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Резюме
Технология тканевых матриц позволяет одновременно определить экспрессию протеинов на множественных тканевых 
образцах, что дает возможность не только получить более точные результаты, но и значительно удешевить само ис­
следование. Этот высокотехнологичный метод может стать путем разрешения многих научных и диагностических про­
блем. Знание особенностей техники изготовления и возможных методов анализа данных может значительно облег­
чить процесс внедрения этой технологии в рутинную практику патоморфолога. Настоящая работа посвящена практи­
ческим аспектам построения множественно-тканных блоков, вариантам анализа и статистической обработки данных, 
полученных с помощью этого метода.
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Summary
Tissue microarray technology allows investigators to detect expression of proteins on multiple tissue samples, which helps to 
obtain more precise results as well as reduce the cost of the study. This high throughput technique can become an effective 
way to solve many scientific and diagnostic problems. Knowledge of preparation and various data analysis techniques may 
facilitate introduction of this method in routine practice pathologist. This review presents practical aspects of construction of 
tissue microarray blocks, validation of the data, and statistical analysis using this method.
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Введение
В отечественной литературе англоязычный тер­

мин “tissue microarray” [1] имеет несколько синони­
мов. Наиболее часто встречаются: “тканевая матрица”, 
“множественно-тканный парафиновый блок”, “мастер- 
блок”, “тканевой чип” [2, 3, 4]. Для построения тканевых 
матриц (ТМА) может быть использован замороженный 
тканевой материал, клеточные линии или, как это бывает 
в большинстве исследований, материал, фиксированный 
в формалине и залитый в парафин. В настоящей работе 
мы будем обсуждать ТМА, которые строятся с использо­
ванием материала залитого в парафин.

ТМА блок -  это парафиновый блок-реципиент в 
который встроены множественные тканевые цилин­
дры, извлеченные из стандартных парафиновых блоков-
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доноров. Организованы эти цилиндры в порядке точ­
но соответствующем системе координат на заранее под­
готовленной карте. Процесс изготовления мастер-блока 
-  многостадийный процесс и включает в себя несколько 
этапов: сбор и подготовку парафиновых блоков-доноров 
и соотвествующих им гистологических препаратов, окра- 
шеных гематоксилином и эозином или другими рутинны­
ми окрасками; планирование типа матрицы и создание 
карты расположения тканевых образцов с использовани­
ем программы Microsoft Excel; подготовку незаполненно­
го блока-реципиента; построение (конструирование) тка­
невой матрицы; выравнивание и закрепление тканевых 
образцов в изготовленной тканевой матрице; микрото­
мию и прикрепление парафиновых срезов на предметные 
стекла (рис. 1). Каждый из этих этапов имеет свои осо­
бенности, которые необходимо учитывать при попытке 
успешно внедрить данную технологию в исследователь­
скую или диагностическую работу. Игнорирование даже 
самых мелких на первый взгляд деталей может обернуть­
ся потерей ценных тканевых ресурсов, а в некоторых слу­
чаях разочарованием в самой методике.

Самый длительный и ответственный этап построе­
ния ТМА это этап сбора и подготовки блоков-доноров и
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Рис.1. Схема изготовления ТМ А

их разметка (рис. 2а). Именно на этом этапе необходима 
работа квалифицированного патолога, исследующего ги­
стологические препараты и выбирающего материал, ко­
торый будет использован для построения ТМА. Необхо­
димо помнить, что ткань в парафиновых блоках-донорах 
должна иметь толщину не менее 2 мм (оптимальная тол­
щина 3-4 мм) для дальнейшего извлечения тканевых ци­
линдров достаточной высоты [5]. Рекомендуется подби­
рать блоки примерно одинаковой толщины. Точную тол­
щину ткани в составе парафинового блока можно изме­
рять, используя радиографический метод с применени­
ем системы “Faxitron X-ray” [6]. Однако широкого при­
менения, на наш взгляд, такая методика не нашла. Поэ­
тому в практике можно использовать обычное увеличи­
тельное стекло (лупу) и измерительную линейку. Гисто­
логические срезы соответствующих блоков, окрашен­
ные гематоксилином и эозином, рекомендуется исполь­
зовать в качестве ориентира для определения представи­
тельных участков ткани. Выбирать следует несколько ре­
презентативных участков из различных отделов. При вы­
боре участков желательно отдавать предпочтение пери­
ферическим отделам ткани, доступным для проникнове­
ния формалина во время фиксации, структурам без не­
кроза, а также с минимальным количеством соединитель­
ной ткани. Следует также учитывать трехмерную струк­
туру ткани [7, 8]. Области интереса следует обводить на 
поверхностях покровных стекол микропрепаратов и па­
рафиновых блоков в точном соответствии друг другу, с 
последующей проверкой под контролем лупы (рис. 26).

