblici alcuni dati raccolti dal Santa Barbara Cancer
Institute sulla vascolarita dei tessuti mammari benigni e maligni. Era stato scoperto che le



concentrazioni medie di globuli rossi nel sangue erano pilu alte ai margini di un carcinoma e nei
tessuti periferici a esso prossimi piuttosto che adiacenti a tessuti normali. | risultati della
diafanografia mostravano una “forte correlazione tra il contrasto e la concentrazione di
emoglobine (globuli rossi) nei sottogruppi di fibroadenomi e carcinomi”. L’assorbimento fu
osservato in una gamma di lunghezze d’onda variabili tra 600 e 900nm. Peters™ inoltre studio la
trasparenza, il riflesso, la diffusione e I'assorbimento attraverso un range spettrale di 500-1.100
nm e scopri che I'ossiemoglobina e il contenuto acquoso erano gli unici indici affidabili delle
differenze spettrali.

E stato stabilito che la vascolaritad associata alla crescita delle lesioni maligne & diversa dalla
vascolarita osservata nei tessuti non patologici’’. Il sistema DOBI ComfortScan individua le
differenze valutando I'attenuazione della luce nel momento in cui viene esercitata una pressione
esterna per un determinato periodo di tempo. || DOBI ComfortScan e sensibile ai cambiamenti
volumetrici dinamici nel sangue e ai cambiamenti nella deossiemoglobina. Entrambi i cambiamenti
sono di solito rintracciati nei tumori maligni e risultano in un’unica “impronta” angiogenica del
tumore. Il sistema ComfortScan & capace di misurare tali cambiamenti applicando una pressione
uniforme sul seno. Si ritiene che il cambio di pressione intrappoli il sangue nelle tortuose strutture
angiogeniche formatesi intorno al tumore stesso. Il sangue cosi intrappolato si deossigena fino a 4
volte piu velocemente dei tessuti normali. || DOBI ComfortScan visualizza gli effetti dei
cambiamenti in termini di volume e/o di cambiamenti della deossiemoglobina nel tempo. Questi
cambiamenti vengono visualizzati sotto forma di immagini con un livello di luce basso a causa di
un maggior assorbimento della luce. Un tessuto benigno o normale, che presenti delle strutture
vascolari nella norma e un tasso metabolico basso, non assorbe cosi tanta luce. Di conseguenza
presenta un livello di luce piu alto rispetto ai tumori maligni.

In contrasto con le prime tecniche di transilluminazione che non hanno portato a grandi risultati, il
DOBI ComfortScan sfrutta le perturbazioni meccaniche per creare un’ impronta dinamica. | LED da
esso impiegati, disposti in modo particolare, illuminano aree di sviluppo vascolare nel seno che,
nel caso di tumori maligni, hanno caratteristiche uniche. Come descritto prima, durante
I’angiogenesi, una crescita cancerosa si circonda di una fitta rete di piccoli capillari sanguigni.
Questi forniscono ossigeno e nutrimenti ai tumori attivi e mostrano dei markers fisiologici unici
che il DOBI ComfortScan puo individuare. Tali markers includono: densa vascolarizzazione, alta
resistenza al flusso sanguigno, deossigenazione sanguigna, trasmissione di luce attenuata e
maggiore predisposizione dei vasi sanguigni a collassare sotto pressione esterna’’.

Mentre altri strumenti diagnostici individuano innanzitutto cambiamenti morfologici (strutturali)
statici, il DOBI ComfortScan & stato concepito per individuare cambiamenti dinamici (fisiologici), in
particolare: flusso dinamico, aumento del volume sanguigno e livelli di mancanza di ossigeno
(emoglobina deossigenata), caratteristici di patologie tumorali. Il sistema ComfortScan utilizza la
luce di 127 LED montati su un piano inclinato di 30° rispetto al piano orizzontale. | LED emettono
luce con una lunghezza d’onda di 640 nm per un maggior assorbimento e una piu alta sensibilita
dell’ assorbimento ottico della deossiemoglobina. La luce trasmessa viene registrata da una
videocamera con CCD per circa 45 secondi. Come parte del processo, la macchina esercita sul seno



una leggera pressione uniforme per mezzo di una membrana brevettata — operando uno sbalzo di
pressione da 5 mm Hg (pressione di partenza) a 10 mm HG (pressione di analisi) per circa 30
secondi. A sua volta, il seno é stato leggermente sottoposto a pressione dal morbido sostegno.
Con I'applicazione di uno stimolo pressorio esterno uniforme intorno al seno, le dinamiche che
interessano la ridistribuzione del sangue, il collasso capillare e venoso, |’ ossigenazione sanguigna
nel tempo, dopo l'iniziale stimolo pressorio nell’area dell’anomalia vascolare, saranno diversi dalle
proprieta caratteristiche delle aree fisiologiche del tessuto mammario. Il sistema raccoglie le
immagini del seno prima, durante e dopo I'applicazione dello sbalzo pressorio per registrare i
cambiamenti man mano che questi si producono.

