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Развитие хирургии инфильтративно растущих глиом головного мозга тесно связано с внедрением новых технологий интраопе-
рационной диагностики. Наиболее перспективными в отношении определения границ опухолевого роста и оценки степени злокаче-
ственности выглядят методы оптического биоимиджинга, обладающие высоким пространственным разрешением: мультифотонная 
томография (МФТ) и оптическая когерентная томография (ОКТ). Однако для широкого внедрения методов в клиническую практику 
необходимо выявление точных критериев диагностики на основе получаемых с помощью этих методов данных.

В настоящей работе представлены результаты пилотного параллельного ex vivo исследования образцов глиом — глиобласто-
мы 101.8 крысы, а также опухолей человека различной степени злокачественности — и перифокальной зоны опухолей методами 
МФТ и кросс-поляризационной ОКТ (КП ОКТ). Полученные данные были сопоставлены с гистологическим описанием структуры 
тканей для определения эффективности использования обоих методов в нейроонкологической практике.
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Progress in the surgery of infiltratively growing gliomas is closely related to intraoperative diagnostics. Currently the most promising 
methods of optical imaging in the field of intraoperative identification of glioma boundaries and of grade of tumor are those providing high 
spatial resolution, such as optical coherence tomography (OCT) and multiphoton tomography (MPT). Nevertheless, for routine clinical use, 
evidence-based criteria are required. In this work the results of parallel ex vivo analysis of specimens of different grades of gliomas and 
of peritumoral areas obtained through the use of MPT and cross-polarization OCT (CP OCT) are compared with simultaneous histological 
descriptions and are presented in order to reveal the usefulness of each method in neurooncology.

Key words: multiphoton tomography (MPT); cross-polarization optical coherence tomography (CP OCT); brain tumor rat model; 
glioma; glioblastoma; intraoperative diagnostics.

Глиомы составляют значительную часть (34%) всех 
внутричерепных опухолей у людей старше 18 лет [1, 
2]. Отличительной их чертой является инфильтратив-
ный рост в окружающее белое вещество головного 
мозга, что делает трудноразличимой границу между 
опухолью и тканью мозга. По скорости роста и степе-
ни инвазии астроцитарные опухоли условно делятся 
на медленно растущие и быстро растущие. К первым 

относят пилоцитарную астроцитому (Grade I) и диф-
фузную астроцитому (Grade II), ко вторым — анапла-
стическую астроцитому (Grade III) и глиобластому 
(Grade IV) [3]. При этом, чем выше степень злокаче-
ственности, тем агрессивнее рост опухоли и характер 
инвазии.

Основной парадигмой хирургии глиальных опухо-
лей на сегодняшний день является максимальное 

Роль МФТ и КП ОКТ в диагностике глиальных опухолей головного мозга
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удаление опухоли с минимальным риском поврежде-
ния функционально значимых зон головного мозга [4]. 
Размер опухолевой резекции служит одним из ключе-
вых прогностических факторов и достоверно напря-
мую коррелирует с продолжительностью жизни паци-
ентов [4–12]. Однако радикальное удаление опухоли 
практически невозможно вследствие отсутствия от-
четливой границы между мозговым веществом и опу-
холью. Так, традиционное удаление опухоли в белом 
свете микроскопа вследствие невысокого разрешения 
позволяет достичь максимальной резекции лишь в 
23–50% случаев [8, 9, 13]. Используемые в настоящее 
время технологии, такие как интраоперационная МРТ 
(разрешающая способность порядка 1 мм) и флюо-
ресцентная диагностика, позволяют значительно рас-
ширить возможности нейрохирурга [14]. Однако у этих 
методов существует ряд ограничений в определении 
границ опухолевой инвазии, в том числе и вследствие 
недостаточной разрешающей способности.

В настоящее время наиболее перспективными вы-
глядят методы оптического биоимиджинга, обладаю-
щие пространственным разрешением порядка 1 мкм. 
Конфокальная микроскопия [15], мультифотонная то-
мография (МФТ) [16] и оптическая когерентная томо-
графия (ОКТ) [17, 18] представляют широкий интерес 
не только с точки зрения интраоперационной диагно-
стики границ новообразований, но и в качестве мето-
дов оптической цитобиопсии.

Мультифотонная микроскопия (или мультифотонная 
лазерно-сканирующая микроскопия, МФМ) — это сов-
ременный метод флюоресцентного имиджинга, приме-
нимый для прижизненных исследований. В качестве 
источника возбуждения используется фемтосекунд-
ный импульсный инфракрасный лазер, что позволяет 
параллельно реализовать визуализацию тканей в ре-
жиме генерации второй гармоники (ГВГ) от анизотроп-
ных структур и в режиме двухфотонно-возбуждаемой 
автофлюоресценции (ДВАФ) с помощью спектрально-
го детектирования сигнала, а также оценивать время 
жизни этой флюоресценции с помощью FLIM-режима 
(fluorescence lifetime imaging) [19]. Современные тех-
нологии сканирования позволяют регистрировать и 
реконструировать целый набор последовательных, 
эквидистантных по глубине плоскостей, реализуя тем 
самым принцип томографической записи, что носит 
название мультифотонной томографии.

