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خلاصه

مقدمه: مطالعات اخیر نشان می​دهد که تعیین حاشیۀ دقیق تومور نقش به​سزایی در درمان 
ســرطان دارد. برش​های ناقص تومور یک مشکل مهم بالینی در جراحی سرطان است. تصویر​
برداری فلورســنت یک روش تجربی برای تجسم سلول​های ســرطانی در طول عمل جراحی 
است. هدف از این مطالعه برداشتن کامل تومور با یک حاشیۀ مناسب به​معنای وجود کمترین 

بافت سالم با استفاده از دستگاه تصویر​برداری فلورسنت جراحی می​باشد.

 ،BALB/c روش بررســی: در این مطالعه جهت کاشت تومورهای زیر جلدی در موش​های
ابتدا ردۀ سلولی 4T1 را +GFP کرده و پس از پاساژ دادن به محل مورد نظر موش​ها تزریق 
شــد. بعد از تصویر​برداری به​صورت in-vivo و ex-vivo، تومور جهت مقایســه با روش گلد​

استاندارد به پاتولوژی فرستاده شد.

یافته‌هــا: نتایج حاصل از این مطالعه نشــان داد با داشــتن تومور​هایی با متوســط اندازۀ 
 0.14±0.04cm 0.47±2.51، حداقل میانگین و حداکثر میانگین حاشیۀ بدون تومورcm3

و 0.04cm±0.52 به​دست آمد.

از​طرفی بین شــدت فلورسنت و تعداد سلول​های GFP شــده همبستگی معنی​داری وجود 
.)R2 = 0.99( دارد

بحث و نتیجه‌گیری: در​نهایت تشــخیص حاشیۀ تومور در مدل موش با موفقیت انجام شد. 
این مطالعه نشان می​دهد تصویر​برداری فلورسانس حین جراحی برای افزایش تعداد برش​های 
کامل تومور در بیماران مبتلا به سرطان پستان به​عنوان یک روش درمان حین جراحی معرفی 

می​شود.

GFP+ ،واژه‌های كليدی: تصویر​برداری فلورسنت حین جراحی، حاشیۀ تومور، برش تومور
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مهیا هندآبـادی و همـکاران           9

مقدمه
در​حال​حاضر ســرطان یکــی از مهم​ترین عوامل مــرگ و میر در جوامع 
صنعتی اســت. جراحی یکی از عوامل مهم در درمان سرطان می​باشد. در 
جراحی، تومور باید به​طور کامل برداشــته شود. روش​های مختلفی برای 
تعیین مرز تومور وجود دارد. روش مرجع، تعیین مرز پاتولوژی می​باشــد. 
به​همین​منظور تومور در حین جراحی برداشته می​شود و همزمان به مراکز 
پاتولوژی فرســتاده می​شود. بنابراین ادامۀ جراحی دچار وقفه می​شود. به​
منظور رفع این مشــکل مشــاهدۀ همزمان مرز تومــور در حین جراحی 
 پیشنهاد شــده اســت. به​نحوی​که تعیین مرز تومور یکی از چالش​هایی
اســت که امروزه مورد نظر محققان می​باشــد. اخیراً روش تصویر​برداری 
نوری به​عنوان روش مشــاهدۀ مرز توسط جراح معرفی شده است. اما در​
حال​حاضر، این روش امکان دقیق مرز تومور را ندارد]1[. بنابراین هدف از 
انجام این پژوهش اجرا و ارزیابی ســامانۀ تصویر​برداری فلورسنت قطبشی 
حین جراحی جهت تعیین مرز تومور اســت. از​آنجا​که تومورهای پوستی 
بیشتر در سطح پوست ایجاد می​شوند، تصویر​برداری باید از سطح پوست 
انجام شــود اما چون نور بازگشــتی از لایه​های عمیق پراکنده می​شوند و 
به دوربین می​رســند، در تعیین دقیق مرز تومور اختلال ایجاد می​کنند. 
بنابراین جهت اجرای سامانه عواملی همچون قطبیدگی نور1 و نشت نوری 

را در​نظر خواهیم گرفت.

درمان اصلی تومورهای جامد عمل جراحی اســت. اگر تمام ســلول​های 
 ســرطانی با عمل جراحی برداشــته شــوند، بیمار پس از جراحی بهبود
می​یابد. عدم وجود سلول​های سرطانی باقی​مانده در مناطق اطراف محل 
برداشــتن تومور عامل مهمی اســت که به​عنوان مرز جراحی باید در​نظر 
گرفته شــود. مرز تومور فاکتور مهمی برای بررسی عود تومور یا بازگشت 
آن مطرح می​شود. پس از اتمام عمل جراحی، بافت برای تجزیه و تحلیل 
به پاتولوژی فرســتاده می​شود و اگر سلول سرطانی شناسایی گردد، بیمار 

مجدداً باید جراحی شود]2[.

در​واقع، برداشــتن بافت بدخیم مســتقیماً به درک بصری جراح از زمینۀ 
جراحی بســتگی دارد. چشم پزشــک به​علت پرتو​های پراکندۀ حاصل از 
لایه​های عمیق برای بررسی دقیق لایه​های سطحی دچار مشکل می​شود. 
 ارزیابی سریع از حاشیۀ سرطان پوست قبل از عمل جراحی Mohs می​تواند
از اتــاف زمان و ناراحتی بیمار جلوگیری کنــد. بنابراین جراحان نیاز به 
یک روش برای در​نظر گرفتن حاشیۀ سرطان حین عمل جراحی در زمان 

واقعی دارند]3[.

