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Изучение коллагеновых и эластических структур склеры глаз при глаукоме с помощью нелинейно-оптической (мультифотонной) микроскопии и гистологии (предварительное сообщение)
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Резюме. Сравнительное изучение структуры образцов склеры, полученных при непроникающей глубокой склерэктомии у 4 пациентов в возрасте 61-64 лет с различными стадиями первичной открытоугольной глаукомы (ПОУГ), и 2 нормальных глаз с помощью нелинейно-оптической микроскопии (НЛОМ) и классической гистологии выявило дезорганизацию волокнистых структур внеклеточного матрикса склеры глаукомных глаз. При ПОУГ отдельные участки уплотненного расположения коллагеновых пучков сочетались с их диссоциацией в других участках склеры, отмечалось расщепление пучков и волокон коллагена при сохранении его молекулярной структуры. Выявлена также неравномерность распределения эластических волокон, их диссоциация с коллагеновыми волокнами, деструкция, фрагментация, образование клубков, завитков и спиралей. Изменения коллагенового каркаса и эластических волокон склеры нарастают по мере развития ПОУГ и выявляются как с помощью световой, так и НЛОМ. Качественное совпадение результатов двух методов указывает на корректность использования НЛОМ для адекватного описания структурных особенностей склеральной ткани, при этом НЛОМ дает более детальную информацию. Ремоделирование глаукомной склеры может быть одним из предрасполагающих факторов развития ПОУГ, т.к. оно обнаруживается уже на I стадии заболевания. В дальнейшем сами структурные изменения могут быть ответом на повышение внутриглазного давления выше толерантных значений, т.е. возможно развитие негативной обратной связи, способствующей прогрессированию глаукомы.
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В последние годы получены данные, свидетельствующие о нарушении при первичной открытоугольной глаукоме (ПОУГ) биомеханических, биохимических и структурных свойств корнеосклеральной оболочки глаза [1-7]. Показано, что по мере прогрессирования глаукомного поражения корнеосклеральная оболочка становится более жесткой, менее проницаемой, что, по-видимому, связано с избыточным накоплением ее экстрацеллюлярного матрикса (в первую очередь основного структурного белка – коллагена), в результате нарушенного метаболизма и формирования избыточных поперечных связей в коллагеновых структурах [1,2,8,9]. Однако, судя по единичным морфологическим исследованиям, есть основания полагать, что дезорганизация и деструкция соединительной ткани склеры, как переднего, так и заднего отделов глаза может быть не только следствием ПОУГ, но также начальным звеном в ее патогенезе [10-14]. Так, показано, что уже на ранней стадии развития глаукомы в экстрацеллюлярном матриксе склеры дренажной зоны выявляются морфологические изменения: зоны отека и дезорганизации коллагеновых волокон чередуются с зонами склероза. По мере прогрессирования глаукомы дезорганизация усиливается: отмечаются отек, диссоциация и истончение коллагеновых пучков [15, 16].

