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Молекулярно-генетический анализ стал не-
отъемлемым компонентом современной диа
гностики опухолей. Преаналитический этап 
молекулярного исследования – комплексный 
процесс, требующий хорошего взаимодей-
ствия хирургов, патологов и молекулярных 
генетиков. В настоящей работе рассмотрены 
ключевые аспекты морфологической про-
боподготовки биологического материала для 
ДНК- и РНК-тестирования.
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Молекулярно-генетический анализ стал не-
отъемлемым компонентом современной диа-
гностики опухолей. Он подразумевает анализ 
нуклеотидной последовательности определён-
ных генов и может использовать в качестве ма-
трицы как хромосомальную ДНК, так и генные 
транскрипты – РНК. Многие разновидности 
молекулярно-генетических исследований вы-
полняются на грани возможного – это связано 
с использованием крайне сложной аппаратуры, 
многокомпонентностью применяемых методик, 
необходимостью работать с минимальными ко-
личествами биологического материала, риском 
контаминации и т.д. В то время как техноло-
гические проблемы, сопряжённые с анализом 
ДНК и РНК, являются общепризнанными, 
вклад морфологов в этот процесс остаётся 
менее заметным. Тем не менее, именно по-
грешности морфологической пробоподготовки 
биологического материала зачастую являются 
решающими факторами при получении оши-
бочных результатов [12].

В качестве материала для молекулярно-ге-
нетического исследования могут использовать-
ся самые различные биологические образцы 
– ткань опухоли, кровь, цитологические мазки-
отпечатки, выпотная жидкость и т.д. Наиболее 
часто анализ выполняется непосредственно на 
фрагментах опухолевой ткани, полученных в 
ходе операции или биопсии. Существенно, что 
большинство молекулярно-генетических тестов 
полностью адаптировано к стандартным про-

цедурам обращения с операционным или био
псийным материалом, применяемым в каждой 
патоморфологической лаборатории. Сразу после 
забора биологические ткани обычно фиксируют-
ся формалином для предотвращения аутолиза. 
Затем образцы проводятся в спиртах восходя-
щей плотности и заключаются в парафин – в та-
ком виде они десятилетиями хранятся в архивах 
патологоанатомических отделений. 

До конца 1990-х гг. большинство специали-
стов относилось с определённым недоверием 
к результатам, полученным посредством моле-
кулярно-генетического анализа архивных тка-
ней. Действительно, нуклеиновые кислоты мо-
гут значительно деградировать при фиксации и 
хранении биологических образцов, что создаёт 
определённые трудности для анализа ДНК и 
РНК. Именно поэтому подавляющее боль-
шинство молекулярных биологов длительное 
время предпочитало использовать свежезамо-
роженные ткани – участки опухолей, подверг
нутые немедленной заморозке жидким азотом 
и хранящиеся при низких температурах вплоть 
до выделения ДНК или РНК. Использование 
свежезамороженного материала сопряжено с 
целым рядом очевидных ограничений – орга-
низационными и техническими трудностями, 
ассоциированными с забором, хранением и 
транспортировкой образцов, а также с визуа-
лизацией и диссекцией непосредственно опу-
холевых клеток. На протяжении прошедшего 
десятилетия именно анализ архивных тканей 
стал не только стандартом медико-биологиче-
ских исследований, но и компонентом рутин-
ной диагностики [11]. Сравнительные харак-
теристики пригодности свежезамороженного и 
архивного материала для молекулярно-генети-
ческих исследований представлены в табл. 1. 

Проведение молекулярного анализа возможно 
только на основе чёткого морфологического ис-
следования опухоли. При этом морфолог обязан 
учитывать весь комплекс предстоящих лабора-
торных манипуляций (иммуногистохимическое 
исследование, флюоресцентная гибридизация in 
situ, молекулярный анализ и т.д.) и попытаться 
рассчитать количество (массу, объем) опухоле-
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вых тканей, необходимых для каждой аналити-
ческой процедуры. Существенно, что наличие 
репрезентативного архивного материала мо-
жет потребоваться также на случай включения 
пациента в клинические испытания. Именно 
морфолог должен хорошо ориентироваться в 
лабораторно-диагностических мероприятиях, ас-
социированных с той или иной разновидностью 
опухолевого процесса, и обсуждать с лечащими 
врачами требования к индивидуальному забору 
материала. 

