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Резюме
Проведена оценка возможности использования ДНК, выделенной из тканей, архивных фиксированных в формалине и 
залитых в парафиновые блоки (ФФПБ), в зависимости от срока хранения тканей и метода исследования. Для геноти- 
пирования методом MALDI-T0F масс-спектрометрии ДНК, выделенная из ФФПБ разных сроков хранения, пригодна в 
100%. Для исследований методом ПЦР-ПДРФ ДНК пригодна в 100% при хранении ФФПБ менее 10 лет, и в 67,7% -  при 
хранении ФФПБ более 10 лет. Возможность успешного использования ФФПБ определяется только сохранностью ДНК. 
Ключевые слова: молекулярно-генетический анализ, ФФПБ, ДНК ар-хивных тканей

Summary
This study assessed the potential for use of DNA extracted from FFPE tissues in relation to the shelf life of paraffin blocks 
containing fixed tissues and analysis techniques. DNA extracted from fixed tissues embedded in paraffin blocks with various shelf 
lives was 100% suitable for genotyping by MALDI-TOF mass spectrometry. DNA was shown to be 100% suitable for PCR-RFLP 
analyses if extracted from paraffin blocks stored less than 10 years and 67.7% suitable for FFPE tissue shelf life more than 10 
years. Potential for use of FFPE tissues depends only on the DNA quality.
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Введение
В банках биоматериала персонала, подвергшегося 

профессиональному облучению, или населения, про­
живающего на радиационно-зафязненных территориях, 
имеется большой массив образцов тканей, фиксиро­
ванных формалином и залитых в парафиновые блоки 
(ФФПБ) [1,2]. Исследование этого биологического мате­
риала важно для получения недостающих знаний о вли­
янии ионизирующего излучения на здоровье человека, и, 
прежде всего, на риск возникновения злокачественных 
новообразований.

Показано, что в России на предприятиях с вред­
ными условиями труда повышен риск возникновения 
профессиональных раков, причем доля рака легкого 
среди них составляет 70% [3]. Так, в эпидемиологиче­
ских исследованиях когорты работников ПО «Маяк», 
подвергшихся профессиональному пролонгированному 
внешнему у-излучению и внутреннему a -излучению от 
инкорпорированного 239Ри, показано повышение риска 
рака легкого [4-6]. Для выявления риска и механизмов

развития рака легкого при исследовании биологиче­
ского материала, сохраненного в виде ФФПБ, наиболее 
перспективными являются молекулярно-генетические 
методы анализа [7]. Успешность таких исследований 
зависит от количества и качества выделенной геномной 
ДНК [8-10]. Известно, что качество ДНК, выделенной 
из ткани ФФПБ, определяется рядом факторов, и, в 
первую очередь, длительностью периода после смерти 
пациента до подготовки ФФПБ. Этот период может со­
ставлять 1-3 суток, что приводит к аутолизу ткани об­
разца, и, как следствие, к деструкции и фрагментации 
ДНК [11]. Деградация ДНК приводит к снижению ее 
количественного выхода и ухудшению качества генети­
ческого материала.

Несмотря на то, что в литературе описано множе­
ство методик выделения ДНК из ФФПБ и ее частичного 
восстановления [12,13], важно показать, какие современ­
ные молекулярно-генетические методы применимы для 
исследования биологического материала, сохраненного в 
виде ФФПБ.



Таблица

f r .
£ 1
ОX

1

2
\-----
I з
I---------

4

5

6

1. Результаты подбора условий по оптим изации  выделения Д Н К  из архивной тк а н и  легкого

у

= 1 i s
s  i
8 S S
1 I  i.
о I  s

100

100

200

200

100

100

200

200

s

4

16

4

16

4

16

4

16

e 2
-h О 
2 < 4

91 ± 0.01 

99 ± 0 .0 1 

99 ± 0.01 

89 * 0.02 

88 ± 0,01 

99 ±0,01

96 ± 0,02

97 ± 0.01

М 
± 

т
"

 
ко

ли
че

ст
во

 
Л 

НК
, 

иг
. м

кл
 

на 
ср

ез

М 
±

т
"

, 
ко

ли
че

ст
во

 
ДН

К 
иг

/ 
мк

л 
ра

ст
во

ра

<

23.66 ±4,61 - 70.98 ± 13,80 -

31,42 ± 0 ,97 0.240 94.28 ± 2,93 0.239

4X.9I ±0.13 0.031 146.73 ±0.39 0,031
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26,00 ± 0,62 0.664 129,98 ± 3 .10 0,052

31 .ХК 1.66 0.234 159,38 ± 5 ,88 0,027.

