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ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА РАБОТЫ

Актуальность проблемы 

Вопросам изучения структурной организации внеклеточного матрикса соединительной ткани и его ремоделированию в последние годы уделяется пристальное внимание (Sellaro T.L., 1999; Игнатьева Н.Ю., 2011). Методами оптической визуализации, а также калориметрическими методами доказано, что пространственная и структурная организация коллагеновых волокон, преобладающего компонента внеклеточного матрикса соединительной ткани, неизбежно повреждается в ходе различных патологических процессов – воспаления, неоплазии, а также при воздействии ряда внешних факторов: ионизирующего излучения при лучевой терапии, интенсивного лазерного излучения при проведении операций и лазерной коррекции (Fratzl P., 2008; Овчинникова О.А., 2008). Данные о характере и степени повреждений коллагеновой матрицы могут быть использованы в клинике для дифференциальной диагностики заболеваний, выявления ранних неопластических процессов, определения ответа биоткани на проводимое лечение, определения качества трансплантатов на основе коллагена (Мальцев А.В., 2011; Шангина О.Р., 2007). Однако инвазивность, дороговизна и отсутствие коммерческих устройств для оценки структуры соединительной ткани (поляризационная микроскопия, иммуногистохимия, многофотонная микроскопия в режиме генерации второй гармоники, когерентная анти-стоксовая рамановская спектроскопия), сильно ограничивают широкое использование этих методов в клинической практике. 

С этой точки зрения востребованными являются неинвазивные, высокоразрешаюшие и доступные методы изучения внутренней структуры тканей, в частности, оптическая когерентная томография (ОКТ), в настоящее время признанная мировым сообществом как инновационная медицинская диагностическая технология. Метод ОКТ обеспечивает формирование двух- и трехмерных изображений структуры тканей в режиме реального времени на глубинах до 1-2 мм с микронным разрешением (до единиц мкм). Технология основана на низкокогерентной интерферометрии в инфракрасном диапазоне длин волн (700-1300 нм), получаемые изображения определяются распределением поля обратно рассеянной зондирующей волны и характеризуют эффективность рассеяния на оптических неоднородностях биоткани, обусловленных составом и строением ее слоев и отдельных структур (Huang D., 1991; Tearney G.J., 1997).

 ОКТ имеет большие преимущества как диагностический метод, позволяющий формировать изображения слизистых оболочек
 внутренних органов с помощью эндоскопических зондов (Гладкова Н.Д., 2007; Brezinski M.E., 2013). В практическом плане модификации ОКТ, использующие поляризованное зондирующее излучение, оказались более информативными в обнаружении отклонений от нормы, где о характере патологии, в том числе, можно судить по изменению структуры коллагеновых волокон. Так, поляризационно-чувствительная ОКТ (ПЧ ОКТ), способна детектировать нарушение нативной структурной организации коллагеновых волокон в сухожилиях (Bagnaninchi P. O., 2010; Rashidifard C., 2012), связках (Martin S.D., 2003; Kim, 2010), межпозвоночных дисках (Matcher S.J., 2004; Beaudette K., 2012), суставных хрящах (Drexler W., 2001; de Boer J.F., 2002; Adams S.B., 2006), дерме (Pierce M.C., 2004; Srinivas S.M., 2004), тканях глаза, костной и зубной тканях. В ПЧ ОКТ в дополнение к традиционному ОКТ-изображению строится карта фазовой задержки (de Boer J.F., 1997; Nadkarni S.K., 2007), скорость изменения которой с глубиной характеризует ориентацию, степень структурной организации коллагена на волоконном и тканевом уровнях (Everett M.J., 1998; de Boer J.F., 2002; Liu B., 2006). 

Кросс-поляризационная ОКТ (КП ОКТ) – модификация ПЧ ОКТ, формирующая одновременно два изображения путем раздельной регистрации рассеянного излучения в двух каналах, параллельном и перпендикулярном поляризации зондирующего излучения (изображения в исходной и ортогональной поляризациях, соответственно). В отличие от ПЧ ОКТ, где акцент делается на поиске двулучепреломляющих свойств исследуемой ткани, проявляющихся в виде паттернов на картах фазовой задержки, КП ОКТ визуализирует случайную деполяризацию излучения
 как за счёт двулучепреломления, так и за счет рассеяния в исследуемой биоткани (Schmitt J.M., 1998). Под КП ОКТ сигналом понимается пара рассеянных от объекта сигналов в исходную и ортогональную поляризации, в то время как ОКТ-сигнал – рассеянный от объекта сигнал в одну из поляризаций.
Метод КП ОКТ приборно реализован нижегородской научной группой ОКТ, он развивается и получает широкое клиническое применение в эндоскопии (Feldchtein F., 1998; Гладкова Н.Д., 2007). Сравнение изображений обратного рассеяния в исходной и ортогональной поляризациях оказалось более информативным по сравнению с анализом карт фазовой задержки для биотканей со слабым двулучепреломлением, в которых организованные коллагеновые волокна не имеют регулярной структуры по глубине (анизотропные ткани, к которым могут быть отнесены слизистые оболочки внутренних органов) (Gladkova N., 2013а, 2013б). Работ по исследованию деполяризующих свойств коллагеновых волокон слизистых оболочек для оценки функционального состояния ткани нам найти не удалось. Однако неуклонно растущий интерес к поиску специфических маркеров воспалительных и неопластических процессов в слизистых оболочках убеждает в актуальности данного исследования (Pfister C., 1999; Konety B.R., 2001; Masters J. R., 2003).

Особый интерес представляет количественная обработка ОКТ-изображений. Известные коммерческие ОКТ приборы (офтальмологические и интраваскулярные) позволяют определять размеры визуализируемых структур, исследовательские ПЧ ОКТ приборы – рассчитывать двулучепреломление ткани, единственный коммерчески реализованный КП ОКТ прибор (ОКТ 1300У, «Биомедтех», ИПФ РАН, Н.Новгород) позволяет делать и то, и другое. Но главная характеристика коллагенсодержащих тканей, визуализируемая методом КП ОКТ – деполяризация поляризованного зондирующего излучения – до настоящего времени количественно не оценивалась, что мотивирует поиск способов решения этой актуальной задачи.

Сделано несколько попыток визуальной оценки КП ОКТ изображений слизистых оболочек по структуре изображений и яркости ОКТ-сигнала, что не всегда убедительно и весьма субъективно (Кузнецова И., 2012; Стрельцова О. 2013). В связи с этим, очевидно существование важной и неудовлетворенной потребности в объективной оценке деполяризующей способности коллагеновых волокон, основанной на количественной обработке КП ОКТ изображений.

Цель и задачи исследования
Целью данной работы явилось изучение и количественная оценка деполяризующих свойств коллагеновых волокон соединительнотканной стромы слизистых оболочек человека методом кросс-поляризационной ОКТ в норме и при различных патофизиологических состояниях.

Исходя из поставленной цели, были сформулированы следующие основные задачи:

1. Анализ структуры КП ОКТ изображений тканей с высокой плотностью коллагеновых волокон при двулучепреломлении и деполяризации исходно поляризованного зондирующего излучения.

2. Анализ зависимости ОКТ-сигнала в ортогональной поляризации от структурной организации коллагеновых волокон при патофизиологических процессах.

3. Поиск характеристик ОКТ-сигнала, чувствительных к изменению нативной структуры и пространственной организации коллагеновых волокон слизистых оболочек. 

4. Применение найденных характеристик (показателей) как критериев степени повреждения коллагеновых волокон при клинически значимых патологических процессах для диагностических целей.
Научная новизна результатов

В работе впервые: 

1. Проведены параллельные сопоставления изображений соединительнотканной стромы слизистых оболочек человека, полученные различными видами оптической микроскопии в условиях in vitro и демонстрирующие содержание и структуру коллагеновых волокон, и КП ОКТ изображений, позволяющих оценить структуру этих же объектов в условиях in vivo.