Una singola immagine non rivela molto circa una possibile anomalia vascolare. | raggi di luce
vengono pesantemente dispersi e diffusi dai tessuti in una risoluzione spaziale molto bassa, e
vengono rilevati solo i cambiamenti dovuti a una ri-distribuzione del volume sanguigno e al livello
di ossigenazione. La risposta dinamica del seno alla modulazione della pressione viene quindi
portata avanti dalle variazioni di intensita tra le diverse immagini nell’intera sequenza. La
sequenza dinamica pu0 essere rappresentata da | (x, y, t). Dopo il primo ciclo di illuminazione che
segue l'inizio dello step pressorio (in cui la forma del seno é stata stabilizzata), il DOBI ComfortScan
utilizza la prima immagine dopo lo sbalzo pressorio quale immagine di riferimento (lref). Questa
immagine viene sottratta dal resto della sequenza per rappresentare I’ impronta dinamica o la
risposta alla pressione a ogni punto spaziale (x, y):

DS(x, vy, t) = (I(x, y, t) — Iref)/Iref

| cambiamenti vascolari associati alle lesioni cancerose assorbono meno luce del tessuto normale e
guesto genera aree di bassi livelli di luce sull'immagine. Quando la luce dei LED incontra il tessuto
angiogenico che circonda il tumore, I'emoglobina intrappolata nei capillari vicino al tumore
assorbe la luce rossa in modo piu completo rispetto a un normale tessuto benigno. Dopo ogni
sbalzo pressorio, il sistema registra i cambiamenti dei trasmissione di luce e di lunghezza d’onda
rossa*’. Se confrontati con le regioni che presentano anomalie, il volume sanguigno e i livelli di
saturazione di ossigeno diminuiscono con un tasso diverso nelle aree che presentano vascolarita
normale, pressione fluida interstiziale normale e tasso di consumo dell’ossigeno nella norma. La
differenza nelle impronte dinamiche nelle aree normali e anormali puo essere riassunta con:

Dsa (Xa,Ya, t) # DSn(Xn Yn t).

Per processare le immagini registrate, il DOBI ComfortScan utilizza algoritmi informatici che
generano un grafico nel tempo dei valori dei cambiamenti nella trasmissione luminosa per ogni
punto. Di conseguenza, mostra il profilo vascolare unico della regione angionenica che risulta
essere in forte contrasto con le aree normali o benigne del seno.
Sull'immagine, le aree chiare indicano tessuti normali o benigni mentre quelle in blu scuro
indicano tessuti potenzialmente patologici. Mostrando tali contrasti, il DOBI ComfortScan puo
potenzialmente confermare o meno la presenza di un cancro e distinguere il tumore sia dalle
lesioni benigne sia dai tessuti fisiologici del seno. Il potenziale del ComfortScan quale strumento
diagnostico ¢ il poter differenziare in modo non invasivo schemi ottici di aree di vascolarizzazione



normale e anormale e quindi fornire al medico informazioni aggiuntive circa lo stadio angiogenico
dell’area sospetta. Si ritiene che questa informazione possa aiutare lo specialista nel processo
diagnostico, in termini di prescrizioni di trattamenti, di screening regolare o di followup del cancro
al seno. Poiché i cambiamenti vascolari avvengono nei primi stadi dello sviluppo tumorale, I'abilita
nel fornire immagini di tali cambiamenti potrebbe portare all’individuazione del cancro al seno e al
trattamento di tumori in via di sviluppo in uno stadio precoce — parte importante per gli utilizzi
futuri della tecnologia DOBI.