К отличительным особенностям МФТ-подхода к из-
учению тканей мозга можно отнести принципиальную 
возможность изучения образцов in vivo (не требуется 
удаление образца), неинвазивность (безопасность 
низкоинтенсивного импульсного инфракрасного ла-
зерного излучения), возможность одновременного мо-
ниторинга нескольких параметров (ГВГ, ДВАФ и FLIM) 
и возможность трехмерного отслеживания изменений 
в режиме реального времени с высоким пространст-
венным разрешением. При этом флюоресценция эн-
догенных флюорофоров может быть реконструирова-
на в трехмерное распределение без необходимости 

предварительной подготовки ткани. Ранее было пока-
зано [20], что при изучении экспериментальных глиом 
с помощью ДВАФ возможно дифференцировать опу-
холевую паренхиму и неопухолевые клетки перифо-
кальной зоны. Другие исследования методом МФМ в 
режиме ДВАФ тканей мозга in vivo показали возмож-
ность визуализации сосудистого русла и системы ка-
пилляров, а также способность МФТ дифференциро-
вать различные виды нейронов в коре головного мозга 
[21–24].

Метод ОКТ основан на использовании рассеян-
ного низкоинтенсивного света ближнего инфракрас-
ного диапазона (длина волны 700–1300 нм), где 
определение структуры ткани производится посред-
ством измерения времени распространения волны 
от излучателя до структурных компонентов ткани и 
обратно до приемника. Для клинического примене-
ния в нейрохирургии ОКТ может быть интегрирова-
на в операционные микроскопы и нейроэндоскопы 
[25–27]. Пространственное разрешение ОКТ (в отли-
чие от МФТ) не может обеспечить субклеточную ви-
зуализацию и дифференцировать доброкачествен-
ный или злокачественный характер опухоли мозга. 
Качественная оценка изображений и дифференциаль-
ные критерии в этом случае основываются на интен-
сивности и неоднородности ОКТ-сигнала, скорости его 
затухания [17, 28].

Основной тенденцией в развитии ОКТ является со-
вершенствование способов оптической и последую-
щей электронной обработки ОКТ-сигнала. Например, 
поляризационно-чувствительная ОКТ [29] и применяе-
мая нами ее разновидность — кросс-поляризационная 
ОКТ (КП ОКТ) позволяют детектировать поляризаци-
онные и/или кросс-рассеивающие свойства исследу-
емой ткани, обусловленные наличием анизотропных 
структур (например, коллагена) [30]. Возможность из-
учать различные структурные компоненты ткани при 
использовании нескольких режимов ОКТ позволяет го-
ворить о мультимодальности метода, что значительно 
расширяет перспективы его применения, в частности, 
в нейрохирургии [31].

Сравнение методов прижизненной визуализации 
микроскопических объектов необходимо для опреде-
ления наиболее перспективных из них в аспекте ре-
шения таких конкретных задач диагностики при он-
кологических заболеваниях, как выявление наличия 
опухоли в образце или определение степени ее зло-
качественности (Grade), установление границы опухо-
ли с нормальной тканью до ее резекции или скрининг 
границ уже проведенной операции.

Цель исследования — анализ первых результатов 
параллельного ex vivo исследования глиальных опу-
холей методами МФТ и КП ОКТ для определения их 
места в диагностическом процессе.

Материалы и методы
Экспериментальная модель глиобластомы. 

В качестве объекта исследования была выбрана 
модель глиобластомы крысы 101.8, полученная и 
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поддерживаемая в НИИ морфологии человека РАН 
(Москва) [32]. Выбор данной модели обоснован ее 
морфологическим сходством с глиобластомой чело-
века и тем, что опухоль является химически индуци-
руемой и, следовательно, обладает общей природой с 
перифокальной зоной опухоли человека (тканью моз-
га по краю опухоли).

Работа выполнена на 5 самках крыс линии Wistar 
с привитой глиобластомой 101.8. Трансплантация 
опухоли была проведена в Институте морфоло-
гии человека РАН стандартным методом. МФТ- и КП 
ОКТ-исследования выполняли на 10–12-е сутки по-
сле трансплантации опухоли, когда последняя сфор-
мировалась и наблюдался ее интенсивный рост. 
Выведение животных из эксперимента осуществляли 
путем цервикальной дислокации. Головной мозг из-
влекали, помещали под зонд мультимодального опти-
ческого когерентного томографа и выполняли запись 
КП ОКТ-изображений опухоли и коры головного мозга 
непосредственно рядом с опухолью.

При работе с животными руководствовались 
«Правилами для проведения работ с использованием 
экспериментальных животных» и «Международными 
рекомендациями по проведению медико-биологи-
ческих исследований с использованием животных» 
[33], а также неукоснительно соблюдались этические 
принципы, установленные Европейской конвенцией 
по защите позвоночных животных, используемых для 
экспериментальных и других научных целей (приня-
той в Страсбурге 18.03.1986 г. и подтвержденной в 
Страсбурге 15.06.2006 г.). На проведение экспери-
ментальных исследований на животных получено 
разрешение Этического комитета Приволжского фе-
дерального медицинского исследовательского центра 
Минздрава России.