На сохранность нуклеиновых кислот в био-
логическом образце могут оказывать влияние 
целый ряд факторов. Процессы аутолиза могут 
начинаться непосредственно с момента перевяз-
ки питающих артерий в ходе операции. Период 
после перевязки питающих артерий, в течение 
которого ткань остаётся в организме пациента 
(т.е. при температуре 37оС), называется време-
нем тепловой ишемии. Его длительность зна-
чительно зависит от объёма операции, техниче-
ских условий её проведения, а также навыков 
хирургической бригады. Для тканей мозга, мо-
лочной железы, кожи время тепловой ишемии, 
как правило, невелико, в то время как для лёг-
кого, желудка, щитовидной железы оно обычно 
варьирует от 30 минут до 1 часа. Время тепло-
вой ишемии может не влиять на целостность 
РНК как таковую [10], но при этом отражаться 
на уровне экспрессии определённых генов. На-
пример, Dash et al. [3] изучали влияние времени 
тепловой ишемии на ткань предстательной же-
лезы и идентифицировали несколько генов со 
статистически значимым увеличением экспрес-
сии, наблюдаемым спустя 1 час после перевязки 
сосудов.

После хирургического удаления образец 
переносят из операционной в патологоанато-
мическую лабораторию для макроскопического 
исследования. Этот временной интервал зави-
сит от внутренней организации операционного 
блока. Считается, что период от момента забора 
материала до его фиксации формалином не дол-
жен превышать 30 минут, однако в условиях ре-
альной клинической практики его длительность 
иногда измеряется часами. Задержка фиксации 
может непредсказуемо влиять на результаты мо-
лекулярно-генетического исследования, особен-
но на уровень экспрессии РНК-транксриптов 
некоторых генов. 

Фиксация тканей формалином необходима 
для предотвращения аутолитических процессов, 
возникающих в образце. Проникновение форма-
лина в поверхность образца происходит доста-
точно быстро (1 мм/час), однако в более глу-
боких участках ткани фиксация наступает лишь 
спустя несколько часов. Оптимальное соотно-
шение объёмов формалина и ткани должно со-

ставлять не менее 10:1 [6]. Минимальное время 
экспозиции в формалине фрагмента толщиной 3 
мм составляет 6–8 часов [5].

Проводка тканей в спиртах восходящей плот-
ности направлена на удаление воды из образца с 
последующим его насыщением парафином – эта 
процедура позволяет получать тонкие срезы, не-
обходимые для визуализации гистологического 
препарата. Длительная проводка тканей обеспе-
чивает лучшее качество РНК, а остаточная вода 
в тканях приводит к её гидролизу [2]. Следует 
отметить, что костные ткани перед проводкой 
в спиртах восходящей плотности обычно обра-
батываются кислотой с целью декальцинации. 
Данная методика значительно повреждает нук
леиновые кислоты, поэтому материал из костей 
обычно не подходит для молекулярно-генетиче-
ского анализа.

Биологические ткани являются сложными 
трёхмерными структурами и состоят из разных 
типов клеток. Поскольку интересующая иссле-
дователей группа клеток может представлять 
малую долю от общего объёма ткани, пробле-
ма клеточной гетерогенности являлась основ-
ным барьером на пути молекулярного анализа 
опухолевой и неопухолевой тканей. Именно 
поэтому техника тканевой микродиссекции яв-
ляется связующим звеном морфологии и моле-
кулярного анализа. В целом, различные вариан-
ты диссекции могут применяться в отношении 
замороженных срезов, парафиновых блоков, а 
также цитологических препаратов. Продуктом 
микродиссекции являются скопления «очищен-
ных» опухолевых клеток с минимальным загряз-
нением неопухолевыми ядерными элементами. 
Наиболее часто применяются либо ручная, либо 
лазерная микродиссекция – их сравнительные 
характеристики представлены в табл. 2. 

Для ручной микродиссекции необходимы 
скальпели, микропрепарат с исследуемой тка-
нью, микроскоп. Патолог исследует срез, окра-
шенный гематоксилином и эозином, и отмечает 
зоны с содержанием опухолевых клеток более 
80%. Затем берут один или несколько срезов, 
непосредственно прилегающих к гематоксилин-
эозиновому препарату. Микродиссекция выпол-
няется посредством наложения неокрашенного 
среза поверх среза, окрашенного гематоксили-
ном и эозином, после чего зоны опухолевых 
клеток соскабливаются со стекла. Количество 
срезов, предназначенных для диссекции опу-
холевых клеток зависит от потребностей мо-
лекулярно-генетического анализа. Обычно ис-
пользуют материал, полученный из 5-20 срезов 
толщиной 5 мкм. Если необходимо максимально 
предотвратить контаминацию образца неопухо-
левыми элементами, используют дополнитель-
ные манипуляции [1,4,8]. 
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Считается, что каждая молекулярно-генети-
ческая лаборатория может самостоятельно уста-
навливать минимальные требования к количе-
ству и пропорции опухолевых клеток в образце. 
Многие методы, например секвенирование ДНК 
по Сэнгеру, требуют как минимум 50%-ого при-
сутствия опухолевой ДНК в препарате. Более 
чувствительные разновидности молекулярно-ге-
нетического анализа, например аллель-специфи-
ческая ПЦР, позволяют работать с материалом, 
содержащим всего 1-10% трансформированных 
клеток, но подобные протоколы имеют ограни-
чения в отношении спектра анализируемых ге-
нетических событий. Сведения о соотношении 
нормальных и опухолевых клеток должны быть 
исчерпывающим образом доведены до специ-
алистов по молекулярной генетике – от этих 
данных зависит выбор метода исследования, и, 
следовательно, получение правильного результа-
та [7]. Наши исследования демонстрируют, что 
именно ошибки микродиссекции являются ос-
новным источником погрешностей ДНК- и РНК-
анализа [12].