3) MATERIALI e METODI

3.1 COMFORTSCAN : COMPONENTI E DESCRIZIONE

Al fine di offrire il massimo della flessibilita, il DOBI ComfortScan & concepito per essere installato
su una piattaforma con braccio a C, che comprende un sostegno per il seno, una matrice di LED,
una videocamera digitale (CCD) e un monitor®, oltre all’elettronica e al software del sistema.
Di seguito, vengono indicate le diverse parti che costituiscono il sistema ComfortScan:

Videocamera digitale

Monitor dell'operatore
Supporto per il seng  ————

LED
— Sistema compatto

Elettronica e Software del
Sisterna

Figura 2: DOBI ComfortScan e i suoi componenti

Sostegno morbido per il seno: & necessario comprimere il seno per raggiungere un contrasto di
immagine di livello accettabile nell’area di influenza patologica (API). Tale supporto e costituito da
una membrana di silicone che svolge la funzione di morbida superficie di contatto e sigillo
ermetico su una camera di compressione. Tale camera di compressione puo essere gonfiata con
aria a bassa pressione. La membrana di silicone comprime delicatamente il seno tra il pallone di
silicone dal lato della videocamera (in alto) e la piattaforma con i LED (in basso). Il DOBI
ComfortScan controlla e monitora I'aumento, la diminuzione e il mantenimento della pressione
nel sistema pneumatico con un microcoprocessore personalizzabile.

Piattaforma con LED: || DOBI ComfortScan utilizza una serie di 127 diodi a emissione luminosa
(LED) che emettono luce visibile nella banda rossa (640nm). |l microprocessore programmato
dall’'utente gestisce con precisione i controlli del tempo di esposizione ottica e il profilo
dellintensita della serie di LED, che abilitano la versatilita delle azioni su seni di diverse grandezze
e densita. Il sistema supporta un controllo indipendente dell’intensita della luce per ogni LED.

Videocamera digitale CCD: Il DOBI ComfortScan utilizza una videocamera digitale con CCD a 12 bit.
La sensibilita della videocamera & necessaria perché i cambiamenti di intensita di luce all’interno



del seno illuminato sono ridotti in ampiezza rispetto alla quantita di luce emessa dai LED. Di
conseguenza, & necessario utilizzare uno strumento con un alto guadagno e basso rumore come
questa tipologia di strumentazione. La videocamera utilizza un cooler termo-elettrico e opera a
una temperatura controllata di -20°. Questa temperatura produce una corrente di uscita
estremamente bassa. La risoluzione spaziale intrinseca € 768x512 pixel. || meccanismo a 5x5 pixel
aumenta I'efficienza della raccolta fotografica. La risoluzione spaziale finale della videocamera e di
102x128 pixel effettivi. La risoluzione della scala di grigio del segnale di ogni pixel arriva a 4096
livelli, corrispondenti a 12 bit.

Elettronica e software del sistema: |l Controller € un assemblaggio elettronico che si interfaccia
con la piattaforma dei LED, il computer, il supporto morbido e i due serbatoi a pressione collocati
alla base dell’unita principale. Nel controller sono localizzati i circuiti per illuminare i LED, quelli per
azionare la pompa pneumatica, regolare la pressione nella camera d’aria e interfacciarsi con il
computer. Vi € inoltre collocato un microcomputer e una memoria programmabile di tipo read-
only. Il sistema gestisce l'interfaccia utente principale, inviando comandi al Controller e alla
piattaforma LED. Le immagini vengono lette dalla videocamera CCD, processate e visualizzate. |
dati vengono archiviati e recuperati. Inoltre il sistema monitora le operazioni e avverte I'operatore
in caso di necessita. Rispetto ai metodi di transilluminazione tradizionali, il DOBI ComfortScan
applica sul seno un stimolo di tipo perturbativo (cambiamento di pressione) e facilita
I’'osservazione di cambiamenti in termini di trasmissione/assorbimento della luce rossa da parte
del seno.ll sistema processa i cambiamenti incrementali misurati utilizzando una varieta di
tecniche di ingrandimento per sottrazione e contrasto al fine di produrre un’immagine diagnostica
funzionale. Il software di controllo per il modulo della strumentazione & integrato nel
microprocessore. Questo gestisce tutte le modulazioni della serie LED e della pressione
pneumatica del sostegno per il seno seguendo specifici protocolli per ogni paziente.

Il sistema DOBI ComfortScan illumina e percepisce le proprieta di assorbimento della luce del
tessuto mammario sia in condizioni statiche sia in quelle dinamiche. Nella fase di acquisizione
dinamica, il ComfortScan comprime e decomprime il tessuto mammario, similmente al processo
soggiacente la mammografia tradizionale, ma con una pressione molto bassa.