2. Показано, что средняя яркость коллагеновых волокон на гистологических препаратах слизистых оболочек, оцененная методом поляризационной микроскопии, высоко коррелирует с ОКТ-сигналом в ортогональной поляризации (r=0.84, p=0.0001).
3. Доказано, что метод КП ОКТ прижизненно позволяет различать состояние коллагеновых волокон слизистых оболочек (по визуальной оценке ОКТ-сигнала в ортогональной поляризации). Установлено, что дезорганизация (расщепление) коллагеновых волокон, возникающая в ходе острого воспаления и неоплазии, характеризуется более низким ОКТ-сигналом в ортогональной поляризации по сравнению с сигналом от коллагеновых волокон в норме. Состояния коллагеновых волокон при фиброзе соединительной ткани и образовании соединительнотканного рубца характеризуются более высоким ОКТ-сигналом в ортогональной поляризации по сравнению с нормой.
4. Разработаны несколько способов количественной оценки ОКТ-сигнала в ортогональной поляризации, характеризующие состояние коллагеновых волокон: относительная яркость ОКТ-сигнала (ЯР), относительное среднеквадратичное отклонение яркости ОКТ-сигнала (СКО) и интегральный фактор деполяризации (ИФД). Показано, что диагностическая точность ИФД выше по сравнению с другими показателями для разграничения вариантов доброкачественных состояний между собой (86 и 79% ИФД против 65 и 73% ЯР и 65 и 54% СКО), доброкачественных и злокачественных состояний слизистой оболочки мочевого пузыря (97 и 72% ИФД против 94 и 50% ЯР и 94 и 72% СКО). ИФД также может применяться для мониторинга ремоделирования соединительнотканного матрикса в ходе лучевого повреждения.

Практическая значимость работы заключается в возможности использования количественной оценки КП ОКТ сигнала для оперативной диагностики заболеваний в клинической практике. Полученные доверительные интервалы значений ИФД клинически значимых патологических состояний слизистых оболочек могут быть применены для детального слежения за изменением пространственной ориентации и плотности коллагеновых волокон внеклеточного матрикса при развитии патологии; мониторинге регенеративных процессов; ответе ткани на проводимое лечение, а также для изучения поляризационных свойств коллагеновых матриц при их моделировании; создании скафолдов, гелей, имплантатов; изучении их биосовместимости и биодеградируемости; при конструировании биоактивных инженерных каркасов, обладающих поляризационными свойствами.
Основные выводы и результаты работы могут быть использованы в учебном процессе при разработке соответствующих спецкурсов.

Научная новизна и практическая значимость исследования подтверждены патентами и заявкой на патент:

1. Способ прогнозирования степени тяжести реакции слизистой оболочки полости рта и глотки в процессе лучевой или химиолучевой терапии злокачественных новообразований орофарингеальной области. Патент РФ № 2320271. (приоритет от 27.06.2006, опубл. 27.03.2008, бюл. № 9). Гладкова Н.Д., Масленникова А.В., Балалаева И.В., Высельцева Ю.В., Фомина Ю.В., Терентьева А.Б., Баландина (Киселева) Е.Б., Лазарева Е.А., Ермолаева А.М.

2. Способ диагностики побочных эффектов лучевой терапии со стороны мочевого пузыря. Патент РФ № 2393768, (приоритет от 26.11.2008, опубл. 10.07.2010, бюл. № 19). Стрельцова О.С., Тарарова Е.А., Масленникова А.В., Загайнова Е.В., Гладкова Н.Д., Карабут М.М., Киселева Е.Б., Крупин В.Н.

3. Способ диагностики патологии шейки матки. Патент РФ № 2463958, (приоритет от 13.05.2011, опубл. 20.10.2012, бюл. № 29). Кузнецова И.А., Шахова Н.М., Качалина Т.С., Гладкова Н.Д., Киселева Е.Б., Карабут М.М.

4. Способ оценки функционального состояния коллагенсодержащей ткани. Заявка на изобретение № 2013135571, приоритет от 29.07.2013. Киселева Е.Б., Гладкова Н.Д., Сергеева Е.А., Кириллин М.Ю., Губарькова Е.В., Карабут М.М., Балалаева И.В., Стрельцова О.С., Робакидзе Н.С., Масленникова А.В, Кочуева М.В.
ОСНОВНЫЕ ПОЛОЖЕНИЯ, ВЫНОСИМЫЕ НА ЗАЩИТУ

1. Структура и пространственная организация коллагеновых волокон в слизистых оболочках оказывают влияние на формирование ортогонального ОКТ-изображения: чем лучше структурно организованны коллагеновые волокна на тканевом уровне(их количественное содержание в ткани и плотность расположения), тем сильнее проявляются их деполяризующие свойства и тем выше ОКТ-сигнал в ортогональной поляризации.

2. Предложены количественные показатели деполяризующих свойств соединительнотканной стромы слизистых оболочек: относительная яркость ОКТ-сигнала – ЯР; среднеквадратичное отклонение яркости ОКТ-сигнала – СКО; интегральный фактор деполяризации – ИФД, потенциально чувствительные для оценки ОКТ-сигнала в ортогональной поляризации. Проведено сравнение их диагностической эффективности при различных патофизиологических состояниях, установившее преимущества ИФД.

3. ИФД использован для неинвазивной оценки функционального состояния коллагеновых волокон слизистых оболочек. Для слизистой оболочки полости рта в области щеки: величина ИФД в норме равна 0,13±0,02, при остром воспалении – 0,06±0,02, при диффузном фиброзе – 0,14±0,03, при образовании фиброзно-рубцовой ткани – 0,17±0,04. Для слизистой оболочки мочевого пузыря: величина ИФД в норме равна 0,14±0,02, при остром воспалении – 0,08±0,03, при диффузном фиброзе – 0,19±0,03, при образовании рубцовой ткани – 0,27±0,05, при тяжелой дисплазии эпителия (cancer in situ) – 0,05±0,02, при раке (плоская опухоль) с началом инвазивного роста – 0,03±0,01, а при раке на постоперационном рубце – 0,09±0,05.

4. Найденные доверительные интервалы ИФД использованы для дифференциальной диагностики следующих патологических состояний: − болезни Крона и язвенного колита (показано на примере слизистой оболочки щеки); – стадии острого воспаления (доброкачественное состояние), тяжелой дисплазии и плоского поверхностного рака с началом инвазии в соединительно тканную строму (злокачественные состояния) (показано на примере слизистой оболочки мочевого пузыря); – рецидива эпителиального рака на постоперационном рубце и рубца (показано на примере слизистой оболочки мочевого пузыря). ИФД применен для неинвазивного мониторинга состояния соединительнотканной стромы при лучевом повреждении.
Апробация работы. Основные результаты и положения диссертации были представлены и обсуждены на Международных конференциях (8 докладов) и Российских конференциях (5 докладов): VIII научной сессии студентов и молодых ученых «Современное решение актуальных научных проблем в медицине» (г. Н. Новгород, 2009), XII Всероссийской медико-биологической конференции молодых исследователей "Фундаментальная наука и клиническая медицина" (г. Санкт-Петербург, 2009), SPIE Photonics Europe (Бельгия, 2010), 14-ой международной школе-конференции молодых ученых (г. Пущино, 2010), V Троицкой конференции «Медицинская физика и инновации в медицине» (г. Троицк, 2012), IV Съезде биофизиков России (г. Н. Новгород, 2012), Всероссийской научной сессии молодых ученых и студентов с международным участием "Современные решения актуальных научных проблем в медицине" (г. Н. Новгород, 2013), XVII, XX международной конференции студентов, аспирантов и молодых ученых «Ломоносов» (г. Москва, МГУ, 2013), 6th International Graduate Summer School Biophotonics '13 (Ven, Sweden, 2013), International Symposium «Topical Problems of Biophotonics» (2007, 2009, 2011, 2013).
Публикации. По материалам диссертации опубликована 31 печатная работа, из них 18 в международных и российских рецензируемых журналах, 5 глав в книгах (3 на английском языке), 13 публикаций в сборниках материалов конференций. Получено 3 патента на изобретения, подана 1 заявка на изобретение (2013).