Глиальные опухоли пациентов. Материал био-
псии опухолевой ткани получен от 6 пациентов при 
выполнении оперативного вмешательства с приме-
нением микрохирургической техники доступа и уда-
ления глиальных опухолей. Наиболее оптимальный 
доступ выбирали с учетом расположения функцио-
нально значимых зон головного мозга с использова-
нием безрамочной нейронавигации и интраопераци-
онного нейромониторинга. Кроме самой опухоли, в 
области доступа к опухолевому очагу перифокаль-
ная зона опухоли (ткань мозга по краю опухолевой 
резекции), подлежащая коагуляции, также аккуратно 
выделялась и забиралась при помощи опухолевого 
пинцета. Материал биопсий помещали в тампоны, 
смоченные физиологическим раствором, и достав-
ляли в течение 2 ч на исследование методами КП 
ОКТ и МФТ. На проведение экспериментальных ис-
следований ex vivo на образцах человека получено 
разрешение Этического комитета Приволжского фе-
дерального медицинского исследовательского цент-
ра Минздрава России.

Мультифотонная томография. Исследование 
проводили с использованием многофотонного томо-

графа MPTflexCARS (JenLab, Германия) на нефикси-
рованных образцах ex vivo без дополнительных при-
готовлений препарата. Источником возбуждающего 
излучения являлся короткоимпульсный фемтосекунд-
ный лазер MAI TAI (Spectra Physics, США) с частотой 
следования импульсов порядка 80 МГц и длитель-
ностью порядка 100 фс. Нефиксированные образцы 
наблюдали через 170-микронное покровное стекло. 
Изображения получены с помощью масляно-иммер-
сионного объектива с сорокакратным увеличением и 
числовой апертурой 1,3, что позволило достичь поля 
зрения 250×250 мкм (1024×1024 пикселя) с разре-
шением пикселя 240 нм. Для визуализации ДВАФ 
преимущественно от НАД(Ф)Н (никотинамид-аденин-
динуклеотид (фосфат)) была выбрана оптимальная 
длина волны возбуждения 750 нм. Детекцию осу-
ществляли одновременно в двух каналах с помощью 
дихроичного зеркала на длине волны 409 нм и филь-
тров 373–387 нм и 409–660 нм. Изображения ДВАФ 
тканей мозга записывали последовательно до дости-
жения глубины 100 мкм так, что расстояние между 
двумя фокальными плоскостями составляло 5 мкм. 
Визуализацию ДВАФ-сигнала проводили из централь-
ной зоны опухоли и из перифокальной зоны интереса.

Всего было получено и проанализировано 292 
МФТ-изображения: 41 изображение коры больших по-
лушарий непосредственно рядом с опухолью и 53 — 
глиобластомы 101.8 от образцов крысы, а также 68 
изображений перифокальных зон, 54 изображения пи-
лоцитарной астроцитомы (Grade I) и 76 — глиобласто-
мы (Grade IV) от образцов пациентов.

Количественная оценка клеточной плотности 
на МФТ-изображениях. По результатам записи серии 
эквидистантных по глубине МФТ-изображений была 
выполнена 3D-реконструкция ткани. Количественную 
оценку клеточной плотности проводили путем сло-
жения числа ядер в каждой из анализируемых фо-
кальных плоскостей и последующего нормирования 
их на объем, в котором они детектировались. Объем 
рассчитывали путем перемножения длины изобра-
жения на ширину и на высоту, представляющую со-
бой расстояние между двумя соседними плоскостя-
ми (размерность всех величин — в микрометрах). 
Информативность данного подхода к оценке клеточ-
ной плотности выше по сравнению с общепринятыми 
гистологическими методами, так как представляет со-
бой расчет не по одной выборочной плоскости, а по 
всему исследуемому объему. Подсчет количества кле-
ток в каждой фокальной плоскости МФТ-изображений 
проводили в программе ImageJ (NIH, США) [34, 35].

Кросс-поляризационная оптическая коге-
рентная томография. Для получения КП ОКТ-
изображений использовали установку скоростной 
спектральной мультимодальной ОКТ (Институт при-
кладной физики РАН, Россия) в режиме КП ОКТ. 
Установка работает также в режиме ангиографии и 
позволяет оценивать состояние микроциркуляторного 
русла, что важно при исследованиях in vivo [31].

Роль МФТ и КП ОКТ в диагностике глиальных опухолей головного мозга
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Принцип работы и технические характеристики 
КП ОКТ-устройства детально описаны в работе [36]. 
Центральная длина волны КП ОКТ-системы состави-
ла 1310 нм со спектральной шириной 100 нм и мощ-
ностью 20 мВт. Пространственное разрешение устрой-
ства по глубине составляет ~10–15 мкм, поперечное 
разрешение ~25 мкм; глубина сканирования ~1,7 мм; 
размер получаемого КП ОКТ-изображения — 4×4 мм.

Всего получено и проанализировано 67 КП ОКТ-
изображений: 20 образцов мозга крысы (10 — глио-
бластомы 101.8 и 10 — коры головного мозга рядом 
с опухолью); 47 образцов опухоли и перифокальной 
зоны пациентов.