Il DOBI ComfortScan analizza e compara I'assorbimento della luce attraverso le immagini statiche e
dinamiche multiple per quelle regioni con un assorbimento di luce straordinario. Tali regioni
vengono quindi esaminate da vicino attraverso una batteria di tecniche di processing digitale e
visualizzate sia come scannerizzazioni e forme d’onda per il medico. Queste tecniche includono la
sottrazione digitale di 2 o piu image frames, comparazioni spettrali e temporali e amplificazioni di
intensita delle regioni coinvolte nella scansione.

Il DOBI ComfortScan nella configurazione attuale e stato studiato per essere utilizzato su pazienti
che hanno avuto diagnosi inconclusive dalla mammografia indicazioni cliniche rilevanti. L'utilizzo di
tale strumentazione fornira al medico informazioni funzionali dinamiche sulle anomalie vascolari
nell’area interessata. Tali informazioni verranno utilizzate per una migliore classificazione della
lesione.



3.2 UTILIZZO DI DOBI COMFORTSCAN

Durante I'esame, la paziente rimane in piedi vicino il macchinario e I'operatore del Sistema DOBI
posiziona il seno della paziente in modo che la porzione inferiore dello stesso venga a diretto
contatto con la superficie della piattaforma contenente la serie di LED rossi. |l sostegno morbido
avviluppa la parte superiore del seno in una sottile membrana di silicone. Con una sequenza
controllata dal computer, la strumentazione comprime leggermente e uniformemente il seno con
una pressione inferiore a 10mmHg (meno di 0,1125kg x 2,54cm?). Il computer controlla inoltre la
trasmissione della luce attraverso il seno mentre la videocamera digitale CCD, collocata sopra il
seno, registra immagini in una sequenza di numerosi frame al secondo per circa 45 secondi. Il
sistema archivia le immagini nella memoria digitale e il computer elabora le piccole variazioni
temporali nell’intensita della luce rossa tra i tessuti benigni e maligni. L'intera procedura richiede
circa 5 minuti e i risultati vengono visualizzati immediatamente sul monitor®.

3.3 POSSIBILI ESCLUSIONI

* Soggetti che abbiano subito un intervento chirurgico al seno ipsilaterale (per esempio
aumento/cancro/riduzione) meno di un anno prima dalla possibile data di scansione

e Soggetti che abbiano subito una biopsia mirata o escissionale nel seno ipsilaterale meno di
tre mesi prima della scansione

e Soggetti sottoposti a brachiterapia nella regione di interesse a meno di un anno dalla
scansione

e Soggetti in stato di gravidanza o in allattamento

e Soggetti sottoposti a cure ormonali o contraccettivi orali negli ultimi 30 giorni

* Soggetti incapaci di mantenere una posizione immobile durante I'esame

* Soggetti con malattie dermatologiche inflammatorie (psoriasi, eczema, ecc.)

e Soggetti con conosciuta allergia al silicone

3.4 ACQUISIZIONE TRAMITE SCANSIONE

Dopo aver reperito tutti i dati richiesti (nome e cognome della paziente, eta, grandezza del seno,
nome del tecnico, lato del seno, commenti, ecc.) il seno viene posizionato in veduta craniocaudale
(CC), similmente a quanto avviene alla mammografia. Il morbido supporto pressorio viene
impostato su una pressione negativa per facilitare il posizionamento che e estremamente
importante per la scansione e l'interpretazione dei dati. Il seno dovrebbe essere posizionato al



centro della piattaforma di supporto, assicurandosi che tutte le luci della stanza vengano spente.
La videocamera comincera ad acquisire immagini in modalita preimpostata e verranno mostrate
sia in scala di grigio sia a colori. Per assicurare una scansione di qualita con appropriati pattern, i
LED selezionati vengono posizionati automaticamente o in modalita manuale, a seconda della
collocazione della lesione. Dopo la selezione di tale collocazione, i controlli di illuminazione LED
sono ora attivi. E importante ottimizzare le impostazioni di illuminazione scegliendo il controllo
manuale oppure i pulsanti di intensita automatica. Durante questa fase, sarebbe opportuno
impostare un marker tramite mouse, disegnando un cerchio con il cursore, delimitando cosi I'area
di interesse. Questa regione corrisponde alle aree sospette, ritenute tali da precedenti risultati
clinici o mammografici. Una volta verificato il corretto posizionamento del seno della paziente e
che tutti i pattern e l'intensita dei LED siano corretti, si pu0 dare inizio alla scansione tramite
pulsante apposito. In caso di necessita il pulsante di STOP permette I'interruzione della scansione.
Tutte le scansioni acquisite vengono automaticamente e contemporaneamente salvate sia in
locale sia su CD.