تکنیک عمل جراحی تشخیصی مانند بخش منجمد2 و سیتولوژی درحال 
 حاضر برای کمک به ارزیابی حاشیه استفاده می​شود. با​این​حال، تکنیک​های

ذکر​شده وقت​گیر است و نسبت به انجام بررسی​های پس از عمل جراحی 
1. Polarization

2. Frozen Section

از دقت کمتری برخوردار اســت. بنابراین برای رفع این مشکل بسیاری از 
تکنیک​های میکروســکوپی نوری برای ارزیابی حین عمل حاشیه از نقاط 
موضعی، از​جمله میکروسکوپ فاز منجمد، توموگرافی انسجام نوری مورد 
 بررسی قرار گرفته است. سیستم تصویر​برداری زمان واقعی به​راحتی می​تواند
به جراح جهت برداشتن حاشیۀ تومور کمک کند. تعدادی از سیستم​های 
قطبیدۀ نوری در درمانگاه استفاده شده است. مطالعات نشان می​دهد اگر 
عامل پلاریزاســیون در سیستم​ها اعمال شود، نه​تنها در زمان صرفه​جویی 
می​شود بلکه امکان تعیین مرز دقیق تومور، بخصوص تومور​های سطحی،  
 ایجاد می​شود. بنابراین روشی را معرفی کردند که در آن پرتو​های پراکنده​ای
را که به​صورت غیر قطبیده از لایه​های عمیق پوست باز می​گردند، حذف 
می​نماید. این روش به​نام روش تصویر​بــرداری تفریق قطبیدگی3 معرفی 
شده اســت. مزایای اســتفاده از این روش )PSI( داشتن قدرت تفکیک 
مکانی بالا و کسب میدان دید وسیع می​باشد. جراح به​هنگام نمونه​برداری 
سلول​های سرطانی لایه​های سطحی پوست دچار مشکل می​شود. زیرا به​
هنگام بازتاب نور از لایه​های عمقی پراکندگی کامل رخ می​دهد و پرتو​های 
 بازتابی قطبیدگی خود را از دســت می​دهند. همین عامل باعث می​شود

جراح برای مشاهدۀ لایه​های ســطحی و تشخیص مرز دقیق تومور دچار 
مشکل شــود. مطالعات اخیر نشان می​دهد که در حال حاضر سامانه​های 
جراحی به ســاختار قطبشی مجهز نمی​باشد و جراح در حین جراحی در 

تعیین دقیق مرز تومور می​تواند دچار اشتباه شود]4[. 

مدل​های تجربی تومور یکی از روش​های متداول جهت ارزیابی نحوۀ درمان 
تومور​ها می​باشد. به همین منظور گستره​ای از تومور​ها به​صورت زیرجلدی 
در موش کاشته می​شوند تا پاسخ تومور​ها به روش​های درمانی قابل بررسی 
گردد. هدف از انجام این پروژه تعیین حاشیۀ مناسب تومور با در​نظر گرفتن 
کمترین بافت ســالم با اســتفاده از دستگاه فلورســنت جراحی می​باشد.

تئوری و روش بررسی
این پروژه طی مراحل مختلف انجام شده است:

1. ردۀ سلولی 4T1 و آماده​سازی موش

برای انجام این آزمایش از ردۀ ســلولی 4T1  بر​گرفته از بافت سرطان 
پســتان موش استفاده شد. ردۀ سلولی 4T1  بســیار تومور​زا و تهاجمی 
می​باشد و برخلاف بســیاری از مدل​های تومور به​صورت خود​به​خودی از 
تومور اولیه در نواحی غدد لنفاوی، کبد، ریه، خون و مغز ایجاد می​شود. از​
طرفی ردۀ سلولی 4T1 جزء رده​های سلولی می​باشد که دستکاری آن در 
شرایط آزمایشگاهی نسبتاً آسان می​باشد. جهت تصویر​برداری فلورسنت، 
پس از پاساژ دادن سلول​ها و رسیدن به تعداد مورد نظر، مادۀ حاجب غیر 

3. Polarized Subtraction Imaging (PSI)
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هدفمند GFP 4 در​نظر گرفته شــد. لذا ردۀ سلولی 4T1 ترانسفکت شد 
تا GFP مثبت را بیان کنند. این امر برای هر ردۀ ســلولی حدود یک ماه 
به طول انجامید تا 80 درصد ســلول​ها GFP مثبت را بیان کنند. پس از 
آن ســلول​ها در ناحیۀ زیر جلدی پستان موش Balb/C تزریق شدند و 
طی مدت دو تا سه هفته تومور​ها بالا آمدند و آمادۀ تصویر​برداری شدند.

آزمایــش اصلــی روی10 نمونۀ مــوش Balb/C انجام شــد که برای 
اطمینان از بیان GFP مثبت توســط ردۀ سلولی پس از دریافت تصاویر 
مطلوب از یک موش، تومور مربوط به آن به سایر موش​ها پیوند زده شد.

2. دستگاه فلورسنت قطبشی حین جراحی

دستگاه مورد استفاده در این تحقیق یک ست آپ اپتیکی فلورسنت می​
باشد که شــامل عدسی​ها، فیلتر​های عبوری و تحریکی، صفحۀ قطبشگر، 
منبع نوری LED و دوربین CCD بســیار حساس می​باشد]5[. در این 
آزمایش به​علت استفاده از مادۀ حاجب GFP از فیلتر Panta برای بهبود 
کیفیت تصاویر اســتفاده شد و طول​موج LED در محدودۀ 480 نانومتر 

تنظیم گشت.

