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Описано устройство для оптической биопсии с каналом флуоресцентной спектроскопии и тонкоигольным

оптическим зондом для применения при тонкоигольной пункционно-аспирационной биопсии новообра-

зований печени. Для апробации разработанного устройства проведены экспериментальные измерения

флуоресценции внутренних органов лабораторной крысы in vivo при воздействии на поверхности тканей

митохондриального разобщителя для индуцирования изменений клеточного дыхания. Полученные результа-

ты постановочного эксперимента показали способность разработанного канала регистрировать изменения

флуоресценции, обусловленные изменениями в процессах окислительного фосфорилирования митохондрий.
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Введение

Согласно статистике Всемирной организации здраво-

охранения, онкологические заболевания являются вто-

рой ведущей причиной смерти в мире [1]. Одним из

труднодиагностируемых видов онкопатологии является

рак печени. Первичный рак печени является шестым

по распространенности в мире и четвертым по леталь-

ности среди остальных видов злокачественных ново-

образований [2,3]. При этом наблюдается тенденция к

увеличению числа зарегистрированных случаев данного

заболевания [4,5]. Также известно, что печень является

органом, в котором чаще всего возникают метастазы,

обусловленные злокачественными новообразованиями в

других органах [6]. Одним из факторов, улучшающих

прогноз у пациентов с опухолями печени, является

возможность более ранней диагностики.

Несмотря на современный технический и методологи-

ческий уровень медицины, диагностика рака печени до

сих пор вызывает определенные трудности.
”
Золотым

стандартом“ предоперационной диагностики злокаче-

ственных опухолей является гистологическое и цито-

логическое исследования образцов тканей и клеток [7].

Для их получения проводится процедура тонкоигольной

пункционно-аспирационной биопсии (ТПАБ) [8,9], при

которой образец ткани извлекается из нескольких зон

исследуемого патологического очага с помощью тонкой

иглы с обычным или режущим краем под контролем

таких методов визуализации, как ультразвуковое ис-

следование, компьютерная томография или магнитно-

резонансная томография. Среди преимуществ данной

процедуры отмечаются миниинвазивность, атравматич-

ность, низкая вероятность возникновения осложнений,

высокая точность и экономическая эффективность [10].
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Материал, полученный во время ТПАБ, отправляется

на плановое гистопатологическое и цитологическое ис-

следования, результаты которых врач-хирург получает

только через 5−10 дней после процедуры, в то время

как получение информации о состоянии тканей пора-

женного органа в этот период представляет интерес

с точки зрения выбора тактики дальнейшего лечения.

Другой проблемой метода является вероятность забора

неинформативного материала из-за ряда причин: физио-

логическое смещение органов, манипуляции, предше-

ствующие ТПАБ, непроизвольные движения пациента,

недостаточная визуализация очага новообразования из-

за его небольших размеров и гетерогенности. Указанные

выше факторы приводят к тому, что даже опытные хи-

рурги допускают до 15−29% недиагностических образ-

цов [11–13]. Ложноотрицательный результат приводит к

необходимости повторной процедуры, что может быть

связано с риском развития осложнений для пациента и

увеличивает длительность лечения. Таким образом, для

повышения эффективности лечения пациентов со зло-

качественными новообразованиями печени актуальной

задачей является разработка и внедрение новых мето-

дов диагностики, позволяющих получать информацию в

режиме реального времени.

Одной из быстро развивающихся областей приложе-

ния биомедицинской оптики для решения задач хирур-

гии являются методы оптической биопсии [14], которые
объединяют в себе преимущества традиционной биопсии

и компенсируют ее главный недостаток — необходи-

мость изъятия образца ткани и значительные затраты

времени на анализ. Оптическая биопсия включает в себя

ряд методов спектроскопии и визуализации [15,16], поз-
воляющих получать дополнительную диагностическую

информацию о различных параметрах морфологии и

метаболизма биологических тканей в режиме реального

времени in vivo [17,18]. В частности, для проведения оп-

тической биопсии во время ТПАБ с использованием игл

малого наружного диаметра (14−22G, или 0.7−2.1mm)
самым распространенным направлением доклинических

исследований является разработка тонкоигольных опти-

ческих зондов для реализации различных спектроскопи-

ческих методов диагностики [19–24].