Сокращения, принятые в работе. КВ – коллагеновые волокна; ОКТ – оптическая когерентная томография; КП ОКТ – кросс-поляризационная оптическая когерентная томография; ЯР – относительная яркость ОКТ-сигнала; ИФД – интегральный фактор деполяризации; СКО – относительное среднеквадратичное отклонение яркости ОКТ-сигнала; ГЭ – гематоксилин-эозин; ПСК – пикросириус красный; ГВГ – генерация второй гармоники.
Структура и объем работы. Диссертация состоит из введения, обзора литературы, описания материалов и методов, 4 подглав результатов и их обсуждения, выводов и списка литературы. Работа изложена на 180 страницах, включает 15 таблиц и 40 рисунков. Список литературы содержит 244 источника, из них 197 зарубежных.

СОДЕРЖАНИЕ РАБОТЫ
ГЛАВА 1. ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ


Рассмотрено строение коллагеновых волокон как оптически анизотропных компонентов соединительных тканей, обладающих кристаллоподобной структурой. Подробно обсуждаются основные явления, наблюдаемые при распространении поляризованного света вглубь соединительной ткани и его обратном рассеянии: двулучепреломление и деполяризация света коллагеновыми волокнами. Описаны основные оптические методы изучения коллагеновых волокон в тканях – поляризационная микроскопия, многофотонная микроскопия на основе генерации второй гармоники (ГВГ), поляризационные модификации оптической когерентной томографии (ОКТ). Детально описан принцип метода кросс-поляризационной ОКТ (КП ОКТ). Рассмотрены структурные изменения соединительнотканной стромы слизистых оболочек в целом и коллагеновых волокон в частности под влиянием ряда патологических процессов: воспаления и его исходов, неоплазии, а также лучевого повреждения. Проведен анализ существующих методов обработки ОКТ-изображений.
ГЛАВА 2. ОБЪЕКТ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 

Объектами исследования в эксперименте служили: сухожилие сгибателей пальцев стопы человека как классический объект для демонстрации двулучепреломления коллагеновых волокон; слизистая оболочка десны кролика как объект для демонстрации исчезновения деполяризующих свойств коллагеновых волокон нормальной соединительнотканной стромы после их температурной коагуляции при точечном лазерном воздействии.

Объектами исследования для решения клинических задач явились слизистая оболочка полости рта человека и слизистая оболочка мочевого пузыря человека в ходе прижизненного эндоскопического КП ОКТ наблюдения, а также удаленные при оперативных вмешательствах и биопсии фрагменты слизистых оболочек для проведения гистологических исследований. Нормальные ткани изучены post mortem.
Сформированы 4 группы КП ОКТ и гистологических изображений слизистой оболочки щеки: 1 группа – норма, n=20: post mortem (10 КП ОКТ и 10 – гистологических изображений), здоровые добровольцы (10 КП ОКТ изображений); 2 группа – острое воспаление, n=8: больные с красным плоским лишаем и афтозным стоматитом, исследовались области изъязвления; 3 группа – хроническое воспаление с образованием участков фиброзной ткани, n=10: больные язвенным колитом с отсутствием клинических признаков стоматита; 4 группа – хроническое воспаление с образованием фиброзно-рубцовой ткани, n=16: больные с верифицированным диагнозом болезни Крона, которые на момент обследования не имели клинических признаков стоматита. 

Сформированы 7 групп КП ОКТ и гистологических изображений слизистой оболочки мочевого пузыря: 1 группа – норма, n=10: post mortem (10 гистологических и 5 КП ОКТ изображений), здоровые добровольцы (5 КП ОКТ изображений); 2 группа – острое воспаление, n=14: больные с острым первичным циститом или резким обострением хронического цистита; 3 группа – хроническое воспаление с образованием участков фиброзной ткани, n=18: больные с хроническим циститом длительностью 1-15 лет; 4 группа – хроническое воспаление с образованием рубцовой ткани, n=18: больные с постоперационным рубцом без признаков воспаления и без подозрения на рецидив рака на рубце; 5 группа – тяжелая дисплазия эпителия, n=8; 6 группа – плоский рак в начальной стадии инвазивного роста, n=14; 7 группа – рецидив рак на постоперационном рубце, n=14. 
Основные методы исследования. Методом КП ОКТ изучены поляризационные свойства биотканей in vivo. Использован КП ОКТ прибор «ОКТ 1300-У» (ИПФ РАН, г. Нижний Новгород). Технические характеристики: рабочая длина волны 1300 нм, мощность 3 мВт, пространственное разрешение по глубине 15-20 мкм, поперечное разрешение 25 мкм, сканирование по глубине до 1,5 мм. Внешний диаметр волоконно-оптического зонда 2,7 мм. Скорость получения изображения 1 кадр в 2 секунды. Размер КП ОКТ изображения 1,8х2,6 мм (400х512 пикселей). 
КП ОКТ изображения сопоставлялись с морфологическими изображениями, полученными методами микроскопии. Исследовались гистологические препараты тех же зон методами светлопольной (окраска гематоксилином и эозином - ГЭ) и поляризационной микроскопии (окраска пикросириусом красным - ПСК); фрагменты удаленных тканей и криосрезы – методом многофотонной микроскопии в режиме ГВГ. Методом КП ОКТ исследовано 256 зон; получено и проанализировано 256 КП ОКТ изображений. Проанализировано 310 гистологических препаратов (в том числе криосрезов).
Формирование микроповреждений проводилось с использованием лазерной системы компании «Dental Photonics Inc» на основе диодного лазера с длиной волны 980 нм, генерирующего излучение мощностью до 20 Вт. Каждая лазерная колонка создавалась при контакте наконечника диаметром 400 мкм с тканью десны при длительности экспозиции 150 мс.

Мониторинг состояния коллагеновых волокон стенки мочевого пузыря в течение курса лучевой терапии проводился 1 раз в неделю, начиная с первого дня лечения. В первый день КП ОКТ исследование совмещали с цистоскопией. Далее (чтобы минимизировать травматизацию уретры и мочевого пузыря) КП ОКТ выполняли без цистоскопа. Положение зонда контролировали методом УЗИ с помощью вагинального датчика аппарата PHILIPS HD 11 XE. Курсовая доза облучения составляла 50-60 Гр, однократная доза – 4 Гр. Варианты лучевой терапии: расщепленный курс, сочетанная лучевая терапия по радикальной программе, послеоперационная лучевая терапия.

Количественная обработка 202 КП ОКТ изображений слизистой оболочки мочевого пузыря и 54 КП ОКТ изображений слизистой оболочки щеки проведена с помощью разработанных критериев (раздел 3.3). 
Количественная обработка цифровых изображений 44 гистологических препаратов слизистой оболочки щеки, окрашенных ПСК и сфотографированных в поляризованном свете при одинаковых условиях, проводилась по стандартной методике, описанной Giattina S. D. с соавторами (Giattina S.D., 2006), в программе Photoshop 7.0.1. путем измерения средней яркости по выделяемой области интереса (канал L цветовой палитры Lab) с последующим нормированием значений. 
Статистическую обработку результатов проводили с использованием встроенного пакета статистического анализа MS Excel 2003 и GraphPad Prism 6. В работе проводилось определение средних значений (М) измеряемых величин и стандартных отклонений среднего (±s). Достоверность различий между группами рассчитывалась с использованием непараметрического критерия Манна-Уитни. Для выявления корреляции между яркостью коллагеновых волокон на гистологических препаратах, окрашенных пикросириусом красным, и ИФД использовали коэффициент ранговой корреляции Спирмена. Во всех случаях статистически значимыми считали различия при уровне значимости р < 0,05.
ГЛАВА 3. РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

3.1. Структура КП ОКТ изображений тканей с высокой плотностью коллагеновых волокон при двулучепреломлении и деполяризации исходно поляризованного 
зондирующего излучения

Исследование структуры КП ОКТ изображения сухожилия

В качестве объекта с высокой степенью анизотропии и организацией коллагеновых волокон по глубине выбрано сухожилие (а именно, сухожилие сгибателей пальцев стопы человека). Эта ткань, благодаря квазикристаллической одноосной укладке молекул коллагена в фибриллы, фибрилл в волокна, а волокон в пучки, является идеальной объектом для наблюдения двулучепреломления.
Оптические микроскопические методы исследования сухожилия (многофотонная микроскопия с регистрацией ГВГ, светлопольная и поляризационная микроскопия) выявили наличие строго упорядоченных пучков коллагена I типа: фибриллы, волокна и пучки волокон первого и второго порядка расположены строго параллельно длинной оси сухожилия (рис. 1 б, в, г).