حین آماده شــدن موش​ها تابع نقطه​گســتر، توان تفکیک و حساسیت 
دستگاه اندازه​گیری شد.

برای اندازه​گیری تابع نقطه​گســتر ابتدا برای به​دست آوردن تابع نقطه​
گســتر ســوراخی به قطر 0/1 میلی​متر توسط مادۀ فلورسین پر شد و در 
زیر دســتگاه با تابش نور LED آبی مادۀ فلورسنت تحریک شد و شروع 
به تابش کرد. پس از ثبت تصویر توســط دوربین CCD  و ذخیرۀ تصویر 
 Matlab R2012a, version( در رایانه با اســتفاده از نرم​افزار متلب
7.14( پروفایل شــدت توزیع آن رســم شد. رســم پروفایل یک منحنی 
گاوسی را نمایش می​دهد. مقدار پهنای منحنی گاوسی در نصف ماکسیمم 
شدت دریافتی،که با FWHM نمایش داده می​شود، اندازه​گیری شد که 

این مقدار اندازۀ تابع نقطه​گستر یا همان PSF می​باشد.

توان تفکیک یک سامانۀ تصویر​برداری قابلیت آن سامانه برای جداسازی 
تصویر​های دو جسم نقطه​ای در همسایگی هم تعریف می​شود که در​واقع 
این بخش به​گونه​ای وضوح تصویر را نیز بررسی می​کند. برای ارزیابی اولیۀ 
توان تفکیک سامانۀ تصویربرداری دو سوراخ به قطر 0/4 میلی​متر به فاصلۀ 
0/1 میلی​متر در قطعۀ نشان​داده​شــده در شکل ایجاد شد. سپس این دو 
سوراخ توسط مادۀ فلورسنت پر شد تا به​عنوان منبع نقطه​ای عمل کند. با 
روشن شدن منبع نوری LED مادۀ فلورسنت تحریک گشت. سپس تصویر 
توســط دوربین CCD گرفته شــد. در​نهایت با استفاده از نرم​افزار متلب 
پروفایل تصاویر به​دســت آمد و توسط حد رالی مورد ارزیابی قرار گرفت.

برای تعیین حساسیت دستگاه نیز از دو مادۀ فلورسین و GFP استفاده شد.

4. Green Fluorescent Protein

به هنگام استفاده از GFP، ابتدا 5 میلیون سلول بنیادی NSC از مغز 
استخوان موش​هایGFP + c-57 از پژوهشکدۀ کبد و گوارش بیمارستان 
 شریعتی تهیه شد. سپس جهت ته​نشین کردن سلول​ها، جدا​سازی سلول​ها
از مایع رویــی آن و نمایش هرچه بهتر آن​ها ویال حاوی ســلول مجدداً 
ســانتریفیوژ شــد و در​نهایت ســلول​ها به فانتوم آلومینیومی مخصوص 
کالیبراســیون دستگاه منتقل شــدند و ضمن قرار گرفتن در زیر دستگاه 
تصویر​برداری پس از روشن نمودن LED های آبی با حضور فیلتر تصاویر 
واضحی از سلول​ها گرفته شد. از​آنجا​که با وضوح کامل تصویر​برداری انجام 
شد، در مرحلۀ بعدی تعداد سلول​ها به نصف کاهش داده​شد و طبق مراحل 
گذشــته تصویر​برداری انجام شــد و مجدداً تصاویر واضحی به​دست آمد.

در روش آزمودن دســتگاه با استفاده از مادۀ فلورسین، بررسی ویال​ها با 
غلظت​های مختلف را در​نظر گرفتیم. ابتدا مادۀ فلورســین 10 درصد را 5 
مرتبه با نســبت 0/1 رقیق کردیم و جهــت دقت در انجام آن این مرحله 
2 مرتبه انجام شــد. ویال​ها از 10mg/ml تا 0.001mg/ml نام​گذاری 
شد و از هر​کدام از ویال​ها به​صورت جداگانه تصویر​برداری صورت گرفت.

in-vivo 3. تصویر​برداری

جهــت تصویر​برداری با دســتگاه فلورســنت ابتدا مــوش تومورال، 
بیهوش شــد تا هنگام تصویر​برداری موارد اخلاقی رعایت شــود. برای 
گرفتن ســیگنال کافی مو​های اطراف تومور نیز با استفاده از کرم موبر 
 LED پاکســازی شد. موش در زیر دستگاه قرار گرفت و با تاباندن نور
ناحیۀ تومور و اطراف آن تحریک گشــت و پس از تنظیم فاصلۀ عدسی 

زوم5 تصویر گرفته شد.

ex-vivo 4. جراحی و تصویر​برداری

  ex-vivo از موش برای تصویر​برداری in-vivo پس از تصویر​برداری
جراح با​توجه به تصویر مشاهده​شــده در مانیتور، حاشیۀ تومور را در زیر 
دستگاه مشخص کرد و در​حین دیدن تصویر در زیر دستگاه جراحی صورت 
گرفت و تومور از بدن موش خارج شد که البته در این بخش نیز موازین 
اخلاقی رعایت شــد. از​آنجایی​که موش پس از تزریق مادۀ بیهوشی تنها 
 20 دقیقه زنده می​ماند، جراح بعد از گذشت 20 دقیقه از تزریق می​تواند

جراحی را آغاز نماید.