Среди оптических методов диагностики широкое при-

менение для исследования метаболической активности

клеток здоровых и патологически измененных тка-

ней (воспаленная, злокачественная и т. д.) в ряде обла-

стей медицины нашла флуоресцентная спектроскопия

(ФС) [25,26]. Данный метод основан на возбуждении

флуоресценции эндогенных или экзогенных флуорофо-

ров в биологической ткани монохроматическим излуче-

нием ближнего ультрафиолетового (УФ) или видимо-

го диапазонов и дальнейшей регистрации полученного

спектра для анализа и сравнения. В ряде работ флу-

оресцентная спектроскопия используется как основной

диагностический метод или в составе мультимодаль-

ных устройств, имеющих тонкоигольные оптоволокон-

ные зонды для диагностики опухолевых образований

легких [27,28] и молочных желез [29,30].
Многие формы коферментов никотинамидаденинди-

нуклеотида (НАД) и флавинадениндинуклеотида (ФАД),
содержащиеся в цитозоле и митохондриях клеток, об-

ладают выраженными спектрами эндогенной флуорес-

ценции, изменения в интенсивности которых возможно

регистрировать in vivo, что лежит в основе исследований

метаболической активности тканей [31–34]. Указанные
коферменты являются неотъемлемой частью реакций

клеточного метаболизма, выступая в качестве доноров

и акцепторов электронов для синтеза молекул адено-

зинтрифосфата (АТФ), обеспечивающих энергией про-

чие многочисленные биохимические реакции [35]. Оба
кофермента претерпевают реакции окисления и восста-

новления, при этом из всех форм наибольший вклад в

формирование спектров флуоресценции тканей вносят

восстановленный НАД (НАДН) и окисленный ФАД.

Проведенные ранее клинические исследования показали,

что изменения интенсивностей флуоресценции НАДН и

ФАД в тканях связаны с возникновением патологиче-

ских процессов в них, в том числе с развитием онколо-

гических процессов [36]. Однако спектр флуоресценции

тканей, регистрируемый спектрометром, является след-

ствием сложения сигналов флуоресценции не только

НАДН и ФАД, но и других эндогенных флуорофоров,

таких как коллаген, эластин, порфирины, липофусцин,

билирубин и др. Флуоресценция этих веществ также

возбуждается светом с длинами волн, близкими к дли-

нам волн возбуждения окислительно-восстановительных

коферментов. По этой причине необходимо учитывать

вклад НАДН и ФАД в общий регистрируемый сигнал

флуоресценции для правильной интерпретации разли-

чий, наблюдаемых между здоровыми и патологически

измененными тканями.

Разработка канала ФС для оптической биопсии зло-

качественных новообразований требует надежных и

воспроизводимых измерений спектральных характери-

стик нормальных и патологических тканей в области

исследования. Для дальнейшего внедрения технологии

в клиническую практику необходимо проводить ис-

следования, направленные на оценку чувствительности

устройств оптической биопсии к изменениям сигнала

флуоресценции, отражающим метаболическую актив-

ность в митохондриях клеток, а также на разработку

методик корректировки регистрируемого спектра для

более точной интерпретации данных. Распространённым

способом апробации устройств флуоресцентной диа-

гностики в настоящее время является использование

специально разрабатываемых тест-объектов (фантомов).
Такие фантомы обладают близкими к биологическим

тканям оптическими свойствами и изготавливаются для

имитации спектральных характеристик, определяемых

содержанием различных флуорофоров [37–39]. Другим
направлением являются in vitro и in vivo исследования

оценки влияния факторов, способных вызвать измене-

ния метаболической активности в тканях. Одним из
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таких факторов является применение широкого спек-

тра митохондриальных ингибиторов и разобщителей,

оказывающих воздействие непосредственно на функции

митохондрий, что отражается в аномальном увеличении

или уменьшении накопления коферментов НАДН и

ФАД в ходе биохимических реакций, а следовательно,

дает отклик при измерении интенсивности флуоресцен-

ции [40–42]. Однако большинство протоколов подобных

исследований разработаны и применяются для измере-

ний на клеточных культурах [43–47], единичные работы

посвящены исследованиям, адаптирующим данный под-

ход к целым органам модельных животных [32,48].
Таким образом, целью данной работы явилось иссле-

дование чувствительности измерительного канала ФС

устройства для тонкоигольной оптической биопсии к со-

держанию основных целевых эндогенных флуорофоров,

связанных с клеточным метаболизмом, для того чтобы

объективно продемонстрировать способность разрабо-

танного устройства оценивать состояние биологических

тканей in situ и in vivo.