Гистологическое исследование. Для вери-
фикации структуры нервной ткани на КП ОКТ- и 
МФТ-изображениях проводили гистологическое ис-
следование материала с применением окраски гема-
токсилином и эозином. Гистологические препараты 
просматривали на микроскопе Leica DM 2500 в про-
ходящем свете и фотографировали цифровой каме-
рой Leica DFC 245C (Leica Microsystems, Германия). 
Для анализа были выбраны гистологические срезы 
из центральной части образцов (опухоли или перифо-
кальной зоны), которые совпадали с плоскостью полу-
чения КП ОКТ-изображений (зона сканирования) и со-
держали метку, поставленную гистологической тушью 
на образцах при исследовании.

Результаты
МФТ- и КП ОКТ-исследования модели глиобла-

стомы крысы 101.8. На рис. 1 представлены типич-
ные МФТ- и КП ОКТ-изображения глиобластомы 101.8 
и коры больших полушарий головного мозга крысы 
непосредственно рядом с опухолью. В данном случае 
сравнивали изображения опухоли и серого вещества 
мозга, поскольку глиобластома, привитая внутрь желу-
дочков головного мозга, прорастала ткань мозга и вы-
ходила на поверхность. Опухоль имела размер около 
0,5 см в диаметре и визуально была хорошо отличима 
от окружающей ее коры, что позволило прицельно ис-
следовать эти два вида тканей. Область коры голов-
ного мозга крысы в том числе была выбрана для под-
бора режима исследования методом МФТ, уточнения 
глубины визуализации, на которой сигнал ДВАФ до-
статочен для количественного анализа изображения, 
т.е. для разработки протокола дальнейших расширен-
ных исследований.

Установлено, что при визуализации коры больших 
полушарий головного мозга крысы методом МФТ сиг-
нал ДВАФ существенно снижается на глубине поряд-
ка 80±10 мкм. На соответствующих гистологических 
препаратах видно, что на этом уровне заканчивается 
наружный, молекулярный слой головного мозга, тол-
щина которого составляет 90,58±5,12 мкм (рис. 1, ж).

На типичном МФТ-изображении молекулярного 
слоя коры головного мозга крысы (рис. 1, з) наблюда-
ются мозаично расположенные отдельные нейроны. 
Ядра нейронов преимущественно овальной формы, 
визуализируются как области отсутствия сигнала, 

окружены цитоплазмой в виде ярких мелких гранул, 
что позволяет определить размер ядер [16]. Средний 
периметр ядер составил 15±3 мкм, площадь — 
12±5 мкм2. Для характеристики ядер овальной формы 
одновременная оценка не только площади ядра, но и 
его периметра является более объективным показа-
телем, чем, например, измерение только одного па-
раметра [37]. Кроме нейронов на МФТ-изображениях 
наблюдается слабый сигнал от межклеточного про-
странства, что совпадает с данными других МФТ-
исследований [16].

Отметим, что на гистологических препаратах коры 
больших полушарий головного мозга непосредствен-
но рядом с опухолью наблюдаются пикноз части ядер 
нейронов, слабо выраженные перицеллюлярный и пе-
риваскулярный отеки (рис. 1, е), что может быть след-
ствием близкого расположения опухоли.

Принципиально иную цитоархитектонику де-
монстрирует опухолевая ткань. Морфологический 
анализ препаратов глиобластомы 101.8 показал, 
что на момент исследования (10–12-е сутки) опу-
холь имеет признаки зрелой глиобластомы, схожей 
с глио бластомой человека, и представляет собой 
скопление плотно расположенных низкодифферен-
цированных клеток приблизительно одного разме-
ра с редкими очагами некроза, с инфильтративным 
ростом в окружающее ее белое вещество головного 
мозга. В опухоли наблюдаются микроваскулярная 
пролиферация и мелкие кровоизлияния (рис. 1, б, в). 
На МФТ-изображениях опухолевая ткань видна как 
плотно расположенные вытянутые овальные клетки с 
гомогенным сигналом высокой интенсивности от всей 
цитоплазмы. Отмечаются признаки ядерного полимор-
физма, повышенная клеточная плотность (рис. 1, г). 
При этом средняя площадь клеточных ядер по МФТ-
изображениям составляет 170±49 мкм2 при периметре 
51±7 мкм. На некоторых глубинах различимы стенки 
кровеносных сосудов опухоли, представляющие со-
бой яркие тонкие параллельно идущие линии.

Количественная оценка МФТ-изображений пока-
зала существенное увеличение клеточной плотности 
в опухолевой ткани: в 2,5 раза по сравнению с моле-
кулярным слоем коры головного мозга крысы, распо-
ложенным рядом с опухолью (рис. 2). Данные соотно-
сятся с результатами измерения клеточной плотности, 
проведенного на экспериментальных опухолях мозга 
мышей, где аналогичное соотношение составило 1,7 
раза [38].