При исследовании образцов ткани методом КП ОКТ на изображениях в исходной и ортогональной поляризациях наблюдались контрастные чередующиеся яркие и темные полосы, вытянутые вдоль поверхности изображения (рис. 1а). Упорядоченная упаковка стержнеобразных молекул коллагена в фибриллы и волокна обуславливает анизотропные свойства ткани, в том числе, и анизотропию показателя преломления, что эквивалентно наличию быстрой и медленной оптических осей в двулучепреломляющем кристалле. По мере распространения эллиптически поляризованного света вглубь ткани, меняется фазовая задержка между двумя взаимно перпендикулярными компонентам вектора напряженности электрического поля (обыкновенной и необыкновенной волнами), из-за чего периодически меняется полная поляризация, и на КП ОКТ изображениях в обоих поляризациях происходит чередование темных и светлых полос. При этом светлая полоса в исходной поляризации соответствует темной полосе в ортогональной. Рассчитанная величина двулучепреломления Δn=(9,2±0,2)·10−3 при λ=1,3·10−3мкм, что согласуется с литературными данными (de Boer J.F., 1997; Кочуева М.В., 2012).
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	Рис. 1. Оптические изображения сухожилия сгибателей пальцев нижних конечностей. а – КП ОКТ изображение, сканированное перпендикулярно волокнам, в исходной (нижнее) и в ортогональной поляризации (верхнее), б – ГВГ изображение, в – гистологический препарат, окраска ГЭ, г – гистологический препарат, окраска ПСК в поляризованном свете.


Таким образом, было подтверждено, что коллагеновые волокна сухожилия, упакованные особым образом (подобно кристаллу), обладают свойством двулучепреломления. Показано, что используемый в данной работе КП ОКТ прибор является поляризационно-чувствительной системой, способной детектировать изменения состояния поляризации света после обратного рассеяния на организованных по глубине коллагеновых волокнах, демонстрируя картину двулучепреломления.
Исследование структуры КП ОКТ изображения фиброзной ткани
Образование рубца с точки зрения пространственного расположения коллагеновых волокон – случайный процесс. В рубцовой ткани встречаются участки сонаправленных и разнонаправленных извитых коллагеновых волокон, однако точно известно, что коллагеновые волокна образуют толстые пучки, в которых ход волокон одинаков и имеются участки прямых коллагеновых волокон (Серов В.В., 1981). Исходя из морфологии рубцов, можно предположить, что в рубцовой ткани деполяризующие свойства хорошо выражены, в то время как двулучепреломление будет наблюдаться при строго регулярном расположении коллагеновых волокон с глубиной (редкий случай для рубцов).
Проведенное микроскопическое исследование рубцовой ткани показало, что морфологически зрелый рубец состоит из склерозированных, толстых, плотно расположенных коллагеновых волокон и пучков (грубоволокнистая ткань), образованных коллагеном преимущественно I типа (рис. 2 б, в, г). Средняя толщина пучков составляет 21,2±5,3 мкм. 
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	Рис. 2. Оптические изображения рубцовой ткани мочевого пузыря. а - КП ОКТ изображение в прямой (нижнее) и в ортогональной поляризации (верхнее), б - ГВГ изображение, в - гистологический препарат, окраска ГЭ, г - гистологический препарат, окраска ПСК в поляризованном свете


Присутствие толстых коллагеновых пучков в ткани рубца приводит к появлению на КП ОКТ изображениях в ортогональной поляризации высокого сигнала (рис. 2 а). Двулучепреломление рубца слизистой оболочки мочевого пузыря удалось наблюдать лишь один раз (на 200 исследований рубцов), поскольку вероятность строго упорядоченного расположения коллагеновых пучков при формировании рубца минимальна. Двулучепреломление рубца составило Δn=2,8·10−3.

3.2. Зависимость ОКТ-сигнала в ортогональной поляризации от структурны и пространственной организации коллагеновых волокон
Изучение особенностей ОКТ-сигнала в ортогональной поляризации от коллагеновых волокон слизистых оболочек человека в норме
Выполнены КП ОКТ исследования и микроскопический анализ слизистых оболочек щеки и мочевого пузыря в норме (рис. 3 и 4). Морфологический анализ образцов этих тканей, взятых у людей post mortem без патологии желудочно-кишечного тракта/мочевого пузыря, позволил выявить слоистую организацию слизистых оболочек (эпителиальный слой, подлежащая соединительнотканная строма, еще глубже − мышечный слой) и исключить наличие воспалительного и иного патологического процесса (рис. 3в, 4в). Структурная и пространственная организация коллагеновых волокон изучена в поляризованном свете при окраске ПСК (рис. 3г, 4г), а также на ГВГ-изображениях (рис. 3б, 4б), подтвердивших данные поляризационной микроскопии. Результаты гисто-томографических сопоставлений изучаемых слизистых оболочек в норме представлены в табл. 1 и 2.
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	Рис. 3. Слизистая оболочка щеки в норме. а – КП ОКТ изображение, б – ГВГ изображение, визуализирующее коллагеновые волокна, в, г – соответствующие гистологические препараты, в – окраска ГЭ, г – окраска ПСК. МПЭ – многослойный плоский эпителий, СТС – соединительнотканная строма.
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	Рис. 4. Слизистая оболочка мочевого пузыря в норме. а – КП ОКТ изображение, б – ГВГ изображение, визуализирующее коллагеновые волокна, в, г – соответствующие гистологические препараты, в – окраска гематоксилином и эозином, г – окраска пикросириусом красным. У – уротелий, СТС – соединительнотканная строма, КВ – коллагеновые волокна, М - мышцы. 


На ПСК препаратах слизистых оболочек коллагеновые волокна яркого красного цвета, что подтверждает их структурную целостность и преимущественное содержание коллагена I типа. Средняя толщина коллагеновых волокон щеки составила 8.2±1.1 мкм, мочевого пузыря - 7.5±1.4 мкм. Методом многофотонной микроскопии в режиме ГВГ, позволяющей визуализировать коллагеновые волокна, и при двухфотонной флуоресценции, позволяющей визуализировать эластин, было показано, что коллагеновые волокна количественно существенно преобладают над эластиновыми волокнами соединительнотканной стромы исследуемых локализаций. 

На тканевом уровне организации коллагеновых волокон наблюдались отличия: извилистые и скрученные коллагеновые волокна слизистой оболочки щеки образуют рыхлую сеть, сильно переплетаясь друг с другом (рис. 3б, г). Это обусловливает высокий, но неоднородный ОКТ-сигнал в ортогональной поляризации (рис. 3а). Волнистые коллагеновые волокна слизистой оболочки мочевого пузыря относительно друг друга располагаются под разными небольшими углами, образуют рыхлые слои, слабо переплетающиеся друг с другом (рис. 4б, г). За счет такой организации, а также за счет условий прижизненного КП ОКТ исследования, которое проводится на сильно растянутом мочевом пузыре, ОКТ-сигнал в ортогональной поляризации имеет горизонтальную направленность, «слои» наблюдаются параллельно поверхности слизистой (рис. 4а). 

Таким образом, при изучении слизистых оболочек щеки и мочевого пузыря в норме выявлены сходства и отличия: при морфологическом анализе – в тканевой архитектонике коллагеновых волокон, при КП ОКТ сканировании – в структуре ОКТ-сигнала в ортогональной поляризации. Наличие ярко выраженного ОКТ-сигнала в ортогональной поляризации подтвердило наличие у коллагеновых волокон изучаемых слизистых оболочек деполяризующих свойств.
Изменение ОКТ-сигнала в ортогональной поляризации после лазерной деструкции коллагеновых волокон

Проведены гисто-томографические сопоставления здоровой и модифицированной локальным лазерным излучением слизистой оболочки десны экспериментальных животных (кролики).