Матеpиалы и методы

В ходе постановочного эксперимента исследования

проводились на специально разработанном устройстве

для проведения оптической биопсии [49], содержащем

два измерительных канала — ФС и спектроскопии

диффузного отражения (СДО). В канале ФС для возбуж-

дения автофлуоресценции НАДН и ФАД использовалось

излучение от светодиода с длиной волны 365 nm и

лазерного диода с длиной волны 450 nm [50]. Выходная
мощность используемых источников составила не более

1.5mW и 3.5mW соответственно, что обеспечивает

соблюдение требований безопасности по эффективной

освещенности тканей [51,52], а также уменьшает эф-

фект фотообесцвечивания коферментов. Для ослабления

обратно рассеянного излучения источников использова-

лись светофильтры FGL400 и FGL495 (Thorlabs, Inc.,

USA) с длинами волн среза 400 nm и 495 nm в соответ-

ствии с используемыми источниками. Для регистрации

спектров флуоресценции в диапазоне 350−1000 nm ис-

пользовался малогабаритный ПЗС-спектрометр FLAME-

T-VIS-NIR-ES (Ocean Optics, USA).
Канал СДО необходим для компенсации влияния кро-

венаполнения тканей на сигнал флуоресценции, а также

может быть использован для получения дополнительной

информации о морфологической структуре тканей. Ка-

нал содержит широкополосный вольфрамовый галоген-

ный источник излучения HL-2000-FHSA (Ocean Optics,

USA) с диапазоном 360−2400 nm. Управление устрой-

ством и обработка получаемых данных осуществлялись

с помощью специально разработанного программного

обеспечения в программной среде MATLAB.

Доставка излучения от источников и сбор вторич-

ного оптического излучения от биологической ткани

осуществляется с помощью специально разработанного
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Рис. 1. (а) Схема расположения оптических волокон в

тонкоигольном оптическом зонде устройства для проведения

оптической биопсии: 1 — волокно к спектрометру, 2 —

от источника 365 nm, 3 — от источника 450 nm, 4 — от

широкополосного источника. (b) Расположение оптического

зонда в стандартной игле 17.5 G.

тонкоигольного оптического зонда с наружным диамет-

ром 1mm, что позволяет вводить его в исследуемую

область через тонкую иглу с наружным диаметром

17.5G (рис. 1). Внутри зонда расположены 10 оптиче-

ских волокон: центральное волокно диаметром 200 µm

используется для сбора излучения и его передачи к

спектрометру, 9 волокон диаметром 100 µm (по 3 во-

локна для каждого источника) служат для равномерного

освещения области исследования источниками излуче-

ния во время измерений. Торец волоконного зонда имеет

скос 20◦ для обеспечения плотного контакта с тканями.

Значение числовой апертуры оптических волокон в

зонде — 0.22.

Для того чтобы смоделировать быстрые изменения

метаболической активности тканей, использовался раз-

общитель окислительного фосфорилирования (протоно-
фор) карбонилцианид м-хлорфенил-гидразон (сarbonyl
cyanide m-chlorophenyl hydrazone, СССР). Соединение

СССР является ингибитором окислительного фосфори-

лирования, повышающим проницаемость митохондри-

альной мембраны, нарушая тем самым протонный гра-

диент [53]. Нанесение СССР на поверхность ткани

вызывает снижение содержания НАДН в клетках, содер-

жание ФАД наоборот повышается. Нарушение переноса

протонов по электронной транспортной цепи приводит

к недостаточному синтезу молекул АТФ, что в целом

ведёт к постепенному разрушению клеток и гибели

организма [54].
Для получения исходного раствора СССР из кон-

центрата (Sigma-Aldrich, USA) в качестве растворите-

ля был выбран диметилсульфоксид (dimethyl sulfoxide,

DMSO) [46]. Это вещество широко распространено в

химических исследованиях как сероорганический рас-
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Рис. 2. Схема проведения эксперимента с помощью канала флуоресцентной спектроскопии устройства для проведения

тонкоигольной оптической биопсии.

творитель для других веществ. В биофотонике DMSO

применяется для оптического просветления биотка-

ней [55], при этом просветляющие свойства DMSO со-

храняет спустя длительный промежуток времени после

воздействия [56]. Другой особенностью DMSO, важной

для данной работы, является способность не только

проникать в биологические ткани, но и переносить в

них другие химические соединения [57,58], что может

быть использовано для более выраженного наблюдения

эффекта от использования раствора СССР.