Еще более скудно освещено в литературе состояние при глаукоме другого фибриллообразующего биополимера склеры, напрямую влияющего на ее биомеханические свойства, – эластина. Как известно, эластин, составляющий в норме около 2% сухого веса склеры, имеет гидрофобную природу наподобие эластомеров [17-19]. Он состоит из цепей аминокислот, соединенных через определенные промежутки жесткими химическими связями. С возрастом количество эластиновых фибрилл в склере и их диаметр увеличиваются, достигая максимума к 16-22 годам [20]. В дальнейшем происходит постепенное снижение числа эластиновых волокон. Они располагаются в основном во внутренних слоях склеры заднего полюса глаза, на границе с сосудистой оболочкой; однако определенное количество этих волокон обнаружено и в средних слоях передне-экваториальной склеры [21,22]. 
Внимание исследователей, изучавших состояние эластиновых волокон в норме и при глаукоме, было сосредоточено в основном на решетчатой пластине (РП) склеры, поскольку считается, что эластичность РП и ее адаптация к колебаниям ВГД обеспечивают именно эти структурные элементы. По мнению M.Hernandez и соавт., изучавших экспериментальную глаукомную оптикопатию у обезьян, синтез эластина может компенсаторно увеличиваться, что приводит к развитию эластоза, проявляющегося, по данным электронной микроскопии и иммуногистохимии, образованием больших аморфных агрегатов неправильной формы. Эти изменения эластических волокон нарушают податливость и эластичность РП, вовлеченной в глаукоматозный процесс [23]. Кроме того, с возрастом отмечается увеличение перекрестных сшивок эластина (десмозин, изодесмозин), что является причиной возрастного снижения податливости РП [24] и может способствовать деформации волокон зрительного нерва в порах РП глаукомного глаза. H.Quigley et al. [25] на основе данных трансмиссионной электронной микроскопии показали, что по мере прогрессирования глаукомного процесса эластические волокна РП диссоциируются от других соединительнотканных элементов склеры, вызывая нарушение ее устойчивости к хронически повышенному ВГД. При этом состояние коллагенового матрикса и, в особенности, эластических структур собственно склеры при ПОУГ пока изучено явно недостаточно.
В последнее время разработаны новые технологии визуализации структурных особенностей различных биологических тканей, в частности, разработан новый метод исследования – нелинейная оптическая микроскопия (НЛОМ), часто называемая мультифотонной микроскопией [26-29]. Это один из наиболее популярных и быстро развивающихся на сегодняшний день оптических методов наблюдения трехмерных структур с субмикронным разрешением. НЛОМ основана на нелинейном взаимодействии света со средой, ответный сигнал которой пропорционален квадрату интенсивности света. Существуют два типа сигналов, ответственных за формирование образа объекта – генерация второй гармоники (ГВГ) и двухфотонная флуоресценция (ДФФ). Сигналы обоих типов возникают без введения экзогенных красителей, но при очень высоких плотностях мощности зондирующего излучения (свыше 100 МW). Такие мощности достигаются в локальном объеме фокусировкой излучения лазеров с длительностью импульса ~ 100 фемтосекунд. Использование системы гальвосканеров и пьезо-управляемых объективов позволяет изменять положение объема, из которого возникает сигнал в плоскости и глубине образца. Таким образом, НЛОМ обладает большими возможностями для трехмерной визуализации субклеточных структур и их изменений с высоким пространственным и временным разрешением (так называемая 4D-микроскопия).

Между ГВГ и ДФФ существует некоторая разница. Сигнал ГВГ связан с одновременным рассеянием двух фотонов, в результате чего частота рассеянных фотонов удваивается по сравнению с зондирующим излучением. Способность к ГВГ существует у молекул с отсутствием центра симметрии и возникает в двулучепреломляющих средах. В соединительных тканях ГВГ обусловлена фибриллами и волокнами коллагена, длинные трехспиральные молекулы которого образуют оптически анизотропные волокнистые структуры. В случае ДФФ имеет место одновременное поглощение двух фотонов ближнего инфракрасного (ИК) диапазона (700-1200 нм), что соответствует энергии перехода эндогенных флуорофоров в электронно-возбужденное состояние. Таким образом, флуоресценция индуцируется низкоэнергетическими фотонами. Сигнал ДФФ возникает от всех составляющих биологических тканей, содержащих группы флуорофоров – НАДФ, триптофан, меланин, эластин, коллаген, холекальциферол и др. Дифференциальный анализ спектров ДФФ позволяет рассматривать морфологию отдельных компонентов ткани. В случае коллагена и эластина спектры флуоресценции перекрываются, и разделить их на ДФФ микрофотографиях оказывается достаточно сложно [30]. Однако НЛОМ с одновременной регистрацией ГВГ и ДФФ позволяет разделить важнейшие структурные компоненты соединительной ткани – коллаген и эластин. 

НЛОМ открывает новые возможности для визуализации мельчайших структур и оптического секционирования, достигаемого за счет использования нелинейного возбуждения. Значительная площадь сканирования позволяет исследовать большое число клеток и параметров в одном эксперименте. Благодаря своим достоинствам метод нашел широкое применение для изучения микроструктур в биологических объектах, включая получение изображения структуры отдельных клеток и изучение их динамики в реальном времени. В том числе данный метод предоставляет возможность детального изучения морфологии тканей глаза и, в частности, соединительной ткани, ее клеточных элементов, коллагеновых волокон и пучков [31]. С этой целью используется регистрация ГВГ. Проведенное M.Han et al. [32] исследование коллагена роговицы и склеры изолированных свиных глаз с регистрацией ГВГ продемонстрировало адекватность метода и подтвердило известные данные о том, что фибриллы коллагена роговицы упакованы регулярно в виде поликристаллической решетки, что обеспечивает прозрачность роговицы. И, наоборот, фибриллы склеры обладают неоднородной, трубкообразной структурой, поддерживающей высокую жесткость и упругость склеральной ткани. По мнению авторов, фундаментальное изучение коллагеновых волокон с использованием прижизненной томографии ГВГ может стать в будущем чувствительным методом клинического исследования и мониторинга заболеваний роговицы. В единственном найденном нами в доступной литературе мультифотонном исследовании образцов перипапиллярной зоны склеры глаз с глаукомой с помощью этого метода выявлена существенно сниженная анизотропия этой области по сравнению с нормальной тканью [33].