5. پاتولوژی

در​نهايت پــس از تصویر​بــرداری از تومور به​صــورت ex-vivo بافت 
 تومورال به پاتولوژي فرســتاده شد و بر​اساس روش مرجع مقايسه گردید.
در​حال​حاضر روش و آزمون مرجع برای ارزیابی حاشــیۀ تومور پوســتی 
ارزیابی میکروســکوپی نوری می​باشــد. برای مشــاهدۀ اجزای سلولی از 
ترکیبــات رنگی اســتفاده می​شــود به​طوری​که بــرای رنگ​آمیزی بافت 
هماتوکسیلین و ائوزین مورد اســتفاده قرار گرفت. هماتوکسیلین هستۀ 

5. Zoom lens
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ســلول را آبی و ائوزین سیتو​پلاسم و محيط اســيدي را به رنگ صورتی 
در​می​آورد. بدین​صورت با​توجه به خاصیت ســلولی بافت تومورال، اندازه، 

شكل و تجمع سلول می​توان حاشیۀ تومور را تعیین کرد.

یافته​ها
1. نتایج اندازه​گیری تابع نقطه​گستر

طبق بخش روش بررســی، فانتوم مورد نظر با فلورســین پر شــد. پس 
از تصویر گرفتن توســط دوربین CCD، پروفایل آن رســم گردید. آنگاه 
منحنی گاوســی بر پروفایل به​دست​آمده با استفاده از نرم​افزار نوشته​شده 
در محیط MatLab و دستور دکانولوشن بلایند برازش شد. سپس تعداد 
پیکســل​ها در نصف ارتفاع پیک پروفایل تابع نقطه​گستر 135 پیکسل به​

دســت آمد. برای تبدیل اندازۀ پیکســل به میلی​متر از کاغذ میلی​متری 
استفاده شد. ســپس از کاغذ میلی​متری توسط دوربین CCD تصویری 
تهیه گشــت. با توجه به این که هر خانۀ کاغذ میلی​متری شــامل هفتاد 
پیکســل بود، اندازۀ هر پیکســل چهارده میکرون به​دست آمد. در​نتیجه 
پهنای نصف ارتفاع پیک پروفایل بر​حسب میلی​متر 1/8 میلی​متر به​دست 

آمد. بنابراین تابع نقطه​گستر سیستم 1/8 میلی​متر می​باشد.

2. نتایج اندازه​گیری توان تفکیک

بــرای ارزیابی توان تفکیک از فانتومی با ســوراخ 2 میلی​متری با فاصلۀ 
0/5 میلی​متر اســتفاده شد. این دو سوراخ توسط مادۀ فلورسین پر شدند 
تا به​عنوان منبع نقطه​ای عمل کنند. با روشــن شــدن منبع نوری، مادۀ 
فلورســین تحریک گشت و تصویر توســط دوربین CCD گرفته شد. در​
نهایت با اســتفاده از نرم​افزار MatLab پروفایل تصاویر به​دســت آمد و 
توســط حد رالی مورد ارزیابی قرار گرفت. بدین​ترتیب با​توجه به حد رالی 
توان تفکیک سامانۀ تصویر​برداری طراحی​شده در این پروژه کمتر از 400 

میکرون به​دست آمد.

3. ارزیابی آماری سلولی

تعداد سلول​های GFP شدۀ تزریقی به هر نمونه شمارش شد. ازطرفی 
هنگام تصویر​برداری in-vivo نیز شــدت فلورســانس در ناحیۀ تومور 
برای هر موش محاســبه شده است. لذا، با بررسی همبستگی بین تعداد 
سلول​های GFP شده و شدت فلورسانس آن​ها می​توان به نتایج مطلوبی 
دســت پیدا کرد. در نمودار ذیل محور افقی شناســۀ تومور می​باشد که 
در​واقع به هر موش یک شــماره و شناســه اختصاص داده شــده است.

in-vivo 4. نتایج مربوط به تصویر​برداری

طبق توضیحات گفته شــده در بخش روش بررسی پس از تعیین تومور 
بزرگ​تر در هفتۀ ســوم، موش بعد از طی مراحل بیهوشی و اصلاح مجدد 

در زیر دستگاه قرار گرفت.

شــکل1: تصویر فیلترینگ گرفته​شده از فانتوم حاوی سوراخ به قطر 0/1 میلی​متر )پر​شده 
Matlab از فلورسین( در

شکل2: تصویر به​دست​آمده در Matlab از دو سوراخ 2 میلی​متری با فاصلۀ 0/5 میلی​متر

نمودار1: بررسی همبستگی بین تعداد سلول​های GFP شده و شدت فلورسانس هر تومور 
in-vivo در وضعیت
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Panta تصویر گرفته​شده از بخش بیرونی تومور با حضور فیلتر )a( :4شکل
Panta تصویر گرفته​شده از بخش داخلی تومور با حضور فیلتر )b(            

بافت تومور بنفش رنگ و بافت سالم صورتی رنگ می​باشد. 

تصویر زیر مربوط به تومور بیان​کنندۀ GFP می​باشد که آخرین مرحلۀ 
تصویر​برداری را شامل می​شود.

پس از تهیۀ لام​ها با اســتفاده از میکروسکوپ نوری، لام​های مربوط به 
تومور در زیر میکروســکوپ قرار گرفت و بررســی​های دقیق​تر انجام شد. 