Для подбора оптимальных значений достоверного сиг-

нала флуоресценции ткани в зависимости от типа самой

ткани и характеристик разработанного канала ФС в ходе

эксперимента использовались различные концентрации

раствора CCCP. Для экспериментальных исследований

был использован исходный раствор СССР в концен-

трации 1mM и разбавленные растворы в концентра-

ции 0.1mM и 0.01mM, полученные путем разведения

в натрий-фосфатном буфере (phosphate buffered saline,

PBS). Раствор DMSO использовался для проведения

контрольных измерений без разобщителя в исходной

концентрации 100% и в концентрациях 10% и 1% после

разведения в PBS.

В качестве модельного животного в исследовании

использовался клинически здоровый самец крысы линии

Wistar (возраст 3 месяца). Крысу анестезировали пре-

паратом Золетил 100 (Vibrac, Франция) в стандартной

дозе и фиксировали на специальной платформе. На пер-

вом этапе эксперимента измерения проводились после

нанесения растворов DMSO и СССР микропипеткой

на предварительно подготовленной коже живота. На

втором этапе выполнялась лапаротомия с последующим

нанесением растворов на поверхности печени, сердца и

скелетных мышц задней конечности крысы. Регистрация

спектров флуоресценции проводилась с интервалом в

1 s. Схематическое изображение эксперимента приведе-

но на рис. 2.

После регистрации спектров флуоресценции для ана-

лиза динамики изменения сигнала во времени выби-

рались максимальные значения интенсивности флуо-

ресценции в диапазонах 480−530 nm (для источника

излучения 365 nm) и 500−550 nm (для источника излу-

чения 450 nm). Относительное изменение интенсивности
флуоресценции в течение эксперимента оценивалось

путем вычисления отношения интенсивности флуорес-

ценции в N-ю секунду эксперимента IFN к значению

интенсивности флуоресценции, зарегистрированному в

начале измерений IF0. По полученным соотношениям

были построены кривые изменения максимальных ин-

тенсивностей флуоресценции во времени.

Результаты исследований
и их обсуждение

Подбор мощностей источников излучения осуществ-

лялся исходя из мер по снижению влияния фотообесцве-

чивания. В начале каждого измерения перед нанесением

растворов DMSO и СССР проводилась регистрация

спектров флуоресценции при непрерывном освещении

ткани для учета наличия данного эффекта. В ряде

случаев наблюдалось незначительное фотообесцвечива-

ние тканей, причем в среднем этот эффект был бо-

лее выражен для источника излучения 450 nm. После

данной проверки в случае, если фотообесцвечивание

не было выражено, наносились растворы веществ и

проводилась регистрация массива спектров. В ходе

эксперимента часть сигналов при различных концен-

трациях веществ, воздействующих на ткани органов,

были признаны неудовлетворительными из-за низкого

соотношения сигнал-шум и не были учтены при анализе

данных.

При анализе динамики изменения максимальной ин-

тенсивности флуоресценции в ходе эксперимента с воз-

действием растворами DMSO (рис. 3,4) было отмечено,

что спектры флуоресценции кожи и мышечной тка-

ни показывают удовлетворительную воспроизводимость.

При этом флуоресценция мышечной ткани оставалась
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Рис. 3. Динамика изменения максимальной интенсивности флуоресценции в диапазонах 480−530 nm для источника излучения

365 nm после применения различных концентраций DMSO. Области исследования: a — кожа, b — мышца, c — печень.

относительно стабильной (падение сигнала не более

10%) под воздействием раствора DMSO с разными кон-

центрациями при возбуждении излучением как 365 nm,

так и 450 nm. Падение сигнала на коже составило 10% и

более в случае взаимодействия ткани с более высокой

(100%) концентрацией DMSO. В случае внутренних

органов было отмечено, что интенсивность флуорес-

ценции в тканях печени и сердца снижалась более

значительно, в частности, в печени снижение достигло

более 25% (при возбуждении излучением 450 nm) даже

при малых концентрациях действующего агента. При

возбуждении излучением 365 nm падение сигнала было

значительным только при воздействии на ткани печени

чистым раствором DMSO. Поскольку в эксперименте

были предприняты меры для записи данных без влияния

фотообесцвечивания, предполагается, что это может

быть вызвано токсическим действием DMSO, которое

может проявляться изменениями в структуре клеточной

мембраны при определенных концентрациях. Так, тради-

ционно считается, что в исследованиях in vivo DMSO

не оказывает токсического действия при концентрациях

вплоть до 10% [59,60], но при более высоких концентра-

циях данное вещество проявляет свойства ингибитора

митохондриального дыхания и приводит к апоптозу

клеток [61,62]. Кроме того, в литературе встречаются

сведения о механизмах возникновения токсического дей-

ствия DMSO при использовании концентраций около

2−4% [63].