Цель данной работы – оценка возможности использования НЛОМ для исследования состояния коллагеновых и эластических волокон передней области склеры при глаукоме при сравнении этого метода с классической гистологией.

Материал и методы. В рамках данного предварительного исследования изучены 4 образца склеры, полученные во время проведения непроникающей глубокой склерэктомии у пациентов в возрасте 61-64 лет с I, II и III стадией ПОУГ. Контролем служили образцы склеры 2 глаз, которые были получены при хирургическом лечении острой травмы глазного яблока у больных, которые ранее не имели никакой офтальмопатологии. 

Для получения ГВГ и ДФФ изображений склеральные лоскуты фиксировали в 10% растворе нейтрального формалина. Перед съемкой препараты ткани помещались между покровными стеклами. Изображения получали с помощью системы лазерной сканирующей микроскопии LSM 510 META (Carl Zeiss, Германия). Нелинейное возбуждение осуществлялось импульсным (100 фс) излучением Ti:сапфир-лазера (MaiTai HP, Spectra Physics, США) с длиной волны 800 нм и частотой повторения импульсов 80 MГц. Два сигнала регистрировались одновременно на двух спектральных детекторах: с фильтрами 362-415 нм для сигнала второй гармоники и ГВГ изображения и 512–576 нм для сигнала автофлуоресценции и формирования ДФФ изображения. Изображение среза получалось с помощью объектива типа Plan-Neofluar (Carl Zeiss) с увеличением ×40 и представляло поле 225×225 мкм. Каждая линия изображения усреднялась по 8 сканам для улучшения отношения “сигнал–шум”. Изображения анализировали с помощью программного обеспечения Zeiss LSM Image Browser (Carl Zeiss MicroImaging, Inc.) 
Для верификации полученных результатов путем сравнения их с данными гистологии после обезвоживания и заливки ткани в парафин срезы склеры 4-5 мкм толщиной исследовали также методом световой микроскопии с окраской гематоксилин-эозином, пикрофуксином по Ван Гизону на коллагеновые волокна, орсеином по методу Унна на эластические волокна и методом комбинированной окраски коллагеновых и эластических волокон. Изучение и анализ гистологических препаратов проводили с использованием светового микроскопа Olympus BX51, оснащенного цифровой видеокамерой «SDU-252» («Спецтелетехника», Россия). Микрофотографирование препаратов проводилось помощью этой камеры и программы Launch Cam_View.

Результаты. 1. Нелинейная оптическая микроскопия. При изучении поверхности склеры контрольных образцов структура коллагена визуализируется по регистрации первым детектором ГВГ. Этот сигнал кодируется зеленым светом (рис. 1а). Второй детектор регистрирует сигнал ДФФ, возникающий как от эластина, так и от коллагена, и кодируется красным светом (рис. 1 б). При совмещении картин на НЛОМ изображениях коллагеновые структуры выглядят желто-зелеными, а эластические структуры - красными (рис. 1 в). Это позволяет селективно анализировать морфологию основных компонентов склерального матрикса – коллагена и эластина.