 Amide (amide 1.0.4, ایــن تصویــر بــا اســتفاده از نرم​افــزار
AMIDE's a Medical Image Data Examiner( به​صــورت 
رنگی در​آمده است تا تشخیص حاشیۀ تومور مبرهن باشد. بخش زردرنگ 
و نارنجی رنگ بازتاب ناشــی از موهای روی سطح بدن موش می​باشد. با 
این​حال حاشیۀ تومور مشخص می​باشد. آنچه در این تصویر مشخص است، 
آن اســت که با​توجه به ساختار مکانیکی دستگاه، هر​چه نمونه به دستگاه 
نزدیک​تر باشد، میزان سیگنال بیان​شده بیشتر و در​نتیجه کیفیت تصویر 
بالاتر اســت. لذا، تصویر کامل موش جهت تعیین حاشــیه استفاده نشد.

ex-vivo 5. نتایج مربوط به تصویر​برداری

پس از گرفتــن تصاویر متعدد به​صــورت in-vivo و اطمینان حاصل 
کردن از بیان پروتئین GFP توســط سلول​های تومورال و البته مشخص 
کردن حاشــیۀ مورد نظر ، موش توسط کارشناس مربوطه جراحی گردید 
و با در​نظر گرفتن بخشــی از حاشیۀ ســالم جهت فرستادن به پاتولوژی، 
تومور به​طور کامل برداشته شد. پس از آن تومور به​صورت جداگانه در زیر 

دستگاه قرار گرفت و مجدداً تصویر​برداری انجام شد.

همان​طور​که در تصویر مشخص است، در تصویر اول که از ناحیۀ خارجی 
تومور تصویر​برداری شــده است، کل سطح خارجی تومور فلورسانس تابش 
می​کند و از​نظر بیولوژیکی به این معنا اســت که تمامی سلول​های تومورال 
پروتئین GFP را بیان کرده​اند به​جز ناحیه​ای از تومور در ســمت چپ که 
به​علت نکروز و زخم ناشی از آن می​باشد. زمانی​که سلول​ها از بین می​روند، 
دیگر بیان GFP برای آن​ها بی​معنی می​باشد. از​طرفی سلول​های بیان​شده 
بیشــتر در حاشیه​ها قرار می​گیرند. در تصویر دوم که از سطح زیرین تومور 
تصویر گرفته شــده است، در برخی از نواحی فلورسانسی دریافت نمی​شود 

که به دو علت این واقعه رخ داده است:

- به​منظور اطمینان از برداشــتن کامل تومور و مقایســه با روش 
اســتاندارد پاتولوژی باید مقداری از بافت سالم برداشته شود که در 
اینجا کارشناس محترم بخشی از بافت عضله را به​همراه تومور خارج 
کرده اســت لذا، بخش​هایی که بافت سالم موجود است فلورسانسی 

دریافت نمی​شود.

- از​طرفی طبق توضیح بیولوژیکی بالا مطرح شــد که ســلول​های 
بیان​شده بیشتر در حاشیه​ها قرار می​گیرند.

6. نتایج مربوط به پاتولوژی

جهت اطمینان از حاشــیۀ مناســب تومور از روش طلایی اســتاندارد6 
پاتولوژی اســتفاده شــد. پس از جراحی تومور توســط جراح، تومور به 
پاتولوژی فرســتاده شــد و پس از 10 روز لام​ها و بلوک​های تومور توسط 
آسیب​شناس محترم بخش تهیه گردید. در روش رنگ​آمیزی در پاتولوژی 
آنچه واضح است، تغییر رنگ بین مرز بخش نرمال و تومورال می​باشد که 

6. Gold Standard

شکل3: تصویرin-vivo با منبع نوری 480 نانومتر با فیلتر عبوری 550 نانومتر

a

b
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تصویری که مشــاهده می​شــود از جناح پایین تومور که منتهی به بدن 
موش می​شود، گرفته شده است. این تصویر حاکی از آن است که در کنار 
بافت تومورال، بافت ســالمی نیز برداشــته شده است و می​توان تشخیص 
داد که تومور از این ناحیه به​صورت کامل برداشته شده است و البته بافت 

سالم برداشته​شده نیز بیش از اندازه نبوده است.

7. ارزیابی آماری داده​ها

این پروژه روی10 نمونۀ موش Balb/c انجام شــد. در تصویر​برداری 
از هر موش برای دســتگاه SNR محاســبه گشــت و هر تومور پس از 
استخراج از بدن موش اندازه​گیری شد. از​طرفی حجم و میزان بیشترین 

شکل5: تصویر گرفته​شده از 4 بلوک و لام​های مربوط تومور در نمونۀ آخر

شکل6: تصویر  H&Eگرفته​شده توســط میکروسکوپ نوری از لام تهیه​شــده از تومور از ناحیۀ پایینی آن

جدول1: اطلاعات به​دست​آمده مربوط به هر تومور

حاشــیه7 و کمترین حاشیه نیز توسط بخش پاتولوژی اعلام شد.