На КП ОКТ-изображении в области коры больших 
полушарий головного мозга крысы непосредствен-
но рядом с опухолью в ко- и кросс-поляризациях 
наблюдается гомогенный ОКТ-сигнал, более яркий 
на поверхности; скорость затухания сигнала низкая 
(рис. 1, д). Такой характер сигнала отражает морфо-
логическое строение коры больших полушарий го-
ловного мозга. Наружный, молекулярный слой (что 
дает более высокий уровень сигнала в кросс-поля-
ризации) характеризуется меньшей плотностью ней-
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Рис. 1. Глиобластома крысы 101.8 (а–г) и кора больших полушарий го-
ловного мозга непосредственно рядом с опухолью (д–з). Сравнительное 
исследование методами МФТ в режиме двухфотонно-возбуждаемой ав-
тофлюоресценции с длиной волны возбуждения 750 нм и детекцией в диа-
пазоне 409–660 нм (г, з) и КП ОКТ (а, д): в ко-поляризации — верхняя часть 
изображения, в кросс-поляризации — нижняя часть изображения. Белый 
прямоугольник — область, соответствующая гистологическим изображени-
ям б, е; зеленый прямоугольник — область, соответствующая гистологи-
ческим изображениям в, ж. На гистологических препаратах (в, ж) указана 
зона, в пределах которой получены МФТ-изображения. Гистологическая 
окраска гематоксилином и эозином

а д

б е

в ж

г з

0.1 мм0.1 мм

ронов, но бóльшим содержанием 
нервных волокон, в нижележащих 
слоях, наоборот, плотность нейро-
нов выше при низком содержании 
волокон (см. рис. 1, ж).

ОКТ-сигнал от глиобластомы 101.8 
в ко-поляризации — гетерогенный 
(неравномерное распределение сиг-
нала высокого уровня и его резкое 
снижение), скорость затухания зон-
дирующего излучения сильно ва-
рьирует по поперечной координате 
(рис. 1, а, верхнее изображение). 
Похожий характер имеет ОКТ-сигнал 
и в кросс-поляризации, но интен-
сивность сигнала значительно ниже 
(рис. 1, а, нижнее изображение). 
Гетерогенность сигнала может быть 
обусловлена неоднородной структу-
рой опухолевой ткани с наличием в 
ней участков скопления опухолевых 
клеток, мозаично расположенных не-
крозов и мелких кровоизлияний (см. 
рис. 1, б). Мы предполагаем, что в 
данном типе опухоли (низкодиффе-
ренцированная опухоль) клетки обла-
дают повышенным уровнем рассея-
ния, в то время как области с низким 
уровнем ОКТ-сигнала морфологиче-
ски соответствуют очагам некроза и 
кровоизлияниям.

Таким образом, исследование ме-
тодом МФТ коры больших полуша-
рий головного мозга и глиобластомы 
101.8 крысы позволило утверждать, 
что на длинах волн возбуждения 740–
760 нм в режиме ДВАФ оптимальная 
глубина, с которой получаемый сиг-
нал не теряет в качестве и годен для 
количественной обработки и сравне-
ния, составляет для коры головно-
го мозга 90 мкм, для глиобластомы 
101.8 — 70 мкм вследствие ее опти-
ческой плотности. Для исследуемых 
областей мозга получены характер-
ные МФТ-изображения, а сравнение 
их с гистологическими препаратами 
позволяет установить визуальные 
критерии оценки каждого вида МФТ-
изображений.

КП ОКТ-исследование зрелой 
глио  бластомы крысы и области коры 
больших полушарий головного моз-
га непосредственно рядом с опухо-
лью выявило различия в характере 
ОКТ-сигналов с этих зон: типичным 
для опухоли является гетерогенность 
сигнала, скорость затухания зондиру-
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ющего излучения сильно варьирует по поперечной ко-
ординате; для окружающей опухоль ткани (коры) ОКТ-
сигнал — однородный, более яркий на поверхности, 
глубина проникновения зондирующего излучения по 
поперечной координате практически одинакова, ско-
рость затухания сигнала — низкая. При таком явном 
различии характеристики сигналов обнаружение гра-
ницы роста опухоли методом КП ОКТ возможно путем 
визуальной оценки.

МФТ- и КП ОКТ-исследование операцион-
ных биопсий опухолей головного мозга. Про-
анализированы 18 образцов операционных биопсий 
от 6 пациентов с глиальными опухолями различной 
степени злокачественности: 1 пациент — с пилоци-
тарной астроцитомой (Grade I), 3 образца; 5 пациен-
тов — с глиобластомой (Grade IV), 15 образцов.

Морфологически основным отличительным при-
знаком глиомы низкой степени злокачественности 
(Grade I) от окружающего ее белого вещества по краю 
опухолевой резекции является повышенная клеточ-
ная плотность (рис. 3, б), которая визуально может 
быть оценена на соответствующих МФТ-изображениях 
(рис. 3, г). При проведении сравнительного количест-
венного анализа МФТ-изображений белого вещества 
перифокальной зоны и астроцитомы выявлено раз-
личие плотности клеток в единице объема ткани в 1,8 
раза (рис. 4).

КП ОКТ-изображения в ко-поляризации, полу-
ченные от пилоцитарной астроцитомы (Grade I) 
(рис. 3, а, верхнее изображение) и перифокальной 
зоны (рис. 3, д, верхнее изображение) отличаются 
по глубине затухания сигнала: она больше в слу-
чае астроцитомы. Однако по степени однородности 
и уровню ОКТ-сигнала различить эти изображения 
достаточно сложно. Сигнал в кросс-поляризации от 
опухолевой ткани имеет некоторую гетерогенность 
затухания по поперечной координате (рис. 3, а, ниж-
нее изображение). Можно предположить, что сигнал 

в этом случае создается миелиновыми волокнами, 
которые практически отсутствуют в опухолевой тка-
ни вследст вие их деструкции, и ОКТ-сигнал, по всей 
видимости, появляется за счет кросс-рассеяния на 
многочисленных клеточных отростках, формирую-
щих матрикс опухоли.