3.5 IMAGE PROCESSING

| dati immagine vengono elaborati per generare immagini dinamiche delle porzioni superiori e
inferiori del seno in posizione craniocaudale. Le immagini vengono visualizzate in scala di grigio o
in falso colore per rivelare cambiamenti (di tipo tempo-dipendenti) nell’intensita luminosa
trasmessa, causati dal cambio di pressione. Le immagini possono essere viste in cine loop per
aiutare a focalizzare le regioni con un diverso comportamento temporale, in comparazione con il
tessuto circostante. In piu, tramite mouse & possibile marcare e interrogare diverse aree
dell'immagine per visualizzare le curve temporali corrispondenti. Tali curve vengono visualizzate
su una griglia (% di cambiamento di intensita v. tempo espresso in secondi), il che consente il
delineamento e I'ingrandimento delle curve da studiare e quantificare. Quale aiuto diagnostico, il
software di elaborazione immagini € in grado di classificare le curve temporali per ogni pixel
dell'immagine e visualizzare un’immagine del seno in cui le aree con curve temporali tipicamente
associate a virulenza vengono visualizzate in blu scuro mentre le curve temporali associate di
solito al tessuto normale vengono visualizzate in verde.

Durante la modulazione pressoria, la videocamera CCD cattura una serie di immagini digitali e le
registra nella memoria del sistema. Allo stato attuale, vengono raccolti e archiviati piu di 100
frame per ogni scansione. La prima immagine viene sempre registrata senza esposizione alla luce.
Viene cosi definita “dark frame”. Nell’analisi dei dati, il dark frame viene poi sottratto dalle
immagini successive. Tale sottrazione elimina gli effetti di qualsiasi tipo di rumore di background
(p.e. tipo non-zero). Viene quindi seguita una procedura di normalizzazione dell'immagine.
Attraverso tale normalizzazione, viene interamente compensata qualsiasi distribuzione
dell’intensita non uniforme raccolta dalla videocamera. A questo stadio I'analisi dei dati viene
definita “preprocessing”. Dopo tale fase, il sistema e pronto per efffettuare un’analisi della



classificazione delle patologie descritta di seguito utilizzando le “impronte dinamiche” e
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immagine funzionale”.

Le impronte dinamiche sono ottenute da ogni pixel delle immagini registrate. Poiché le risposte
dinamiche delle API (aree di influenza patologica) della regione virulenta sono alquanto diverse da
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quelle delle regioni normali, € possibile riconoscere dei contrasti nelle “impronte”. In piu, per
facilitare la visualizzazione e la classificazione patologica, viene anche costruita un’immagine
funzionale, tramite un algoritmo di correlazione incrociata. In tale processo, viene selezionata
dalla regione mammaria nella norma una “impronta di riferimento”. Quindi viene applicato un
processo di correlazione incrociata tra le impronte dinamiche di tutte le regioni del seno con
un’impronta di riferimento. Poiché le impronte dinamiche di tutte le regioni fisiologiche sono simili
all’ impronta di riferimento, per queste regioni si ottiene un livello di correlazione molto alto.
D’altro canto, le impronte dinamiche delle APl sono abbastanza diverse da quelle di riferimento:
da queste regioni si otterra un basso livello di correlazione. Di conseguenza il risultato di questo
processo di correlazione produce un’immagine funzionale ad alto contrasto. Sull'immagine

funzionale, le intensita chiare presentano aree normali mentre le intensita scure presentano API.
3.6 INTERPRETAZIONI DELLE IMMAGINI

L'interpretazione delle immagini si basa su due parametri fisiologici separati: (1) la gamma di
colore nella finestra colore e (2) le curve dinamiche corrispondenti a ciascuna area selezionata. Il
blu pit o meno scuro corrisponde alle aree dell’accresciuta anomalia vascolare, come stimato
dall’analisi del segnale di emissione di LED attraverso programmi di imaging funzionali inclusi nel
computer system. Le curve dinamiche offrono un mezzo piu sofisticato di calcolo dei patterns della
vascolarizzazione accresciuta, permettendo di predire in modo ottimale le aree di
neovascolarizzazione.