8. نتایج مربوط به شدت فلورسانس

پس از بالاآمدن تومورها و آماده شدن 10 نمونه در زمان​های مشخص از 
موش​های تومورال تصویر​برداری شد. تصاویر تهیه-شده از تومورها توسط 
برنامۀ نوشته​شــده در فضای MatLab پردازش گردید. در این برنامه از 
یک فیلتر بالا​گذر و یک فیلتر پایین​گذر جهت کاهش نویز اســتفاده شد. 
 1mm2 هایی با مساحت ROI پس از بهینه​ســازی تصویر با کشــیدن
برای هر نمونه در بخش بافت ســالم و تومورال و حاشیۀ تومور و در​نهایت 
در جای خالی تومور، پروفایل شــدت فلورسانس به​دست می​آید و برروی 
نمودار برای ROI های مختلف مقایســه می​شــود. نتایج به​دست​آمده از 
ارتفاع پروفایل شــدت به​صورت نمودار میله​ای در شکل آورده شده است. 
ابتدا در تصویر​برداری in-vivo نســبت حداکثر شدت فلورسانس بافت 

تومور به جای خالی تومور برای هر 10 نمونه محاسبه شده است.

با کشیدن ROI در ناحیۀ سالم، تومور و حاشیه و به​دست آوردن شدت 
فلورسانس در هر ناحیه می​توان از انتخاب حاشیۀ مناسب و برداشتن صحیح 
تومور اطمینان حاصل کرد. لذا، نمودار​های آورده​شده در بالا برای 7 نمونۀ 
 اطلاعات کافی را به ما می​دهد. طبق آنچه در نمودار مشــاهده می​شــود،
نســبت حاشــیه به بافت ســالم در تمامی نمونه​ها به​جز نمونۀ شمارۀ 4 
نزدیک به یک می​باشــد و این بدین معناســت که حاشیۀ مناسب در​نظر 

گرفته شده است و تنها در نمونۀ شمارۀ 4 خطا رخ داده است.

7. Margin
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ex- تومور جراحی​شده و تصویر​برداری in-vivo پس از تصویر​برداری
vivo انجام شــده است که برای این قســمت نیز نسبت حداکثر شدت 
فلورســانس تومور به شدت در جای خالی تومور محاسبه و بر​روی نمودار 

آورده شده است.

 طبق اعداد به​دســت​آمده میانگین این نسبت به​صورت 11.35±1.90
می​باشد. اما از​آنجایی​که معمولاً داده​هایی با اختلاف بیشتر از دو برابر انحراف 
معیار از میانگین داده پرت محســوب می​شوند ، می توان آن را از تحلیل 
خارج کرد. لــذا، میانگین را می​توان به​صورت 1.90±10.81 اعلام کرد.

از طرفی می​توان برای10 نمونه به​طور میانگین شــدت فلورســانس در 
تصویر​برداری in-vivo و ex-vivo را  با استفاده از مساحت زیر نمودار 

پروفایل هر نمونه محاسبه کرد و بر​روی نمودار ترسیم کرد.

اعداد آورده​شــده در نمودار، میانگین هر10 نمونه می​باشد که مقدار آن 
برای تصویر​بــرداری in-vivoی1024.42±2357.33  و برای تصویر​

برداری in-vivoی2145.66±5044.32 می​باشد.

بحث و نتیجه​گیری
درحال​حاضر جراحان برای عمل جراحی تومور تنها بر​روی چشــم خود 
متکی هستند و لمس می​کنند تا تومورهای اطراف بافت را تشخیص دهند. 
چشم انسان نمی​تواند عمق بیشتری نسبت به سطح بافت را ببیند در​حالی​
که تماس انســان ممکن است قادر به تشخیص گره​های کوچک توموری 
از بافت اطراف سالم نباشد. تشخیص تومورهای منتشر از بافت​های سالم 
فقط با بازبینی بصری و لمس کردن دشوارتر است. این ممکن است منجر 
به برداشتن بخشی از تومور یا برداشتن بافت سالم شود. تعریف نادرست از 
میزان بافت توموری می​تواند ساختارهای حیاتی مانند اعصاب را به خطر 
بیندازد که منجر به آسیب زیستی می-شــود. بدون راهنمایی تصویری، 
شناســایی دقیق تومورها می​تواند ذهنی باشد و به شدت بر تجربۀ جراح 
متکی اســت. این باعث تغییر قابل​توجهی در نتایج جراحی می​شــود]6[.

موضوع حاشــیه​های مثبت در سرطان​ها نیز شایع است. به​عنوان مثال، 
حاشیۀ استاندارد 0/5 سانتی​متر برای ملانوم توصیه شده در محل، منجر 
به 50-14 درصد بیماران حاوی حاشــیه​های مثبت می​شــود که نیاز به 
دفع مجدد دارند]7و8[. بنابراین تنها اســتاندارد طلایی هیستو​پاتولوژی 
باقــی می​ماند که در ایــن روش پس از آن که بیمار اتــاق عمل را ترک 
کرده است، نتیجه به​دست می​آید]9[. این موارد به​طور کلی نیازمند عمل 
جراحی تکراری اســت که نه​تنها گران است، بلکه به​دلیل دشواری دیدن 
تومورهای میکروســکوپی یا سلول​های پخش​شده، موفقیت کمتری دارد. 
علاوه​بر​این، تشکیل بافت زخم نیز  برای جراح جهت تشخیص بافت تومور 
باقی​مانده مشــکل​تر اســت. برخی مطالعات نشــان می​دهند که جراحی 
 عامل اصلی تحریک متاستاز در حیوانات آزمایشگاهی و در سرطان سینه
می​باشــد]10[. ایــن مطالعات اهمیت حــذف کامل تومــور را در اولین 

نمودار2: نســبت شدت فلورسانس در تومور به شــدت فلورسانس در جای خالی تومور و 
اطراف آن در تصویر​برداری in-vivo که طبق داده​های به​دست​آمده، میانگین این نسبت 

به صورت 5.47±0.88 می​باشد.