Морфологически глиомы высокой степени злока-
чественности (Grade III–IV) характеризуются высо-
кой клеточной плотностью и ядерным полиморфиз-
мом. Эти признаки отчетливо обнаруживаются на 
МФТ-изображениях (рис. 3, м). Кроме того, на МФТ-
изображениях глиобластомы (Grade IV) сигнал от 
цитоплазмы опухолевых клеток более интенсивный. 
Эти признаки на МФТ-изображениях являются общи-
ми как для экспериментальной опухоли крысы, так и 
для опухоли человека. При этом  опухоли Grade IV 
на МФТ могут демонстрировать такие признаки, как 
микроваскулярная пролиферация и участки некро-
зов [16]. В областях некроза МФТ-изображения пред-
ставляют собой сильно гетерогенное распределение 
гранул различной интенсивности по всему полю зре-
ния, реже на этом фоне можно различить более упо-
рядоченный сигнал от цитоплазмы отдельных клеток. 
МФТ-изображение перифокальной зоны (рис. 3, р) де-
монстрирует высокую интенсивность флюоресцентно-
го сиг нала от клеточных органелл на фоне отсут-
ствия сиг нала от ядерных зон и от межклеточного 
пространст ва. Клетки расположены на некотором рас-
стоянии друг от друга, что может свидетельствовать 
об отеке ткани (рис. 3, п).

Особенностью полученных нами КП ОКТ-
изображений опухолей мозга Grade IV в ко-поляри-
зации является их гетерогенность (рис. 3, и, верхнее 
изображение), что, по всей видимости, связано с ха-
отичным расположением рассеивающих свет эле-
ментов в ткани — чередующихся областей повышен-
ной клеточной плотности и некрозов, как видно на 
гистологическом препарате (рис. 3, к). На КП ОКТ-
изображениях в кросс-поляризации сигнал также гете-
рогенный, но обращает на себя внимание наличие об-
ластей резкого снижения интенсивности сигнала или 
практически полного его отсутствия (рис. 3, и, ниж-
нее изображение). Это даже визуально отличает КП 
ОКТ-изображения глиобластомы Grade IV от белого 
вещества перифокальной зоны (рис. 3, н, нижнее изо-
бражение) и с наибольшей вероятностью связано с 
практически полным отсутствием анизотропных струк-
тур в данном участке опухолевой ткани.

КП ОКТ-изображения окружающего опухоль бело-
го вещества в ко- и кросс-поляризациях, напротив, 
характеризуются гомогенным сигналом высокой ин-
тенсивности в ко-поляризации и низкой скоростью 
затухания (см. рис. 3, н, нижнее изображение), что, 
скорее всего, связано с отеком. На гистологических 
препаратах изменения волокнистых структур нерв-
ной ткани не обнаружено, однако расстояние между 
ними увеличивается, что является признаком отека 
ткани (рис. 3, о). Есть предположение, что отек спо-
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Рис. 2. Количественный анализ плотности клеточных 
ядер на МФТ-изображениях коры головного мозга непо-
средственно рядом с опухолью и глиобластомы 101.8. Ex 
vivo образцы мозга крысы. Значения количества клеток 
нормированы на объем; p<0,000003
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Рис. 3. КП ОКТ, МФТ и соответствующие гистологические изображения ex vivo образцов ткани мозга человека: пи-
лоцитарная астроцитома (Grade I) (а–г); глиобластома Grade IV (и–м) и белое вещество мозга по краю опухолевой 
резекции (д–з, н–р). КП ОКТ-изображения (а, д, и, н): в ко-поляризации — верхняя часть изображения, в кросс-поляри-
зации —  нижняя часть изображения. Белый прямоугольник — область, соответствующая гистологическим изображе-
ниям б, е, к, о; зеленый прямоугольник — область, соответствующая гистологическим изображениям в, ж, л, п. Белые 
и черная стрелки — область некроза. На гистологических препаратах (в, ж, л, п) указана зона, в пределах которой 
получены МФТ-изображения. Гистологическая окраска гематоксилином и эозином

собствует прохождению зондирующего излучения в 
ткань на бóльшую глубину [39].

Обобщая полученные в этой части работы резуль-
таты, можно отметить, что глиобластома человека 
(Grade IV) имеет выраженные структурные особенно-
сти на тканевом и клеточном уровнях, и это определя-
ет потенциально высокую чувствительность методов 
МФТ и КП ОКТ в ее дифференциальной диагностике. 
Более сложными объектами для подобного анализа 
являются астроцитомы (Grade I), обладающие боль-
шей степенью клеточной дифференцировки, меньшей 

клеточной плотностью и отсутствием ядерного поли-
морфизма.

Исследования продемонстрировали высокий потен-
циал каждого из методов, показав, что для комплекс-
ной оценки состояния тканей мозга предпочтительно 
использовать МФТ и КП ОКТ совместно, так как они 
обладают дополняющими друг друга соотношениями 
разрешающей способности и размером поля зрения, а 
также достаточной глубиной визуализации ткани.