Как и при измерениях с растворами DMSO, было

замечено, что ткани кожи и мышц независимо от кон-

центрации вещества в меньшей степени проявили ожи-

даемый от СССР эффект в отличие от тканей печени и

сердца. Возможно, это связано с тем, что СССР и DMSO

имели разнонаправленное действие на флуоресцентный

сигнал и частично компенсировали друг друга.

После воздействия на ткани печени раствором СССР

с концентрацией 0.1mM было замечено, что флуорес-

ценция, индуцированная излучением 365 nm, уменьши-
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Рис. 4. Динамика изменения максимальной интенсивности флуоресценции в диапазонах 500−550 nm для источника излучения

450 nm после применения различных концентраций DMSO. Области исследования: a — кожа, b — мышца, c — печень, d —

сердце.

лась так же сильно, как при воздействии 100% рас-

твором DMSO (рис. 5, с), при этом основной процесс

снижения интенсивности флуоресценции пришелся на

первые 20 s. Поскольку нарушение окислительного фос-

форилирования из-за разобщения протонного перехода

приводит к повышенному потреблению электронов, ре-

акции окисления донора электронов НАДН до НАД про-

исходят более активно. Так как НАД не обладает таким

же выраженным спектром флуоресценции, как НАДН,

снижение содержания восстановленной формы кофер-

мента в клетках становится заметным по характерному

снижению максимальной интенсивности флуоресценции

во времени [46].

При возбуждении излучением с длиной волны 450 nm

в тканях сердца и печени нанесение раствора CCCP

концентрацией 1mM вызывало значительное увеличе-

ние флуоресценции (рис. 6). Динамика роста сигнала

во времени может быть обусловлена тем, что по мере

того, как CCCP вызывает повышенную активность мито-

хондрий из-за стимулирования реакций окислительного

фосфорилирования и возрастает потребление электро-

нов, все большее количество молекул восстановленной

формы ФАДН2 окисляются до ФАД, что приводит к

увеличению интенсивности флуоресценции [64].

Результаты экспериментальных исследований показа-

ли, что кожа и скелетные мышцы задней лапы крысы бы-

ли менее восприимчивы к описанным химическим воз-

действиям, в то время как внутренние органы (печень,
сердце) оказались более чувствительными и подверглись

как ожидаемому эффекту разобщения окислительного

фосфорилирования при воздействии СССР, так и ток-

сическому эффекту растворителя DMSO. Использование

разных концентраций растворов не вызвало различий

в скорости и величине изменений интенсивности флу-

оресценции кожи и мышц, в то время как применение

высоких концентраций растворов на тканях печени и

Оптика и спектроскопия, 2020, том 128, вып. 6



742 К.Ю. Кандурова, Е.В. Потапова, Е.А. Жеребцов, В.В. Дрёмин, Е.С. Серёгина, А.Ю. Винокуров...

0.1 mM
1 mM 0.01 mM

1 mM

t, s

0.8

1.0

0.9

10 50300 4020
0.7

1.1

IF
IF

N
/

, 
ar

b
. 
u
n
it

s
0

t, s

0.8

1.0

0.9

10 50300 4020
0.7

1.1

IF
IF

N
/

, 
ar

b
. 
u
n
it

s
0

t, s

0.8

1.0

0.9

10 50300 4020
0.7

1.1

IF
IF

N
/

, 
ar

b
. 
u
n
it

s
0

a b

c

1 mM

0.1 mM
0.01 mM

Рис. 5. Динамика изменения максимальной интенсивности флуоресценции в диапазонах 480−530 nm для источника излучения

365 nm после применения различных концентраций CCCP. Области исследования: a — кожа, b — мышца, c — печень.

сердца позволило добиться более выраженного и быст-

рого проявления изменений интенсивности флуорес-

ценции, обусловленных влиянием на метаболическую

активность клеток в тканях in vivo.