Коллагеновые волокна наружной поверхности склеры в контрольных образцах в основном собраны в пучки. Последние пересекаются между собой, расположены преимущественно параллельно склеральной поверхности и образуют слои (рис. 1а, в). Между пучками наблюдаются многочисленные тонкие коллагеновые волокна с диаметром ≤ 1 мкм. Такая картина в целом совпадает с принятыми представлениями о коллагеновом каркасе нормальной склеральной ткани [17, 34]. Немногочисленные эластические волокна равномерно распределены в пределах коллагеновых пучков. При этом они, как правило, тесно прилегают к коллагеновым волокнам и переплетаются с ними (рис. 1в).
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Рис. 1. НЛОМ изображения наружной поверхности нормальной склеральной ткани: a) ГВГ изображение коллагеновых пучков (звездочка); б) ДФФ изображение, сигнал обусловлен наличием коллагена и эластина (стрелки); в) совместное представление ГВГ/ДФФ изображений. Волокна и пучки коллагена (звездочка) выглядят желтыми, а эластина – красными (стрелки). Бар 50 мкм.
Значительная часть образца склеры пациента с I стадией ПОУГ принципиально не отличается от контроля. Тем не менее, изредка встречаются отдельные участки, где наблюдаются заметные отличия. Так, местами происходит разрыхление (диссоциация) коллагеновых пучков на тонкие коллагеновые волокна (рис. 2). Помимо эластических волокон, тесно прилегающих к коллагеновым пучкам, обнаружены очаговые скопления эластических структур разной толщины и неопределенной формы (рис. 2а). Местами эти структуры образуют клубки (рис. 2б).
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Рис. 2. Примеры НЛОМ изображений наружной поверхности склеры глаза с I стадией ПОУГ (совместное представление ГВГ/ДФФ). Разрыхление коллагеновых пучков (стрелки на рис. а и б), очаговое скопление (звездочка на рис. а) и образование клубков (звездочка на рис. б) эластических структур. Бар 50 мкм. 
На микрофотографиях препарата склеры пациента со II стадией ПОУГ отмеченные изменения коллагеновых и эластических структур встречаются чаще и более выражены. Диссоциация коллагеновых пучков сочетается с крайне неравномерным распределением эластических волокон. Существуют значительные области, где эластические волокна практически отсутствуют. Причем эти области зачастую совпадают с участками диссоциации коллагеновых пучков. Одновременно увеличивается число очагов сгущения измененных эластических структур (рис. 3).
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Рис. 3. НЛОМ изображение внешней поверхности склеры глаза со II стадией ПОУГ (совместное представление ГВГ/ДФФ). Область диссоциации коллагенового пучка с отсутствием эластических волокон (звездочка). Стрелками показаны очаги сгущения измененных эластических волокон. Бар 50 мкм.
На препаратах склеры пациентов с III стадией ПОУГ еще более возрастает количество очагов с измененной структурой и несколько меняется их характер. Участки с разрыхленными пучками коллагена укрупняются, а неравномерность распределения эластических волокон усиливается. Наряду с участками практически полного отсутствия эластических волокон возникают локальные области их сгущения, причем эти сгущения имеют разный вид. В одних случаях - это концентрирование беспорядочно переплетенных тонких волокон эластина (рис. 4а). В других случаях эластические волокна скручиваются в спираль, а также образуют завитки и клубки (рис. 4а). Существуют эластические структуры почти гомогенного вида (рис.4б). Помимо этого наблюдается такая интересная особенность как расщепление пучков коллагена на более мелкие субпучки с оплетанием последних эластическими лентами. Такое сочетание искажений коллагенового каркаса и эластической подсистемы продемонстрировано на рис. 4в.
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Рис. 4. НЛОМ изображение наружной поверхности склеры глаз с III стадией ПОУГ (совместное представление ГВГ/ДФФ): а) концентрация беспорядочных эластических волокон (звездочки) и их спирализация (стрелка); б) «гомогенный» вид концентрирования эластических волокон (стрелка); в) оплетание эластическими лентами коллагеновых субпучков (стрелка). Бар 50 мкм.
2. Гистологическое изучение. Для верификации результатов, полученных с помощью НЛОМ, было проведено гистологическое изучение образцов склеры тех же глаукомных глаз с использованием световой микроскопии.

Выявлено, что при II стадии ПОУГ пучки коллагеновых волокон и отдельные волокна имеют преимущественно продольное направление (рис. 5а). Отмечается умеренное разрыхление коллагенового каркаса с диссоциацией пучков, одинаковое на всем протяжении биоптата. В некоторых участках выявляется уплотнение каркаса. Местами видны сосуды небольшого калибра (капилляры, артериолы, венулы), а также клетки типа веретеновидных фибробластов. Окраска коллагеновых волокон и пучков по Ван-Гизону остается фуксинофильной, что свидетельствует об отсутствии грубых молекулярно-фибриллярных изменений склеры на этой стадии ПОУГ.
Эластические волокна тесно прилежат к пучкам коллагеновым волокон и имеют то же направление, но местами они расположены свободно и беспорядочно, образуя завитки (рис. 5б). Местами обнаруживается фрагментация волокон. Эта картина совпадает с описанием, полученным с помощью НЛОМ, однако последняя позволила получить более детальную картину дезорганизации подсистемы эластических волокон матрикса.
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Рис. 5. Склера при II стадии ПОУГ: а) умеренное разрыхление коллагеновых структур; б) эластические волокна прилежат к коллагеновым пучкам, местами располагаются свободно и беспорядочно, образуют завитки, имеется слабая фрагментация волокон.