29,60 ± 6,22 0.522 148,00 ± 33,11 0,164

Примечание. * -  каждая группа представлена тремя образцами; все образцы 8ми групп патучены из одного ФФПБ; ПК 
-  протеиназа К; жирным шрифтам выделена группа с оптимачьными условиями выделения ДНК; ** -  среднее ариф­

метическое ± стандартная ошибка; р Л -  уровень значимости по сравнению с группой 1

Известно, что для выявления риска рака легкого 
является важным определение полиморфных вариантов 
генов биотрансформации ксенобиотиков (ФБК).

В нашей предыдущей работе [14] была описана ме­
тодика выделения ДНК из ФФПБ и частичное улучшение 
ее качества. Целью настоящего исследования являлась 
оценка возможности проведения генотипирования (на 
основе генов I и II фазы биотрансформации ксенобио­
тиков, а также гена-супрессора р53) с использованием 
ДНК, выделенной из образцов ткани ФФПБ. В работе ис­
пользовали разные методы генотипирования.

Материалы и методы
Исследование было проведено на биологических 

образцах ткани легкого, полученной при аутопсии, и 
хранящейся в Радиобиологическом репозитории тканей 
человека (РРТЧ) Южно-Уральского Института биофи­
зики [1]. После проведения аутопсии ткань фиксиро­
вали в 10% нейтральном формалине в течение 1 суток, 
осуществляли проводку и заливали фрагмент ткани 
жидким парафином. Заливку материала в парафин и 
изготовление парафиновых блоков проводили по стан­
дартной методике [15].

Было отобрано 22 ФФПБ с фрагментами ткани лег­
кого, подготовлен-ных в период с 1981 по 2007 год. Для 
выделения ДНК из ткани легкого свежеприготовленные 
срезы толщиной 10 мкм в стерильных условиях помеща­
ли в 1,5 мл микроцентрифужную пробирку, содержащую 
1 мл ксилола.

Выделение ДНК проводили согласно технической 
инструкции производителя по использованию набора 
QIAamp® DNA FFPE Tissue Kit (QIAGEN, USA). Для 
оптимизации выделения ДНК осуществляли подбор ус­
ловий [14] -  варьировали такими параметрами, как коли­
чество фермента протеиназы К, время инкубации с про- 
теиназой К и количество срезов (табл. 1).

Количество выделенной ДНК измеряли с помощью 
спектрофотометра «Spectronic Genesys 5» (Spectronic Inc., 
USA); целостность ДНК оценивали с помощью гель- 
электрофореза в 2%-ом агарозном геле [14]. Длину фрагмен­
тов выделенной ДНК оценивали с помощью маркера pUC19/ 
MspI (НПО «СибЭнзим», Россия). Для улучшения качествен­
ных и количественных характеристик деградированной ДНК, 
проводили сс удлинение, а также пол-ногеномную амплифи­
кацию, используя набор REPLY-g FFPE Kit (QIAGEN, USA).

В образцах ДНК, выделенной из ткани легко­
го ФФПБ, определены полиморфные варианты генов I 
фазы биотрансформации ксенобиотиков -  CYP1A1*2A 
(rs4646903), CYP1AH2C (rsl048943), CYP2E1 
(rs6413432), II фазы биотрансформации ксенобиотиков-  
mEPOX (rs 1051740 и rs2234922), гена-супрессора опухо­
ли р53 (rs 1042522), а также делеционные варианты генов 
CSTM1, GSTT1. Генотипирование проводили с использо­
ванием метода ПЦР-ПДРФ анализа [13,16], а также масс- 
спектрометрической детекции продуктов реакции мини- 
секвенирования на приборе Microflex (Bruker Daltonics, 
Germany).

Для статистической обработки данных использова­
ли пакет прикладных программ «Statistica 6.0». Стати­
стическую значимость различий оценивали с помощью 
критерия Стьюдента (при р < 0,05). При сравнении долей 
использовали ф-преобразование [17].