Выводы

Использование широкого числа методов оптической

биопсии в настоящее время представляется многообе-

щающим направлением для внедрения в клиническую

практику врача-хирурга, так как они позволяют полу-

чать дополнительную диагностическую информацию о

состоянии метаболизма и морфологической структуре

биологических тканей в режиме реального времени, ко-

торая может иметь важное значение в процессе лечения

онкологических заболеваний. В частности, для обеспе-

чения первичной диагностической оценки новообразо-

ваний печени уже в процессе проведения ТПАБ одним

из перспективных методов представляется ФС, которая

может быть внедрена в том числе и в стандартные

биопсийные иглы. В настоящей работе была проверена

чувствительность канала ФС устройства, разработанно-

го ранее, для проведения оптической биопсии во время

процедуры ТПАБ к метаболическим изменениям в ми-

тохондриях клеток in vivo. Это крайне важно для оценки

процессов канцерогенеза в биологических тканях, в том

числе печени, одним из отличительных признаков ко-

торого являются метаболические нарушения вследствие

активного роста опухоли.

Разработка протоколов и проведение in vivo исследо-

ваний влияния факторов, способных вызвать изменения

в процессах окислительного фосфорилирования мито-

хондрий, может лечь в основу более точной интерпрета-

ции данных ФС. Полученные в настоящей работе резуль-

таты показывают возможность адаптации методологии

анализа клеточного метаболизма in vitro к проведению

подобных измерений in vivo в тканях органов. Однако

необходимы дальнейшие исследования, направленные на

экспериментальный выбор оптимальных концентраций

СССР и DMSO с учетом полученных результатов, в том
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Рис. 6. Динамика изменения максимальной интенсивности флуоресценции в диапазонах 500−550 nm для источника излучения

450 nm после применения различных концентраций CCCP. Области исследования: a — кожа, b — мышца, c — печень, d — сердце.

числе выводов о токсичности действия DMSO на ткани

in vivo. Так как результаты, представленные в настоящей

работе продемонстрировали более выраженный эффект

для спектров флуоресценции, в которые наибольший

вклад вносило изменение содержания ФАД, представля-

ет интерес наблюдение подобного эффекта, вызванного

изменениям НАДН. Поэтому в дальнейших исследова-

ниях предполагается применять другие митохондриаль-

ные ингибиторы и разобщители. Для этих целей воз-

можно использовать ингибитор ротенон, вызывающий

блокирование переноса электронов через комплекс I,

избыток которых отражается в быстром увеличении

содержания НАДН без существенных изменений в со-

держании ФАД [65].

Полученные в представленной работе результаты

показали способность канала ФС устройства оптиче-

ской биопсии регистрировать изменения флуоресцен-

ции, обусловленные метаболическими изменениями в

тканях, что подтверждает обоснованность использова-

ния устройства для проведения ТПАБ в клинической

практике, в том числе при диагностике новообразований

печени.

Финансирование исследования

Исследование выполнено при поддержке Российского

научного фонда (проект № 18-15-00201).

Соблюдение этических стандартов

Исследования проводились в соответствии с Принци-

пами надлежащей лабораторной практики (GLP), уста-
новленными Организацией экономического сотрудниче-

ства и развития (ОЭСР), и были одобрены этическим

комитетом ФГБОУ ВО
”
Орловский государственный

университет имени И.С. Тургенева“ (протокол заседания

№ 12 от 6.09.2018).

Конфликт интересов

Авторы заявляют, что у них нет конфликта интересов.

Оптика и спектроскопия, 2020, том 128, вып. 6



744 К.Ю. Кандурова, Е.В. Потапова, Е.А. Жеребцов, В.В. Дрёмин, Е.С. Серёгина, А.Ю. Винокуров...

Список литературы

[1] The Cancer Atlas, 3rd edition. International Agency for

Research on Cancer. 2019. [Электронный ресурс] Режим

доступа: https://canceratlas.cancer.org

[2] Ferlay J., Soerjomataram I., Ervik M., Dikshit R., Eser S.,

Mathers C., Rebelo M., Parkin D.M., Forman D., Bray F. //

Lyon, Fr. Int. agency Res. cancer. 2013.

[3] Liver cancer fact sheet. Global Cancer Observatory, 2018.

[Электронный ресурс] Режим доступа:

http://gco.iarc.fr/today/fact-sheets-cancers

[4] Clark T., Maximin S., Meier J., Pokharel S., Bhargava P. //

Curr. Probl. Diagn. Radiol. 2015. V. 44. N 6. P. 479.

doi 10.1067/j.cpradiol.2015.04.004

[5] Valery P.C., Laversanne M., Clark P.J., Petrick J.L.,

McGlynn K.A., Bray F. // Hepatology. 2018. V. 67. N 2. P. 600.

doi 10.1002/hep.29498

[6] Mahvi D.A., Mahvi D.M. // Abeloff’s Clinical Oncology. 2020.

P. 846.

[7] Gharib H., Papini E., Paschke R., Duick D.S., Valcavi R.,
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