Vengono registrati due tipi di curve: (1) quella progressiva correlata alle aree di anomalie vascolari
ingrandite e (2) quella fluttuante correlata alle aree di vascolarizzazione cresciuta “normalmente”,
per esempio le aree di patologia fibrocistica o di fibroadenomi. La spiegazione fisiologica per tali
curve si basa sul tasso fluttuante della normale vascolarizzazione, che é& influenzata dalla
frequenza cardiaca e respiratoria, presentando cosi curve pill 0 meno pronunciate,
concordemente alle frequenze sistoliche/diastoliche e di espirazione/inspirazione. Vale la pena
inoltre menzionare il significativo ruolo dei vasi capillari che permettono un’elasticita del flusso
ematogeno. Al contrario le aree di neovascolarizzazione sono caratterizzate tipicamente
dall’assenza di vasi capillari tricoidi e il sangue circola in derivazioni arteriovenose anormali, senza
seguire la normale frequenza cardiaca e respiratoria. Tutto cid viene rappresentato da una curva
progressiva senza “elasticita”. Da uno studio preliminare effettuato sul DOBI ComfortScan scelto
per comparare i risultati del ComfortScan con i risultati di quello che viene considerato il migliore
metodo per la vascolarizzazione del sangue, cioe la RMN al seno con mezzo di contrasto al
gadolinio*, risulta che i vasi tumorali anormali (le derivazioni arteriovenose in particolare) sono
responsabili della rapida espansione e “irrigazione” delle lesioni maligne.



3.7 CONFRONTO CON LA MAMMOGRAFIA

La mammografia utilizza i raggi X per una rappresentazione morfologica del seno negli screening
mammari o diagnostici e viene considerato oggi I'esame migliore nel campo del tumore al seno. Il
mammogramma dipende dalla capacita di interpretazione morfologica del radiologo nel desumere
la patologia o la fisiologia del seno. Mammografia e palpazione sono oggi i test di screening piu
utilizzati nel campo del tumore al seno e benché forniscano informazioni importanti, sono in
qualche modo limitati. Inoltre sia gli ultrasuoni sia la RMN rivestono un ruolo complementare nel
processo diagnostico.

La mammografia ha delle percentuali di individuazione molto ampi: Kolb ha riportato una
sensibilita variabile tra il 68% e I'88% e una specificita generale variabile tra '82% e il 98%. Pero
nello stesso studio, nel tessuto mammario pil denso, la sensibilitd riportata era del 44%".
Gli indici di sensibilita mammografica sono piu alti nelle donne di 50 anni o piu, rispetto a soggetti
piu giovani. Questo puO essere spiegato con la diminuzione della densita mammaria quale
caratteristica dell’eta avanzata®. | seni densi (associati a valori 3 o 4 sulla scala di densita BI-
RADS™) vengono individuati nelle donne piu giovani. Kerlikowske ha inoltre riportato che I'eta ha
un forte effetto sulla sensibilita mammografica: essa risulta piu alta nelle donne tra i 60 e 69 anni
(87%) e piu bassa nelle donne tra i 30 e i 39 anni (67,9%)°.

3.8 CONCLUSIONI

Questi risultati suggeriscono che c’e bisogno di migliorare gli strumenti al momento utilizzati per
individuare le malattie del seno nelle donne pill giovani o con seni piu densi. DOBI ComfortScan
puo essere la risposta, inserito in un percorso diagnostico che prevede I'utilizzo di tutte le
tecnologie oggi disponibili: Mammografia, DOBI ComfortScan, US e RMN.



4) CASI CLINICI

Donna di 66 anni con una lesione sospetta di 10mm, BI-RADS 3

La mammografia refertata da due Radiologi ha dato un risultato di benignita per uno e
inconclusivo per I'altro — Incerto

ComfortScan ha rilevato la presenza di angiogenesi significativa — Maligno

Risultato della Biopsia : Carcinoma duttale Il stadio — Confermato Maligno

Donna di 48 anni con lesione sospetta di 5mm, BI-RADS 3

Referto mammografia inconclusivo — Incerto
ComfortScan non ha rilevato la presenza di caratteristiche angiogenetiche — Benigno

[l risultato della biopsia € benigno — Confermato benigno
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