Результаты и обсуждение
Было установлено, что самым оптимальным ком­

плексом условий для выделения ДНК из ткани легкого 
ФФПБ, позволившим получить максимальный выход 
ДНК (51,91 нг на 1 срез; 259,48 нг/мкл) являлось исполь­
зование 5 срезов ткани легкого ФФПБ при минимальном 
количестве фермента протеиназы К (100 мкг/мл) и ми­
нимальном времени инкубации с протеиназой К -  4 часа 
(таблица 1, группа 5).



Рис. 1. Примеры электрофореграмм ДНК в 2,0 % агарозном геле (инвертированное изображение).

Проведено выделение ДНК из ткани легкого ФФПБ 
с использованием подобранных оптимальных условий.

Спектрофотометрический анализ выделенной ДНК 
показал, что значения оптической плотности А260/280 
проб находились в пределах 1,8-2,0, что свидетельство­
вало о получении высокоочищенных препаратов [13,18]. 
Средний количественный выход ДНК составлял 112,53 
нг/мкл и варьировал от 7,14 нг/мкл до 549,5 нг/мкл.

При оценке целостности ДНК методом i'ель- 
электрофореза показаны различия в количестве и качестве 
ДНК, выделенной из разных блоков. На электрофоре грам­
ме ДНК (рис. 1) яркие, четкие полосы разгона (дорожки 
1, 3, 5 и 7) указывали на большой выход ДНК (от 98,85 до 
549,50 нг/мкл). Полосы разгона с низкой интенсивностью 
свечения (дорожки 2, 4, 8 и 9) свидетельствовали о малом 
количестве ДНК. Оценка длины фрагментов выделенной 
ДНК с помощью маркера pUC19/MspI показала, что на до­
рожках 1, 3, 5 и 7 находились фрагменты с длиной более 
500 п.н., в то время как на дорожках 2, 4, 8 и 9 ДНК была 
сильно деградированной, и ее основная доля была пред­
ставлена фрагментами малой длины (менее 500 п.н.).

В результате оценки качества 22-х проб ДНК ме­
тодом электрофореза и спектрофотометрии было уста­
новлено, что 18 проб ДНК были нормального качества 
(длина фрагментов более 500 п.н), а 4 пробы ДНК имели 
низкое качество (длина фрагментов менее 500 п.н).

Значительная степень фрагментации, а также малое 
количество ДНК делают затруднительным использование 
ДНК низкого качества для молекулярно-генетических ис­
следований [9,19]. Применение набора REPLY-g FFPE Kit 
(QIAGEN, USA) для образцов ДНК низкого качества по­
зволило осуществить пропорциональную наработку всех 
участков генома и частично восстановить поврежденную 
структуру ДНК. Однако качество ДНК было улучшено 
только в 50% образцов. По-видимому, это связано с тем, 
что длина фрагментов в исходных пробах тех образцов, 
которые не поддались восстановлению, была менее 500 
п.н., что и явилось основной причиной невозможности 
улучшения качества ДНК в этих пробах.

При проведении молекулярно-генетических иссле­
дований с использо-ванием выделенной из тканей ФФПБ 
ДНК стояла задача идентификации индивидуальных ал­
лелей генов (генотипирование) с целью выявления поли­
морфных вариантов. Было проанализировано 10 генов I и 
II фазы биотрансформации ксенобиотиков, а также гены 
репарации ДНК.

Как указано выше, у части проб ДНК, выделенной 
из ткани при ауто-псии, отмечена высокая степень фраг­
ментации, что не позволило нарабо-тать длинный ампли- 
кон для анализа. В связи с этим праймеры были подобра­
ны с учетом получения коротких ампликонов.

При работе с нативной ДНК для проведения ПЦР 
в качестве матрицы обычно используют 100 нг/мкл ДНК 
[17]. В настоящем исследовании при работе с ДНК, вы­
деленной из ткани, сохраняемой в виде ФФПБ, ее кон­
центрацию увеличивали до 200 нг/мкл, чем достигали 
повышение вероятности присутствия в амплификацион- 
ной смеси подходящих по длине фрагментов ДНК. Кроме 
того, для синтеза специфического фрагмента при про­
ведении амплификации ДНК использовали Hot Start Taq 
ДНК полимеразу, которая является наиболее специфич­
ной и высокочувствительной по сравнению с другими 
стандартными ДНК-полимеразами.

Идентификацию! генотипов методом масс- 
спектрометрии, обладающим высокой чувствительностью 
и специфичностью детекции, была успешно проведена по 
всему изучаемому спектру генов во всех пробах ДНК.