КП ОКТ исследование слизистой оболочки десны in vivo: в ортогональной поляризации наблюдается равномерный сигнал средней интенсивности (рис. 5 а), что доказывает наличие деполяризующих свойств соединительнотканной стромы слизистой оболочки десны. 

При микроскопическом исследованим здоровой соединительнотканной стромы десны установлено: ГВГ-изображения и гистологические препараты, окрашенные ПСК и оцененные в поляризованном свете, демонстрируют наличие коллагена двух типов: I типа со средним диаметром волокон 6.5±1.8 мкм (толстые волокна) и III типа со средним диаметром волокон 0.9±0.3 мкм (тонкие волокна). I тип коллагена существенно преобладал. Коллагеновые структуры распределены в виде компактной сети прямых и дугообразных волокон и пучков, переплетающихся между собой (рис. 5 в). 

После локального лазерного повреждения ткани десны в светлопольной микроскопии в месте воздействия под разрушенным многослойным плоским эпителием наблюдалась коагуляция коллагеновых волокон, их разрежение и дезориентация на большей глубине. На гистологических препаратах, окрашенных ПСК в поляризованном свете, в месте нанесения колонки наблюдался эффект исчезновения сигнала (рис. 5 ж). Это свидетельствует об их нарушенной структуре и, как следствие, потере поляризационных свойств.
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	Рис. 5. Оптические изображения микроповреждения от локального лазерного воздействия на слизистую оболочку верхней челюсти животных (кроликов). Верхний ряд – до лазерного воздействия, нижний ряд – после лазерного воздействия. а, д - КП ОКТ изображения в прямой (снизу) и в ортогональной поляризации (сверху); б, е - ГВГ изображения, ув 10; в, ж - гистологические препараты, окраска ПСК в поляризованном свете 


Методом многофотонной микроскопии в режиме ГВГ в месте лазерного повреждения наблюдалось локальное исчезновение сигнала, причиной чего является нарушенная структура коллагеновых волокон (рис. 5 е) по сравнению с их нативным состоянием (рис. 5 б). 

На КП ОКТ изображениях в ортогональной поляризации после нанесения колонки ОКТ-сигнал снижен на 8,84±0,61 дБ (n=15) по сравнению с исходным сигналом (рис. 5 д), что свидетельствует о повреждении коллагеновых волокон стромы, ответственных за деполяризацию.
Изучение особенностей ОКТ-сигнала в ортогональной поляризации, создаваемого коллагеновыми волокнами слизистой оболочки щеки при патологических процессах
Выполнены гисто-томографические сопоставления изображений слизистой оболочки щеки 3-х групп пациентов с системной и локальной патологией желудочно-кишечного тракта. Результаты сопоставлений представлены в таблице 1.
Таблица 1. Гисто-томографические сопоставления изученных состояний слизистой оболочки щеки

	Состояние ткани
	Особенности ОКТ-сигнала в ортогональной поляризации

	Структурная организация/дезорганизация КВ на волоконном уровне;

организация КВ на тканевом уровне
	Цвет КВ при окраске ПСК

	Норма

(группа 1)
	неоднородный сигнал высокой интенсивности 
	организованные, формирующие рыхлую сеть КВ, коллаген I и III типов
	красный

	Острое воспаление

(группа 2)
	крайне низкий сигнал или его отсутствие на месте язвы или афты
	преобладают разрушенные на фрагменты КВ, единичные КВ в состоянии фибриноидного набухания, коллаген I и III типов
	красно-оранжевый, преобладает темный фон 



	Диффузный фиброз (группа 3)
	сигнал неравномерный с чередованием:

- зон с высокой интенсивностью сигнала

- зон неправильной формы с низкой интенсивностью сигнала
	организованные, формирующие отдельно лежащие пучки плотно упакованных КВ, коллаген I типа

разрушенные на фрагменты и вновь образованные тонкие рыхло расположенные КВ, коллаген III типа
	красный и красно-желтый

зелено-желтый 

	Фиброзно-рубцовая ткань

(группа 4)
	однородный сигнал высокой интенсивности 

могут присутствовать контрастные включения с низким сигналом (отек)
	организованные, формирующие толстые пучки плотно упакованные КВ, коллаген I типа
	красный


При патологических доброкачественных состояниях в соединительнотканной строме по сравнению с нормой по визуальным критериям выявлена закономерность изменения ОКТ-сигнала в ортогональной поляризации: при структурной дезорганизации (расщеплении) КВ на фрагменты в ходе острого воспаления ОКТ-сигнал низкий; при структурной организации (избыточном накоплении) КВ в ходе хронического воспаления, приводящего к локальному или обширному уплотнению соединительной ткани, а именно, к развитию диффузного фиброза или формированию фиброзно-рубцовой ткани, ОКТ-сигнал повышается (в зависимости от выраженности процесса фиброзирования) (рис. 6). Наибольшие морфологические различия в структуре коллагеновых волокон выявлены при диффузном фиброзе и фиброзно-рубцовой ткани. 
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	Рис. 6. Характерные КП ОКТ изображения слизистой оболочки щеки для состояния: а – острого воспаления, б – диффузного фиброза, в – обширных фиброзно-рубцовых изменений


Изучение особенностей ОКТ-сигнала в ортогональной поляризации, создаваемых коллагеновыми волокнами слизистой оболочки мочевого пузыря при патологических процессах
Выполнены гисто-томографические сопоставления изображений слизистой оболочки мочевого пузыря шести групп пациентов с доброкачественными и неопластическими изменениями. Результаты сопоставлений представлены в таблице 2.
Таблица 2. Гисто-томографические сопоставления изученных состояний слизистой оболочки мочевого пузыря
	Состояние ткани
	Особенности ОКТ-сигнала в ортогональной поляризации
	Структурная организация/дезорганизация КВ на волоконном уровне;

организация КВ на тканевом уровне
	Цвет КВ при окраске ПСК

	Норма

(группа 1)
	неоднородный сигнал высокой интенсивности, имеет горизонтальную направленность
	организованные, формирующие слоистую рыхлую сеть КВ, коллаген I и III типов
	красный

	Острое воспаление

(группа 2)
	крайне низкий неоднородный сигнал или его отсутствие на месте язвы
	разрушенные на фрагменты, тонкие КВ или КВ в состоянии мукоидного и фибриноидного набухания, коллаген I и III типов
	зеленый, зелено-желтый и оранжевый, преобладает темный фон

	Диффузный фиброз при хроническом воспалении и (группа 3)
	существенное увеличение глубины затухания сигнала,

сигнал неравномерный с чередованием:

- зон с высокой интенсивностью сигнала

- зон вытянутой формы с низкой интенсивностью сигнала
	- организованные формирующие отдельно лежащие пучки плотно упакованных КВ, коллаген I типа

- разрушенные на фрагменты и вновь образованные тонкие рыхло расположенные КВ, коллаген III типа
	красный и красно-желтый

зелено-желтый 

	Рубцовая ткань

(группа 4)
	однородный сигнал высокой интенсивности 

могут присутствовать контрастные включения с низким сигналом (отек)
	организованные, формирующие толстые пучки плотно упакованные КВ, коллаген I типа
	красный

	Тяжелая дисплазия эпителия (группа 5)
	сигнал неоднородный, могут быть выделены области:

- крайне низкий сигнал, распределен неравномерно по области изображения;

- отсутствие сигнала в местах острого воспаления
	- организованные, формирующие беспорядочную рыхлую сеть КВ, коллаген I и III типов

- разрушенные на фрагменты КВ и вновь образованные тонкие рыхло расположенные КВ, коллаген III типа
	Зеленый, зелено-желтый

бледно-зеленый

	Плоский рак с инвазивным ростом (группа 6)
	крайне низкий сигнал
	-преобладают дезорганизованные и тонкие КВ, коллаген III типа;

-встречаются отдельные более толстые структурно организованные волокна, коллаген I и III типов
	Бледно-зеленый, 

зелено-желтый



	Рецидив рака на постоперационном рубце (группа 7)
	сигнал неоднородный: 

среди зон с высокой интенсивностью сигнала

находятся зоны с низкой интенсивностью сигнала
	- организованные, беспорядочно ориентированные КВ, коллаген I типа;

- дезорганизованные вблизи скопления раковых клеток КВ
	Красно-желтый, среди КВ - темные зоны (скопления раковых клеток)


Анализ особенностей ОКТ-сигнала в ортогональной поляризации и микроскопическое изучение структурной организации КВ на волоконном и тканевом уровнях трех групп: острого воспаления, диффузного фиброза (исход хронического воспаления) и рубцовой ткани (результат заживления глубокой раны), показал результаты, аналогичные слизистой оболочки щеки (рис. 7 а-в). Однако ОКТ-сигнал в ортогональной поляризации от рубцовой ткани стенки мочевого пузыря более выражен: послеоперационные рубцы содержат более упорядоченные, плотные пучки коллагеновых волокон в достаточно большом объеме ткани, обладающие более выраженными деполяризующими свойствами по сравнению с фиброзно-рубцовой тканью слизистой оболочки щеки, образующейся как исход гранулематозного воспаления, где зона фиброза не столь обширна и однородна по структуре коллагеновых волокон.