Молекулярно-генетическая диагностика аб-
солютно совместима с транспортировкой ар-
хивных биологических образцов. Для обеспе-

чения сохранности материала его упаковывают 
в закрывающийся пластиковый пакет или в 
коробку с защитным наполнителем. Гистоло-
гические стёкла должны быть защищены плот-
ной бумагой, либо находиться в специальных 
контейнерах. Температура при транспортировке 
не должна существенно превышать комнатную, 
иначе парафиновые блоки могут расплавиться. 
В большинстве случаев для выполнения моле-
кулярного анализа необходим только один па-
рафиновый блок с опухолевым материалом. В 
направлении на молекулярный анализ необхо-
димо в обязательном порядке указывать иден-
тификационные номера архивных препаратов. В 
случае одновременной транспортировки образ-
цов от нескольких пациентов материал каждого 
больного укладывают в отдельную промаркиро-
ванную коробку. Оптимальным для выполнения 
молекулярного анализа является предоставление 
комплекта, состоящего из одного парафинового 
блока с тканью опухоли и одного стекла – при 
этом подразумевается, что стекло получено не-
посредственно из этого блока и окрашено ге-
матоксилином-эозином. Если ожидаются труд-
ности с возвратом биологического материала, 
то вместо цельного парафинового блока можно 

Таблица 1. 
Пригодность архивного и свежезамороженного материала для молекулярно-генетических исследований

Особенности Ткани, заключённые в парафин Свежезамороженные ткани

Доступность Высокая Есть ограничения

Доступность полных клинических дан-
ных, включая сведения об отдалённых 
результатах лечения 

Доступна ретроспективная клиническая 
информация Есть ограничения

Возможности морфологической визуали-
зации исследуемых участков опухоли Достаточные Есть ограничения

Возможности для диссекции опухолевых 
клеток Достаточные Есть ограничения

ДНК Частично деградирована Хорошая сохранность 

РНК Частично деградирована Хорошая сохранность 

Белки Образование различных модификаций, 
утрата биологической активности

Хорошая сохранность; биологическая 
активность белков зачастую необратимо 
утрачивается в процессе заморозки, по-
этому функциональный анализ ферментов 
требует работы со свежим материалом 

Таблица 2. 
Типы микродиссекции

Характеристики Ручная микродиссекция Лазерная микродиссекция

Минимальный размер образца 50-100 мкм <1 мкм 

Спектр использования Крупные клеточные поля (>104 клеток) Мелкие поля (<50 клеток), единичные 
клетки 

Оборудование Игла, скальпель Микроманипулятор 

Длительность процедуры 5-10 мин для >104 клеток 
От нескольких секунд до 10 мин. для 1-10 
клеток; получение большого количества 
клеток требует значительных трудозатрат 

Стоимость Низкая Высокая 

Преимущества Простота, скорость Высокая точность, низкий риск контами-
нации 

Ограничения 
Высокий риск контаминации, трудно 
использовать для опухолевых очагов (< 
50 клеток) 

Высокая стоимость 
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отправлять 5–10 серийных неокрашенных сре-
зов опухоли (толщина 3–5 мкм), расположенных 
на непокрытых стёклах. 

Наши работы убедительно показывают, что 
цитологический материал, как правило, также 
пригоден для всех разновидностей молекуляр-
но-генетического анализа – как ДНК-, так и 
РНК-тестов [9]. Цитологические образцы могут 
быть представлены в виде окрашенных цитоло-
гических стёкол, цитоблоков, цитоспинов и т.д. 
Для проведения молекулярного тестирования 
обычно достаточно всего 1 стекла, содержащего 
не менее 50 опухолевых клеток [9]. В затрудни-
тельных ситуациях рекомендуется направлять на 
исследование несколько цитологических стёкол.

Таким образом, преаналитический этап мо-
лекулярного исследования в онкологии – мно-
гоэтапный комплексный процесс, требующий 
хорошего взаимодействия между хирургами, 
патологами и молекулярными генетиками.

Работа поддержана грантом РНФ 14-25-00111.
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Processing of morphological material for 
molecular genetic tests
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Molecular genetic analysis has become a mandatory com-
ponent of cancer diagnostics. Preanalytical step for DNA and 
RNA analysis is a complex process requiring tight interaction 
between surgeons, pathologists and molecular geneticists. This 
article discusses key aspects of handling of the tissues before 
DNA- and RNA-testing. 
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