Генотипирование образцов методом ПЦР с исполь­
зованием ПДРФ-анализа было проведено только в 18 
пробах ДНК, где ранее было установлено нормальное 
качество и количество исходной ДНК.

В 4 пробах ДНК низкого качества, где анализ ПДРФ 
не был успешным, было проведено частичное восстанов­
ление ДНК путем случайного лигирования коротких фраг­
ментов исходной ДНК. В восстановленных пробах было 
успешно проведено генотипирование методом MALDI- 
TOF масс-спектрометрии, но применение анализа ПДРФ 
снова не привело к положительным результатам.



Таблица 2. Зависимость качества Д Н К  случаев, взяты х для исследования, от срока хранения Ф Ф П Б

№
Срок 

хранения 
ФФПБ, лет

Общее количество 
случаев

Случаи с ДНК 
нормального каче­

ства (%)
М ± пг, 

Значения %
Уровень значи­

мости р*

1 <10 10 10(100,0) 100,0±0,0 -

2 10- 14 9 6 (66,7) 66, 7±5,6 0,032

3 15-31 3 2 (66,7) 66,7±19,2 0,043

Примечание. * -уровень значимости при сравнении с первой группой

Анализ качества ДНК, выделенной из ФФПБ в за­
висимости от срока хранения этих ФФПБ, показал, что 
из ФФПБ со сроком хранения менее 10 лет, ДНК нор­
мального качества выделена в 100% случаев (табл. 2). 
При хранении блоков более 10 лет, ДНК нормального 
качества выделена в 66,7% со статистически значимым 
различием по отношению к первой группе (табл. 2).

Заключение
Использование двух методов генотипирования по­

казало преимущество MALDI-TOF масс-спектрометрии, 
где результат получен в 100% проб; тогда как метод ПЦР- 
ПДРФ результативен был только в 82 % проб. Вероятно, 
как в исходной ДНК низкого качества из-за ее первона­
чальной высокой степени фрагментации, так и в частич­
но восстановленной ДНК этих же образцов, отсутствовал 
сайт узнавания специфической рестриктазы, что и опре­
делило невозможность проведения ПДРФ-анализа.

Несмотря на то, что в частично восстановленной ДНК 
удалось провести генотипирование с применением масс- 
спектрометрии, использование восстановленной ДНК для 
идентификации генотипов не желательно с учетом того, что 
последовательность «сшитых» фрагментов может отличать­
ся от их последовательности в исходной ДНК.

Заслуживает обсуждения качество ДНК, получен­
ной из ФФПБ. Как показано в исследовании, не все про­
бы ДНК были нормального качества. Очевидно, качество 
проб ДНК зависит, прежде всего, от условий и продолжи­
тельности хранения биоматериала на предыдущих этапах 
до приготовления ФФПБ.

Следует отметить, что в последние годы произошел 
качественный сдвиг в сохранении тел умерших, обеспе­
чивающий замедление аутолиза: появились холодильные 
камеры с оптимальной поддерживающей температурой; 
более жесткие нормы при лабораторной подготовке 
ФФПБ [15,20]. Так, строго регламентированы временные 
условия обработки тканей формалином в процессе при­
готовления ФФПБ, используемым для предотвращения 
распада клеток, как вещества, химически видоизменя-
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нормального качества (табл. 2). Пробы ДНК, полученные 
из ФФПБ со сроком хранения >10 лет, были нормаль­
ного качества только в 66,7%. (табл. 2). Предпринятые 
меры, оказавшие положительный качественный сдвиг в 
сохранении тел умерших, дают возможность получения 
ДНК из ткани ФФПБ, пригодной для молекулярно-гене­
тических исследований в течение неограниченного вре­
мени сохранения блоков, при условии их правильного 
хранения. Так, в работах [9,21] показана возможность 
использования ФФПБ, сохраненных в течение пяти де­
сятилетий, в молекулярно-генетических исследованиях, а 
также показано отсутствие влияния продолжительности 
хранения ФФПБ на качество белка в исследованиях по 
поиску биомаркеров.

Таким образом, как показано в настоящем исследо­
вании, возможность успешного использования ФФПБ в 
описанных молекулярно-генетических методах анализа 
определяется сохранностью ДНК.

Если это условие выполняется, срок использования 
ФФПБ для применяемых молекулярно-генетических ис­
следований может бьпъ не ограничен, что подтверждает­
ся и литературными данными. ■
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