Для задачи изучения особенностей ОКТ-сигнала в ортогональной поляризации при структурной дезорганизации коллагеновых волокон в ходе развития неоплазии и инвазии рака сформированы 3 группы КП ОКТ изображений: группа тяжелой дисплазии эпителия (cancer in situ), группа плоского рака с инвазивным ростом и группа рецидива рака на постоперационном рубце (рис. 7 г-е). Результаты гисто-томографических сопоставлений представлены в табл. 2. 
Показано, что морфологические и поляризационные свойства коллагеновых волокон при некоторых патологических состояний очень близки. Изучение коллагеновых волокон методом поляризационной микроскопии показало, что при остром воспалении и неоплазии большинство коллагеновых волокон теряют деполяризующие свойства за счет их усиленной деградации: происходит мукоидное, а затем и фибриноидное набухание, фрагментация, потеря поперечной исчерченности и лизис. Эти процессы приводят к существенному снижению яркости ОКТ-сигнала в ортогональной поляризации по сравнению с нормой. При инвазии плоского рака в соединительнотканную строму (группа 6) чаще происходит практически полная потеря ОКТ-сигнала в ортогональной поляризации: за счет разросшегося пласта раковых клеток и активной деградации коллагенов базальной мембраны и подэпителиальной стромы под действием коллагеназ (вырабатываемых раковыми клетками), что способствует беспрепятственной инвазии опухоли вглубь ткани. Известно, что рак часто возникает на фоне рецидивирующего воспаления, поэтому для клиницистов очень важно отличать тяжелую дисплазию эпителия или уже развившуюся плоскую опухоль от острого воспаления.
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	Рис. 7. Характерные КП ОКТ изображения слизистой оболочки мочевого пузыря для состояния: а – острого воспаления, б – диффузного фиброза, в – рубцовой ткани, г - тяжелой дисплазии эпителия, д - плоского рака с инвазивным ростом, е - рецидива рака на постоперационном рубце


На данном этапе исследования сделан вывод, что визуальные критерии для описания ОКТ-сигнала в ортогональном изображении весьма условны и нуждаются в стандартизации, количественном выражении, что является задачей следующей части работы.
3.3. Разработка способов количественной оценки КП ОКТ изображений 

За время существования метода КП ОКТ оценка изображений основывалась на визуальных критериях (Гладкова Н., 2007; Кузнецова И., 2012): в исходной поляризации, как и в традиционной ОКТ, оценивался контраст слоев (эпителия и соединительнотканной стромы), в ортогональной поляризации: яркость сигнала, для чего использовались такие определения как наличие/отсутствие сигнала, высокий/низкий, однородный/неоднородный сигнал, что субъективно и не дает четких критериев для разделения схожих патологических состояний.

Количественные способы оценки деполяризующих свойств исследуемых объектов по КП ОКТ изображениям до настоящего времени разработаны не были. Это обусловлено, в том числе, наличием некоторых особенностей КП ОКТ изображений: сигнал в ортогональной поляризации содержит информацию о деполяризующей и рассеивающей способности зондируемых поляризованным излучением объектов, сигнал в исходной поляризации характеризует только их рассеивающие свойства; наличие спекл-шума, создаваемого интерферирующими предметной и опорной волнами, создает определенный фоновый шум изображения и затрудняет выделение полезного ОКТ-сигнала; логарифмическое преобразование принятой мощности ОКТ-сигнала P(Вт) в яркость пикселей на ОКТ-изображении I(дБ) с использованием десятичного логарифма I(дБ)=10lg(P); техническими особенностями каждого прибора, создающими квантовые и избыточные шумы фототока, фотоприемника и усилителей, что также зашумляет ОКТ-изображение. 

Учитывая перечисленные особенности, наиболее эффективным способом оценки ОКТ-сигнала мы считаем ратиометрический метод: нахождение отношения двух ОКТ-сигналов, фиксируемых в исходной и ортогональной поляризациях. В данной работе предложено три критерия оценки ОКТ-сигнала в ортогональной поляризации:

1. Относительная яркость (ЯР) – отношение яркости ОКТ-сигнала в ортогональной поляризации, усредненной по всем информативным пикселам к такой же величине, рассчитанной для ОКТ-сигнала в исходной поляризации. Рассчитывается по формуле:
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Ii|| - яркость ОКТ-сигнала в исходной поляризации в i-том пикселе,

Ii( - яркость ОКТ-сигнала в ортогональной поляризации в i-том пикселе, 

(Iфон( - средняя величина фонового ОКТ-сигнала,

s - стандартное отклонение.

2. Отношение среднеквадратичного отклонения (СКО) яркости ОКТ-сигнала, усредненного по всем информативным пикселам к такой же величине, рассчитанной для ОКТ-сигнала в исходной поляризации. Рассчитывается по формуле:
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|| - среднеквадратичное отклонение ОКТ-сигнала в исходной поляризации, для пикселов, где яркость ОКТ-сигнала превышает среднюю величину фонового ОКТ-сигнала (Iфон( на его удвоенное стандартное отклонение 2sфон,
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( - среднеквадратичное отклонение ОКТ-сигнала в ортогональной поляризации для пикселов, где яркость ОКТ-сигнала превышает среднюю величину фонового ОКТ-сигнала (Iфон( на его удвоенное стандартное отклонение 2sфон.

3. Интегральное отношение усредненных по поперечной координате яркостей ОКТ-сигнала в ортогональной поляризации (усредненный А-скан), к такой же величине, рассчитанной для ОКТ-сигнала в исходной поляризации (интегральный фактор деполяризации – ИФД). Рассчитывается по формуле:
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где: 

Ii|| - яркость ОКТ-сигнала в исходной поляризации в i-том пикселе после усреднения по поперечной координате,

Ii( - яркость ОКТ-сигнала в ортогональной поляризации в i-том пикселе после усреднения по поперечной координате, 

N – число пикселов в усредненном по поперечной координате ОКТ-сигнале в ортогональной поляризации, для которых яркость ОКТ-сигнала превышает среднюю величину фонового ОКТ-сигнала (Iфон( на его удвоенное стандартное отклонение 2sфон.

Поскольку, как было показано выше, величина ОКТ-сигнала в ортогональной поляризации зависит от деполяризации зондирующего излучения в исследуемой биоткани, предполагается, что по величине предложенных критериев можно судить о деполяризующей способности коллагеновых волокон ткани. 

Относительная ЯР ОКТ-сигнала и относительное СКО яркости ОКТ-сигнала характеризуют соотношение интегральных характеристик яркостей ОКТ-изображения в ортогональной и исходной поляризациях, причем СКО выбрано в качестве характеристики, менее зависимой от спекл-шума. 
ИФД имеет преимущества перед вычислением ЯР и СКО, поскольку в процессе его вычисления усреднение ОКТ-сигналов сначала производится по поперечной координате, после чего вычисляется их отношение, что позволяет характеризовать локальную деполяризацию зондирующего излучения.