Окраска гематоксилином и эозином (а) и орсеином на эластические волокна по Унна (б). Увеличение х400. 

При III стадии ПОУГ пучки коллагеновых волокон склеры в основном ориентированы взаимно параллельно и вдоль (т.е. циркулярно по отношению к передне-задней оси глаза). Часть волокон имеет поперечную ориентацию, а часть - диагональную, связывая коллагеновые пучки между собой. Однако в отдельных участках коллагеновые пучки расположены уплотненно, в других отмечается их диссоциация, более выраженная, чем при II стадии ПОУГ. Коллагеновые волокна хорошо окрашиваются пикрофуксином по Ван-Гизону и в комбинированной окраске (рис. 6а). Эти наблюдения качественно совпадают с данными, полученными с помощью НЛОМ.
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Рис. 6. Склера при III стадии ПОУГ: а) в плотном участке склеры яркая фуксинофилия (коллаген) и тонкие беспорядочные эластические волокна, прилежащие к коллагеновым пучка; б) на бледном фоне коллагеновых волокон видны прилежащие к ним тонкие эластические волокна, завитки и отдельные клубки этих волокон. 
Комбинированная окраска на коллагеновые и эластические волокна (а) и окраска орсеином на эластические волокна по Унна (б). Увеличение х400. 

Эластические волокна расположены более неравномерно, чем при II стадии, частично прилежат вплотную к пучкам коллагеновых волокон, частично подвергаются фрагментации, образуют завитки и клубочки (рис. 6 а, б). Деструктивные изменения эластических волокон подобного рода выражены значительно сильнее, чем при II стадии глаукомы. Содержание эластических волокон ниже, чем при II стадии глаукомы. Местами видны сосуды небольшого калибра (капилляры, артериолы, венулы). Количество клеток типа веретеновидных фибробластов с сильно вытянутыми ядрами несколько меньше, чем при II стадии ПОУГ. При этом совпадение области концентрирования эластических волокон с областью дезорганизации коллагенового каркаса выявилось только с помощью НЛОМ. 

Необходимо подчеркнуть, что деструкция коллагенового каркаса и эластических компонент склерального матрикса, нарастающая по мере развития глаукомного поражения, обнаруживается как с помощью световой, так и мультифотонной (НЛОМ) микроскопии, что подтверждает адекватность последней. При этом новая технология визуализации более информативна в отношении ряда важных деталей состояния фибриллярных структур экстрацеллюлярного матрикса склеры глаукомных глаз.

Заключение. На основании данных, полученных при изучении небольшого количества образцов методом нелинейно-оптической и световой микроскопии, можно сделать вывод о дезорганизации структуры коллагеновых и эластических волокон в глаукомной склере. Пучки коллагеновых волокон расщепляются (подвергаются диссоциации) на волокна. Однако данные НЛОМ (генерация второй гармоники) и гистологии (фуксинофилия волокон по Ван-Гизону), свидетельствуют о сохранении молекулярной структуры коллагена. Эластические волокна подвергаются более выраженным изменениям: отмечается неравномерность распределения, диссоциация с коллагеновыми волокнами, деструкция, фрагментация, образование клубков, завитков и спиралей. Все эти нарушения, несомненно, изменяют механические свойства, в частности, эластичность соединительной ткани склеры. Обнаружено, что изменения коллагенового каркаса и эластических волокон в склеральном матриксе, нарастающие по мере развития глаукомного поражения, выявляются как с помощью световой, так и нелинейно-оптической микроскопии. Такое совпадение результатов двух методов указывает на корректность использования НЛОМ для адекватного описания структурных особенностей внеклеточного матрикса склеральной ткани. При этом использование новой технологии визуализации позволяет получить более детальную информацию о состоянии волокнистых структур внеклеточного матрикса склеры глаукомных глаз. Проведенное исследование позволяет предположить, что ремоделирование матрикса глаукомной склеры может быть одним из предрасполагающих факторов развития глаукомы, т.к. оно обнаруживается уже на I стадии болезни. В дальнейшем сами структурные изменения могут быть ответом на повышение ВГД выше толерантных значений. Возможно, таким образом развивается негативная обратная связь, способствующая прогрессированию глаукомы.
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