نمودار3: نسبت حاشیه به بافت سالم و تومور به بافت سالم در هر نمونه

نمودار4: نســبت شدت فلورسانس در تومور به شــدت فلورسانس در جای خالی تومور و 
ex-vivo اطراف آن در تصویر​برداری

ex-vivo و  in-vivoنمودار5: میانگین شدت فلورسانس در تصویربرداری
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عمل جراحی برجســته می​کنــد. در میان مواد فلورســنت غیر هدفمند 
 که درحال​حاضر برای تحقیق و اســتفادۀ بالینی از آن​ها استفاده می​شود
می​توان: فلورســین، ICG ،GFP، استات​کرسیل بنفش و تولید ین آبی 
را نــام برد. ICG دارای خواص نوری بــا طول​موج تحریکی 805 نانومتر 
و انتشــار 835 نانومتر اســت که برای تصویر​برداری NIR مناســب می​
باشــد. زیرا جذب توســط هموگلوبین و چربــی در محدودۀ NIR کمتر 
است. نتایج چشــمگیری برای نقشه​برداری از گره​های لنفاوی سنتینل و 
بررسی پرفیوژن خون در اندام​های مختلف گزارش شده است]11[. اخیراً 
معیارهای تشخیص تومور​های غیر قابل شناسایی سرطان کبد با استفاده 
از ICG توصیف شده اســت. زیرا تصور می​شود که بافت​های سرطانی و 
غیرسرطانی کبدی که توسط تومور فشــرده شده​اند، دفع ادرار صفراوی 
ناشــی از ICG را نشــان می​دهد. با​این​حال به​طور کلی این مواد حاجب 
برای هر تومور خاص نیســت لذا، برای تشــخیص دقیق بین بافت سالم و 

تومورال مناسب نمی​باشد]12[. 

 ICG ژیانگ در سال 2015 با هدف تعیین زمان و دوز مناسب برای تزریق
در تصویر​برداری از تومور​های جامد غیرکبدی به این نتیجه رسید که زمان 
و دوز به​دســت​آمده برای تومور​های غیر مجاری گوارشی مناسب می​باشد 
اما آزمایش بیولوژیکی نشان داد که ICG پس از 24 ساعت هم از طریق 
 NIR دستگاه گوارش فرآوری می​شود. این نشان می​دهد که تصویر​برداری
با ICG برای تصویر​برداری از تومور​های شــکم مشکل​ساز می​باشد]13[.

بنابــر مطالعات انجام شده استفاده از GFP به​عنوان یک مادۀ فلورسنت 
غیرهدفمند مفید مورد تأیید می​باشــد. به​همین علت در این پروژه از این 

ماده استفاده شده است.

در سال 2010 میوگ و همکاران در جهت انجام پروژه​ای با عنوان "برش 
تصویر تومور با استفاده از فلورسانس مادون قرمز در مدل موش با سرطان 
پســتان اولیه" تأثیر دوز، زمان​بندی و تعداد ســلول​های تومورال را مورد 
بررسی قرار دادند. این آزمایش برروی 5 موش صحرایی حاوی 17 تومور 
با حداقل تخلیۀ بافت طبیعی سالم انجام گرفت]14[. )حداقل میانگین و 
 )1.3±0.6mm 0.2±0.2 وmm :حداکثر میانگین حاشیۀ بدون تومور
متوســط اندازۀ تومور پاتولوژيک در 17 تومــور 5.0mm3±2.1 بود. و 
این مقدار در پروژۀ فعلی 0.47cm3±2.511 به​دســت آمده اســت. در 
پروژۀ انجام​شــده توســط اینجانب انحراف معیار کمتر بوده اســت یعنی 
انــدازۀ تومورها هنــگام تصویر​بــرداری خیلی نزدیک به​هــم بوده و در 
یک زمان مشــخص، رشــد تقریباً یکسانی داشــته​اند. حداقل میانگین و 
حداکثر میانگین حاشــیۀ بدون تومور در این پروژه: 0.04cm±0.14 و 
0.08cm±0.52 به​دســت آمد که به نسبت اندازۀ تومور حاشیه مناسب 
می​باشــد. میوگ برای تأیید دقت بالای این تکنیک پس از برداشتن تمام 
نواحی ساطع​کنندۀ فلورســانس، به​صورت رندوم 64 ناحیۀ دیگر بیوپسی 
شد و به پاتولوژی فرســتاده شد که نتیجۀ آن سالم بودن تمامی این 64 

نمونه بود. در هر دو آزمایش ســلولی و حیوانی شدت فلورسانس به میزان 
زیادی با تعداد ســلول​های تومور و اندازۀ تومور و دوز ارتباط داشــت. آوا 
حسینی در ســال 2014 در حوزۀ تعیین حاشیۀ تومور در سرطان سینه 
in- و  in-vivo درحالت Tc-Cy7 باهدف تعیین ظرفیت اتصال​پذیری

vitro  به ســلول​های دندریتیک  با استفاده از شدت فلورسانس و تعیین 
کاربرد آن در تجزیه و تحلیل حاشــیۀ تومور مشــغول به کار شد. یکی از 
رده​های ســلولی مورد اســتفاده در این پروژه 4T1 می​باشد که به جهت 

مقایسه با پروژۀ فعلی مورد بحث قرار می​گیرد]15[.