3.4. Количественная оценка КП ОКТ изображений как характеристика степени повреждения коллагеновых волокон при клинически значимых патологических процессах

Слизистая оболочка щеки: количественная оценка деполяризующих свойств коллагеновых волокон разработанными критериями

Результаты вычисления ЯР, СКО и ИФД для 4-х групп КП ОКТ изображений слизистой оболочки щеки представлены в таблице 3 и на рис. 8.
Таблица 3. Результаты вычисления ЯР, СКО и ИФД КП ОКТ сигнала и доверительные интервалы в группах нормы и патологии слизистой оболочки щеки

	
	1 группа

(n=20)
	2 группа

(n=8)
	3 группа

(n=10)
	4 группа

(n=16)

	ЯР (M±s)
	0,72±0,04
	0,67±0,01*
	0,76±0,05*
	0,78±0,05*

	СКО (M±s)
	0,39±0,05
	0,26±0,07*
	0,51±0,12*
	0,52±0,09*

	ИФД (M±s)
	0,13±0,02
	0,06±0,02*
	0,14±0,03°
	0,17±0,04*

	ЯР (M±2m, 95% Cl)
	0,70-0,74
	0,66-0,68
	0,73-0,80
	0,76-0,80

	СКО (M±2m, 95% Cl)
	0,36-0,41
	0,21-0,31
	0,44-0,58
	0,48-0,57

	ИФД (M±2m, 95% Cl)
	0,12-0,14
	0,05-0,08
	0,12-0,16
	0,15-0,20


1 группа - норма; 2 группа - острое воспаление; 3 группа - диффузный фиброз; 4 группа – фиброзно-рубцовая ткань.

* — статистически значимое отличие от нормы, p<0,05 (критерий Манна-Уитни)

0 — статистически значимое отличие 3 и 4 групп, p<0,05 (критерий Манна-Уитни).
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	Рис. 8. ЯР (а), СКО (б) и ИФД (в) КП ОКТ сигнала у пациентов следующих групп: нормы (1), острого воспаления (2), диффузного фиброза (3) и фиброзно-рубцовой ткани (4) слизистой оболочки щеки


Анализируя полученные результаты в целом, можно отметить, что в группе острого воспаления (2) и при образовании фиброзно-рубцовой ткани (4) получены достоверные различия величин от нормы (p<0.05) для всех критериев. Рассматриваемые процессы сопровождаются существенной реорганизацией нативной коллагеновой матрицы, поэтому логично, что при разрушении волокон (случай активного воспаления) деполяризующие свойства коллагеновых волокон сильно уменьшаются, а при повышении плотности упаковки волокон (случай фиброзно-рубцовой ткани) деполяризующие свойства коллагеновых волокон возрастают.

Однако в отношении группы диффузного фиброза (3) критерии показали различную степень достоверности различий между граппами: ЯР и СКО достоверно отличают данную группу от нормы (1) (p=0,01 и 0,003, соответственно), но не различают между собой группы диффузного фиброза и фиброзно-рубцовой ткани (p=0,73 и 0,87, соответственно), в то время как ИФД, наоборот, не обнаружил статистически значимого отличия между группами диффузного фиброза (3) и нормы (1) (p=0,34), но зафиксировал ее для групп диффузного фиброза и фиброзно-рубцовой ткани (3 и 4) p=0,03 (что клиничски значимо) (табл. 2).
Проведенный морфометрический анализ, о котором сообщалось выше (см. раздел 3.2, табл. 1) также подтверждает, что структурные перестройки коллагеновых волокон наиболее заметны между состояниями диффузного фиброза и фиброзно-рубцовой ткани, чем между диффузным фиброзом и нормой. Дополнительно была оценена яркость гистологических препаратов, окрашенных ПСК. Результаты представлены в табл. 4.

Таблица 4. Средняя нормированная яркость коллагеновых волокон, окрашенных ПСК, на гистологических препаратах слизистой оболочки щеки в норме и при патологии
	
	1 группа

(n=10)
	2 группа

(n=8)
	3 группа

(n=10)
	4 группа

(n=16)

	M±s
	1,00±0,03
	0,32±0,04*
	1,04±0,200
	1,30±0,19*

	M±2m, 95% Cl
	0,37-1,65
	0,09-0,55
	0,38-1,69
	0,48-2,12


* — статистически значимое отличие от нормы, p<0,05 (критерий Манна-Уитни)

0 — статистически значимое отличие 3 и 4 групп, p<0,05 (критерий Манна-Уитни).
Также, для группы диффузного фиброза (3) яркость гистологических препаратов, окрашенных ПСК, не имеет статистически значимого различия от группы нормы (1) (р=0,59), в то время как тот же показатель между группами диффузного фиброза и фиброзно-рубцовой ткани (3 и 4) различается достоверно (p=0,01). Это доказывает, что структурная организация (плотность) коллагеновых волокон на тканевом уровне при диффузном фиброзе и при образовании фиброзно-рубцовой ткани достоверно различается.

Результаты количественной оценки коллагеновых волокон на гистологических препаратах 4-х групп позволили заключить, что ИФД, по сравнению с ЯР и СКО, с большей достоверностью различает степень фиброзирования и уплотнения соединительнотканной стромы, а значит, с лучшей достоверностью оценивает деполяризующие свойства коллагеновых волокон.
Проведен корреляционный анализ между ИФД и яркостью окрашенных ПСК гистологических препаратов в трех группах патологии соединительнотканной стромы. Коэффициент ранговой корреляции Спирмена составил: r=0.84 (n=34, p=0.0001). Это демострирует высокую степень связи между ОКТ-сигналом в ортогональной поляризации и плотностью структурно организованных на тканевом уровне коллагеновых волокон (аналог средней яркости препарата) в соединительнотканной строме.

С точки зрения клинической значимости очень важно различать диффузный фиброз (локальные небольшие очаги) от более тяжелой степени фиброзирования – патологического уплотнения соединительной ткани (склероз) (Parveen Sh., 2013). Прижиненных неинвазивных методов, применимых в клинике, не разработано. Мы считаем, что ИФД может быть использован в качестве объективного дифференциально-диагностического критерия для разграничения клинически схожих заболеваний (например, язвенного колита – хронического воспалительного заболевания кишечника и болезни Крона – системного заболевания, исходом которого является выраженный фиброз соединительнотканной стромы жедудочно-кишечного тракта. Диагностическая точность оценки ИФД слизистой полости рта при дифференциальной диагностике болезни Крона и язвенного колита по нашим данным составляет 86%.

Слизистая оболочка мочевого пузыря: количественная оценка деполяризующих свойств коллагеновых волокон
Результаты вычисления ИФД для 7-ми групп КП ОКТ изображений слизистой оболочки мочевого пузыря представлены в таблице 5 и на рис. 9.

Таблица 5. Результаты вычисления ИФД КП ОКТ сигнала и доверительные интервалы в группах нормы и патологии слизистой оболочки мочевого пузыря
	
	1 группа

(n=10)
	2 группа

(n=14)
	3 группа

(n=18)
	4 группа

(n=18)
	5 группа

(n=8)
	6 группа

(n=14)
	7 группа

(n=14)

	M±s
	0,14±0,02
	0,08±0,03*,°
	0,19±0,03*
	0,27±0,05*
	0,05±0,02*,°
	0,03±0,01*
	0,09±0,05*,°

	M±2m, 95% Cl
	0,13-0,16
	0,06-0,09
	0,17-0,20
	0,25-0,29
	0,04-0,07
	0,03-0,04
	0,06-0,12


1 группа–норма; 2 группа–острое воспаление; 3 группа–хроническое воспаление; 4 группа–рубец;

5 группа–тяжелая дисплазия эпителия (cancer in situ); 6 группа–рак (плоская опухоль) с началом инвазивного роста; 7 группа–рецидив рака на постоперационном рубце.