Проведенные пилотные исследования позволя-
ют разработать протокол совмещения МФТ и КП ОКТ 

Роль МФТ и КП ОКТ в диагностике глиальных опухолей головного мозга

0.1 мм 0.1 мм 0.1 мм 0.1 мм
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для оценки ткани мозга, который предполагает вы-
бор оптимальных параметров возбуждения для МФТ-
исследований (длины волн и мощности возбуждения, 
диапазона приема сигнала) среди неограниченных 
возможностей метода и оптимизирует время сбора 
данных.

Обсуждение. Развитие оптических методов ин-
траоперационной диагностики является приоритет-
ным направлением в нейрохирургии, так как позво-
ляет значительно повысить точность выполняемых 
оперативных вмешательств. Оценивая возможность 
применения для обозначенной цели метода конфо-
кальной микроскопии, следует отметить работы [40, 
41], в которых показано, что с помощью эндоскопи-
ческого варианта конфокального микроскопа удается 
визуализировать основные диагностические признаки 
глиобластом: высокую клеточную плотность, участки 
некроза, фигуры митоза, микроваскулярную пролифе-
рацию. Однако этот метод имеет худшее разрешение 
и глубину проникновения по сравнению с МФТ и МФМ, 
так как в нем используется однофотонное возбужде-
ние видимого диапазона, а не двухфотонное излуче-
ние инфракрасного диапазона, как в МФТ и МФМ.

S.R. Kantelhardt и соавт. [42] применили МФМ для 
структурной и фотохимической ex vivo визуализа-
ции экспериментальной глиомы и глиальных опу-
холей человека. Авторы показали возможности ме-
тода в визуализации зоны опухоли и ее границы с 
нормальной тканью мозга с клеточным разрешением. 
Объективизировать данные МФМ позволяет количест-
венная оценка плотности клеточных ядер: этот показа-
тель достоверно выше в ткани опухоли по сравнению 
с нормой [38]. Полученные нами данные клеточной 
плотности на модели глиобластомы и биопсийном 
материале глиобластом головного мозга от пациен-
тов соотносятся с результатами установления раз-
ницы нормальной и опухолевой тканей, полученных 
S.R. Kantelhardt и соавт. на пациентах [20].

Метод ОКТ в отличие от МФТ направлен в первую 

очередь на оценку структуры исследуемой ткани. По 
данным литературы, разрешающей способности ОКТ 
достаточно для определения зоны опухолевой ин-
фильтрации, которая характеризуется изменением 
рассеивающих свойств по сравнению со здоровой 
мозговой тканью [28]. Наши результаты показали, 
что визуально сигнал от глиальных опухолей на ОКТ-
изображениях в ко-поляризации выглядит гетероген-
ным в отличие от гомогенного сигнала мозговой ткани 
перифокальной зоны опухоли, что согласуется с дан-
ными других исследований [17]. Однако мы считаем, 
что важной характеристикой изображения может быть 
разная скорость затухания сигнала в глубину тка-
ни. Поскольку по морфологическим признакам для 
глиальных опухолей характерны высокая клеточная 
плотность, неравномерность расположения нейронов/
глии, наличие участков некроза, кровоизлияний, все 
это может отражаться на скорости затухания сигнала 
в глубину и давать неравномерное распределение 
сигнала вдоль изображения.

В данной работе впервые получены ОКТ-изобра-
жения ex vivo образцов глиальных опухолей и пери-
фокальной зоны опухолей головного мозга человека в 
режиме кросс-поляризации. Предварительный анализ 
результатов показывает, что в случае глиобластомы 
(Grade IV) с очагами некрозов и расстройствами кро-
вообращения сигнал характеризуется как гетероген-
ный. Наблюдаемое в кросс-поляризации общее сни-
жение уровня сигнала при опухолях головного мозга 
также может быть связано с существенно меньшим 
количеством миелина в пораженной ткани. Наличие 
отека в ткани в целом увеличивает глубину визуализа-
ции в ко-поляризации, но снижает уровень сигнала; в 
кросс-поляризации отек также способствует уменьше-
нию кросс-рассеяния.

КП ОКТ-изображения опухоли Grade I и окружаю-
щей ее перифокальной зоны в целом схожи, что пока 
не позволяет выделить ключевые особенности изо-
бражений для разграничения этих состояний. Для 

Рис. 4. Плотность клеточных ядер в опу-
холевой ткани и белом веществе перифо-
кальной зоны. Ex vivo образцы мозга паци-
ентов: перифокальной зоны, пилоцитарной 
астроцитомы (Grade I) и глиобластомы 
(Grade IV). Значения количества клеток 
нормированы на объем. * — статистически 
значимое различие между перифокаль-
ной зоной и пилоцитарной астроцитомой, 
p<0,000003; + — между перифокальной 
зоной и глиобластомой, p<0,0000003; v — 
между глиобластомой и пилоцитарной ас-
троцитомой, p<0,000001
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более объективной и быстрой интерпретации изо-
бражений мы планируем расширить исследования: 
увеличить количество групп и количество образцов 
в каждой группе и разрабатывать способы количест-
венной оценки КП ОКТ-сигнала, учитывая перспек-
тивность интраоперационного применения метода 
[43]. Наша статья [36] посвящена более детальному 
рассмотрению вариантов КП ОКТ-изображений при 
опухолях головного мозга разных степеней злокаче-
ственности и объяснению, как некоторые морфоло-
гические структуры влияют на ОКТ-сигнал в кросс-
поляризации.