در ایــن پروژه برای آنالیز تصاویر ROI های مختلفی در نواحی ســالم، 
تومور، حاشــیه و متاستاز با همین مساحت کشــیده شده است و شدت 
فلورســانس محاسبه گشــته است. همبســتگی تراکم DC و درصد دوز 
تزریقی به​ازای هر گرم نیز 0/672 به​دست آمده است که در پاتولوژی نیز 
این ارتباط مشهود می​باشد. در پروژۀ فعلی همبستگی مشابهی بین تعداد 
ســلول​های GFP شده و شدت فلورســانس آن​ها در هر موش برای هر 
تومور R2=0.985 به​دست آمده است. این عدد نزدیک به 1 حاکی از آن 
است که همبستگی معنی​داری بین تعداد سلول​های GFP شده و میزان 
 شدت فلورســانس آن​ها در زیر دستگاه وجود دارد. لذا، هرچه سلول​های
بیشــتری GFP مثبت را بیان کرده باشــند، نتیجه در زیر دستگاه دقیق​

تر خواهد بود. این در​حالی اســت که همبســتگی به​دست​آمده در پروژۀ 
خانم حسینی 0/672 می​باشد و نشان می​دهد آزمایش انجام شده توسط 
اینجانب دقت بالاتر و نتیجۀ بهتری داشــته است. در سال 2014 هلت و 
همکاران در مقاله​ای با عنوان "تصویر​برداری NIR حین جراحی توانایی 
تفکیک بافت نرمال و تومورال را دارد به​جز بخش ملتهب شده" به تحقیق 
 FDA به​عنوان یک مادۀ حاجب که توسط  ICG پرداختند. در این پروژه
 NIR تأیید شده اســت برای تزریق به بیماران سرطانی و تصویربرداری
in- انتخاب شــد در این مطالعه پس از تصویر​بــرداری از تومور به​صورت
 Image نسبت سیگنال به نویز با استفاده از نرم​افزار ex-vivo و vivo
J اعــداد 5/72 و 11/51 به​دســت آمد که در پروژۀ فعلــی نیز میانگین 
نسبت سیگنال به نویز در حالت کلی با گذاشتن هر موش در زیر دستگاه 
در تصویر​برداری in-vivoی0.41±5.20 به​دست آمده است. با مقایسۀ 
 SNR اعداد به​دســت​آمده می​توان گفت یکی از ویژگی​های دستگاه که
می​باشــد برای هر دو دستگاه استفاده​شده تقریباً یکسان می​باشد]16[. از 
طرفی طبق SNR به​دست​آمده برای دستگاه فلورسنت جراحی می​توان 
اعلام کرد در جهت بهبود دستگاه، دقت تعیین مرز تومور میسر شده است.

 در ســال 2016 کیبــن و همــکاران در جهــت معرفی یــک نانو​ذره
به​عنوان یک مادۀ حاجب کار مشــابهی را انجام دادند که میانگین نسبت 
 تومور به بافت ســالم بــرای پروژۀ فعلــی 0.95±3.39 و بــرای پروژۀ

کیبن 1.12±3.38 می​باشــد. آنچه پیدا اســت یکســان بــودن مقادیر 
 میانگین می​باشــد اما انحــراف معیار به​دســت​آمده برای پــروژۀ فعلی
 کمتر می​باشــد کــه حاکی از آن اســت کــه پراکندگــی داده​ها کمتر
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است و مقادیر به​دست​آمده برای نمونه​ها دادۀ پرت نمی​باشد]17[.

وارام و همکاران در سال 2015 برای بررسی حاشیۀ تومور گلیوما از مادۀ 
حاجب IRDye800cw استفاده کردند که نشان داد سیستم تزریق این 
مــاده در ترکیب با تصویر​برداری NIR موجب ایجاد کنتراســت قوی در 
ناحیۀ تومور می​شــود و در مکان-یابی بیماری موفقیت​آمیز است. پس از 
بررسی در روز​های مختلف و در​نظر گرفتن شرایط یکسان همبستگی بین 
کاهش سیگنال لوســیفراز و کاهش شدت فلورسانس R2= 0.99 اعلام 
شــد. طبق این مقاله در بررسی​های انجام شــده در پروژه همبستگی به​

دست​آمده بین تعداد سلول​های GFP شده و شدت فلورسانس دریافتی 
از آن​ها نیز R2= 0.99 به​دست آمد]18[. با حضور فیلتر پنتا در دستگاه 
فلورســنت جراحی به​علت استفاده از GFP و قطبشگر در راستای بهبود 
بخشیدن به دستگاه و دریافت تصاویری با وضوح بیشتر، تعیین مرز تومور 

به​صورت دقیق​تر میسر گشته است.

در​حال​حاضر اســتفاده از GFP به​عنوان مادۀ حاجب به​صورت مستقیم 
در نمونه​های انسانی امکان​پذیر نمی​باشد و برای نشان​دار کردن تومورهای 
انسانی باید از تومور​مارکرها استفاده کرد تا به​صورت هدفمند بر​روی تومور 
بنشــینند و در زیر دستگاه حاشیۀ آن مشاهده شــود. علاوه​بر​این بهبود 
و ارتقاء دســتگاه فلورسنت قطبشــی حین جراحی نیز تأثیر به​سزایی در 

تشخیص بهتر حاشیۀ تومور دارد.
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