* — статистически значимое отличие от нормы, p<0,05 (критерий Манна-Уитни)

0 — статистически значимое отличие 6 и 2, 6 и 5, 7 и 4 групп, p<0,05 (критерий Манна-Уитни)
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	Рис. 9. ИФД КП ОКТ сигнала у пациентов при клинически значимых состояниях: группах 1-4 (а), группах 2, 5 и 6 (б), группах 4 и 7 (в)


Аналогично результатам по слизистой оболочки щеки, ИФД слизистой мочевого пузыря показал статистически значимое отличие групп острого воспаления (2) и рубцовой ткани (4) от группы нормы (1), а также между группами диффузного фиброза (3) и рубцовой ткани (4) (p<0,05) (рис. 10 а). При решении клинической задачи отличить зону плоского инвазивного рака (группа 6) от острого воспаления (группа 2) и тяжелой дисплазии эпителия (группа 5), а также группы тяжелой дисплазии эпителия и острого воспаления между собой по деполяризующей способности коллагеновых волокон, ИФД показал, что группы плоского инвазивного рака и острого воспаления, группы плоского инвазивного рака и тяжелой дисплазии эпителия отличить удается (р<0,0001 и р=0,028, соответственно), а группы тяжелой дисплазии эпителия и острого воспаления – нет (р=0,079) (рис. 9 б).

Важным результатом также является найденное статистически значимое отличие между группами рецидив рака на рубце (7) и интактной рубцовой тканью (4) (р<0,0001) (рис. 9 в), что говорит о возможности неинвазивного разграничения клинически неотличимых состояний с помощью предложенного критерия.
Рассчитан 95% доверительный интервал значений ИФД в каждой из семи групп. Полученные его значения использованы для проверки дифференциальной диагностики группы острого воспаления и группы неоплазии в независимой группе больных. Чувствительность ИФД при этотм составила 93%, специфичность – 59%, диагностическая точность – 72% для ИФД=0,04. ИФД контрольных групп (n=6) острого воспаления и плоского инвазивного рака составил 0,06±0,02 и 0,04±0,01, соответственно. Группы достоверно различались р=0,04, а рассчитанные доверительные интервалы для контрольных групп (0,05-0,07 и 0,03-0,05) входили в доверительные интервалы изучаемых групп (0,06-0,09 и 0,03-0,05), что подтверждает верность исходно рассчитанных интервалов значений.

Таким образом, полученные результаты позволяют заключить:

1. Количественная оценка деполяризующей способности коллагеновых волокон соединительнотканной стромы мочевого пузыря методом КП ОКТ позволяет получить более объективные по сравнению с визуальной оценкой диагностические критерии неоплазии.
2. ИФД – наиболее чувствительный по сравнению с ЯР и СКО показатель для оценки КП ОКТ изображений. Он объективно отражает деполяризующую способность коллагеновых волокон;

Мониторинг состояния соединительнотканной стромы слизистой оболочки мочевого пузыря в ходе лучевого повреждения

Методом КП ОКТ проведен прижизненный мониторинг процессов ремоделирования соединительнотканной стромы в ходе лучевого повреждения слизистой оболочки мочевого пузыря. Для всех КП ОКТ изображений вычислен ИФД.

Среди больных выделены две группы реакций:

1. Выраженная лучевая реакция в форме цистита при лучевой нагрузке от 0 до 40+45 Гр. При этом значения ИФД уменьшаются, что свидетельствует о дезорганизации соединительнотканной стромы под воздействием лучевого лечения. Через год высокие значения ИФД свидетельствуют о наличии постлучевого фиброза мочевого пузыря, сопровождающегося клиникой частых и изнурительных позывов на мочеиспускание.

2. Отсутствие клинической реакции на значительные дозы лучевой нагрузки от 0 до 38+42 Гр. При этом ИФД в ходе терапии не снижается, а через год наблюдения не формируется фиброза (роста ИФД), свойственного постлучевому циститу.
Полученные результаты позволяют сделать вывод об индивидуальной устойчивости коллагеновых волокон соединительнотканной стромы к лучевому повреждению. ИФД может быть рекомендован в качестве прогностического критерия развития лучевого цистита, что позволит уже в ходе наблюдения выделить группу больных, угрожаемых по развитию этого осложнения и провести превентивное лечение.
ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Совокупность полученных данных указывает на перспективность изучения деполяризующих свойств коллагеновых волокон различных органов методом КП ОКТ для решения задач разграничения патологических состояний, применения ИФД в клинической практике, а также целесообразность дальнейшего развития количественной обработки КП ОКТ изображений в соответствии с новыми клиническими или исследовательскими задачами. 

ВЫВОДЫ
1. Анализ структуры КП ОКТ изображений тканей с высокой плотностью коллагеновых волокон при двулучепреломлении и деполяризации исходно поляризованного зондирующего излучения показал, что двулучепреломляющие свойства хорошо упорядоченных по глубине коллагеновых волокон приводят к появлению характерных полос на КП ОКТ изображений в исходной и ортогональной поляризациях. Свойство деполяризации излучения коллагеновыми волокнами проявляется в высоком ОКТ-сигнале в ортогональной поляризации, наиболее выраженом в фиброзной (рубцовой) ткани.

2. Анализ зависимости ОКТ-сигнала в ортогональной поляризации от структуры и пространственной организации коллагеновых волокон при патофизиологических процессах установил, что методом КП ОКТ можно наблюдать разнонаправленные (относительно нормы) процессы ремоделирования коллагеновых волокон стромы слизистых оболочек: их деградацию вследствие острого воспаления или неоплазии (при этом деполяризующие свойства коллагеновых волокон стромы снижаются, что соответствует низкому ОКТ-сигналу в ортогональной поляризации) и избыточное накопление коллагеновых волокон и уплотнение соединительнотканной стромы при фиброзе/склерозе/рубцевании (которое приводит к усилению деполяризующих свойств и соответствует высокому ОКТ-сигналу в ортогональной поляризации).
3. Разработаны 3 способа количественной оценки КП ОКТ изображений, отражающие деполяризующие свойства коллагеновых волокон слизистых оболочек: относительная яркость ОКТ-сигнала (ЯР), относительное среднеквадратичное отклонение яркости ОКТ-сигнала (СКО) и интегральный фактор деполяризации (ИФД).
4. На примере слизистых оболочек щеки и мочевого пузыря показано, что ИФД, по сравнению с ЯР и СКО, с большей достоверностью различает степень повреждения коллагеновых волокон при клинически значимых патологических процессах. ИФД показал большую диагностическую точность (по сравнению с ЯР и СКО) в диагностике фиброзно-рубцовых изменений слизистой оболочки щеки от диффузного фиброза (86% против 65%/65%) и диффузного фиброза соединительнотканной стромы слизистой оболочки мочевого пузыря от нормы (79% против 73%/54%). Показана возможность разграничения с помощью ИФД плоского инвазивного рака мочевого пузыря от острого воспаления (диагностическая точность 72% против 50% и 72%), а также возможность диагностики рецидива рака на рубце (диагностическая точность 97% против 94% и 94%), что имеет важное клиническое значение. 
Результаты работы могут найти широкое применение для решения целого ряда клинических задач с применением КП ОКТ и независимой оценкой изображений. 
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� Говоря о визуализации слизистых оболочек методом ОКТ имеется в виду возможность получения изображения эпителия, собственной пластинки слизистой и подслизистого слоев, а в некоторых случаях и части мышечного слоя общей глубиной до 1-1,5 мм.


� В данной работе термин «деполяризация» означает изменение состояния исходной поляризации распространяющегося в среде излучения в результате его взаимодействия со средой. В тканях, которые являются мутными средами, деполяризация наблюдается при рассеянии световой волны на локальных микромасштабных неоднородностях показателя преломления, что вызывает пространственно-нерегулярное изменение плоскости колебаний вектора напряженности электрического поля относительно исходной поляризации.


� Термины для описания ОКТ-сигнала взяты из работы «Руководство по оптической когерентной томографии». Под ред. Гладковой Н.Д., Шаховой Н.Д., Сергеева А.М. Москва: Физматлит; 2007, 296 с. Rukovodstvo po opticheskoy kogerentnoy tomografii [Handbook of optical coherence tomography]. N.D. Gladkova, N.M. Shakhova, A.M. Sergeev (editors). Moscow: Fizmatlit; 2007, 296 p.
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