Полученные в данном исследовании результаты 
позволяют сравнить методы МФТ и КП ОКТ с точки 
зрения оценки эффективности их применения в кли-
нической практике, опираясь на преимущества и не-
достатки каждого из них.

Основными преимуществами МФТ являются высо-
кое пространственное разрешение (порядка 100 нм), 
неинвазивность при получении изображений бла-
годаря использованию зондирующего излучения 
инфракрасного диапазона. Изображения можно 
получать практически в режиме реального време-
ни без дополнительного контрастирования. Однако 
при увеличении пиксельного разрешения, с учетом 
сканирующего принципа получения изображений, 
это время может увеличиться до десятков секунд. 
К преимуществам МФТ также можно отнести муль-
тимодальность, т.е. возможность регистрации ДВАФ 
на различных длинах волн возбуждения, что позво-
ляет возбуждать различные флюорофоры. С помо-
щью спектральной селекции можно регистрировать 
не только ДВАФ от различных флюорофоров, но и 
ГВГ сигнала от анизотропных сред. Дополнительный 
FLIM-модуль может обеспечить анализ времени жиз-
ни флюоресценции.

В данной работе установлено, что эффектив-
ная глубина получения МФТ-изображений в режиме 
ДВАФ для тканей мозга составляет 80±10 мкм. Мы 
считаем, что этого вполне достаточно для установ-
ления морфологического строения ткани в условиях 
операционной, а также для оценки гистологических 
препаратов, толщина которых в среднем составляет 
5–10 мкм. Если стандартный гистологический анализ 
требует использования специальных окрасок для 
разных структур ткани, что увеличивает количество 
препаратов и затрудняет сравнение одних и тех же 
объектов на соседних срезах, метод МФТ, напротив, 
позволяет одномоментно получить информацию о 
морфологии и функциональной активности одних и 
тех же структур, что ускоряет и облегчает интерпре-
тацию результата.

По сравнению с методом МФТ преимуществами КП 
ОКТ являются: более высокая скорость записи дан-
ных (несколько секунд) и бóльшая площадь сканиро-
вания (до 4×4×1 мм). При этом прибор также работа-
ет в режиме реального времени, неинвазивен, имеет 
высокое пространственное разрешение (порядка 

10 мкм), для исследования объектов ex vivo не требу-
ется их специальной подготовки. Наличие нескольких 
режимов (кросс-поляризация, микроангиография в ре-
жиме реального времени и эластографическое иссле-
дование ткани) позволяет получать широкий спектр 
данных. Если рассматривать такие характеристики, 
как компактность прибора, создание специальных ус-
ловий для работы и стоимость, то здесь преимущест-
во КП ОКТ перед МФТ очевидно. Вес прибора около 
6 кг, он портативен, работает в широком диапазоне 
температур окружающего воздуха, не зависит от осве-
щенности, его стоимость на порядок ниже.

Сравнение двух неинвазивных методов высоко-
го разрешения, работающих в режиме реального 
времени — МФТ и КП ОКТ, — позволяет заключить, 
что метод КП ОКТ оптимально использовать на на-
чальном этапе исследования для дифференциров-
ки опухолевой и окружающей ее нормальной ткани 
при определении границ резекции. МФТ-анализ, как 
имеющий более высокое клеточное разрешение, но 
меньшее, по сравнению с КП ОКТ, поле зрения, по-
может в прицельной оценке адекватности линии вы-
полненной резекции, а также в проведении экспресс-
цитобиопсии.

Использование методов МФТ и КП ОКТ в клиниче-
ской практике позволит существенно сократить время 
постановки диагноза. Разработка соответствующих 
специальных пакетов программ, включающих авто-
матическую количественную обработку каждого вида 
изображений, станет еще одним важным шагом в этом 
направлении. 

Заключение. Совместное использование методов 
МФТ и ОКТ имеет большие перспективы в интраопе-
рационной диагностике глиальных опухолей. МФТ, 
характеризующаяся высоким пространственным раз-
решением, способна стать полноценным методом 
экспресс-биопсии, так как позволяет визуализировать 
все диагностически значимые структурные элементы 
ткани. Тем не менее в существующем варианте воз-
можности ее использования для определения границ 
опухолевой инвазии ограничены в виду небольшой 
площади сканирования, относительно невысокой ско-
рости и необходимости создания специальных усло-
вий для использования в операционной. В то же вре-
мя пространственного разрешения КП ОКТ достаточно 
для обнаружения опухолевой инфильтрации, точность 
метода возрастает при использовании кросс-поляри-
зационного режима. Широкое применение методов в 
клинической практике потребует более масштабных 
исследований, уточняющих критерии дифференци-
альной диагностики между опухолевой и окружающей 
ее мозговой тканью.

Финансирование исследования. Работа выпол-
нена при финансовой поддержке гранта Российского 
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