Рис.2. О сновны е этапы  изготовления тканевой  ма­
три ц ы  (ТМ А). а - исследование гистологических пре­
паратов и выбор блоков, которые будут использованы 

для построения ТМА; б - использование гистологических 
срезов, окрашенных гематоксилином и эозинам для опре­
деления представительных участков ткани и разметка 
блоков; в - подготовка предметных стекол и покрытие 
их полилизином; г - изготовление блока-реципиента на 

модульной системе для заливки парафинам; д -построе­
ние ТМА-блока с использованием ручного инструмента; 
е - выравнивание и закрепление тканевых столбиков в 

ТМА-блоке проводимое в термостате с использованием 
предметного стекла; ж  - охлаждение мастер-блока на 
льду и снятие стекла; з - микротамия ТМА с использо­
ванием ротационного микротама; и - расправление лен­
ты парафиновых срезов ТМА в водяной бане с последую­
щим переносам их на предметные стекла с полилизино- 

вы.м покрытием.

Для разметки удобно пользоваться цветными перманент­
ными маркерами для письма на стеклянных и твердых 
поверхностях.

Разработка дизайна ТМА обычно является началь­
ным этапом в работе и зависит от целей и задач иссле­
дования. На этом этапе определяется какой материал и 
в каком количестве будет использоваться для построения 
ТМА. Составляется предварительная карта его располо­
жения. Однако после исследования собранных гистоло­
гических препаратов и уточнения имеющихся в наличии 
тканевых ресурсов патоморфолог вносит коррективы и 
составляет окончательный вариант “карты ТМА” или как
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Рис. 3. Карта расположения тканевы х образцов в тканевой матрице составленная 
с использованием програм м ы  M icrosoft Excel. Цифровой слайд среза ТМ А блока.

Расположение каждого тканевого образца точно соответствует расположению на карте 
и легко находится в системе координат XY.

ее часто называют в англоязычной литературе ’’т а р ”. Эта 
карта в дальнейшем используется при построении ТМА 
блока, а также является неотъемлимой частью процесса 
полуколичественного и количественного анализа данных 
(рис. 3).

Особенностью изготовления блока-реципиента яв­
ляется использование парафина или заливочной среды 
с температурой плавления 56-58оС и гистологической 
пластиковой заливочной формы. Мы отдаем предпочте­
ние форме размерами 37x24x10 мм. Все остальные про­
цедуры следует производить по стандартной методи­
ке с применением модульной системы заливки парафи­
ном с использованием гистологических кассет (рис. 2 г). 
Блоки-реципиенты с малейшими дефектами в виде воз­
душных пузырей или трещин отбраковываются и не ис­
пользуются для построения мастер-блока.

Непосредственно конструирование ТМА-блока со­
стоит из нескольких циклически повторяющихся этапов:

•  пробивание пустого блока-реципиента иглой- 
пробойником цилиндрической формы;

•  извлечение парафинового цилиндра из блока- 
реципиента с целью создания полого отверстия;

•  извлечение тканевого цилиндра из парафинового 
блока-донора;

•  перенос и вставка тканевого цилиндра в заготов­
ленное отверстие блока-реципиента;

•  продолжение цикла с целью перемещения следу­
ющего тканевого цилиндра из нового блока-донора в но­
вое отверстие блока-реципиента в соответствии коорди­
натами на карте ТМА.

Для извлечения тканевых цилиндров удобно ис­
пользовать металлические иглы-пробойники с внутрен­
ним зондом (в виде биопсийной иглы с внутренним про­
водником). Выбор диаметра пробойника, расстояние 
между тканевыми образцами следует определить на эта­
пе планирования ТМА с учетом типа и количества иссле- 
доваемого материала. Диаметр столбиков может быть от 
0,6 до 2,0 мм. Высота столбиков также варьирует в зави­
симости от толщины блока-донора. Количество тканевых

цилиндров в матрице может варьировать от 50 до 1000 
и определяется целями и задачами исследования (рис. 2

Д) [9].
В качестве стратегии сохранения тканевых ресурсов 

при гистологичской обработке ТМА необходимо исполь­
зовать специальные технические подходы. Одним из них 
является выравнивание и закрепление тканевых образ­
цов в изготовленной тканевой матрице. Выступающие на 
различную высоту тканевые столбики над поверхностью 
блока следует выравнивать легким нажатием предметно­
го стекла. Для дальнейшего выравнивания поверхности 
ТМА и закрепления тканевых столбиков блок необходи­
мо поместить в термостат (37-40 °С, 10 минут) с этим сте­
клом (рис. 2 е). Стекло следует снять после охлаждения 
блока на льду (рис. 2 ж ) .

Другим немаловажным моментом является ми­
кротомия ТМА и прикрепление парафиновых срезов на 
предметные стекла. Одни исследователи для микрото­
мии используют специальную систему переноса срезов 
на стекло с использованием полимерной ленты [5, 10]. 
Другие предпочитают использовать обычный способ из­
готовления срезов (рис. 2 з, рис. 2 и) [11]. Особенностью 
является необходимость использования позитивно заря­
женных предметных стекол с полилизиновым покрыти­
ем (рис. 2 в) [2].

Важным является способ хранения и использования 
стекол с парафиновыми неокрашенными срезами. Стек­
ла с неокрашенными срезами ТМА лучше использовать 
для иммуногистохимического (ИГХ) исследования сра­
зу или в течение нескольких дней, поскольку антиген­
ные свойства для многих биомаркеров со временем мо­
гут ухудшаться. В современной литературе описана мето­
дика длительного хранения стекол ТМА с парафиновым 
покрытием в десикаторе и в атмосфере с повышенным 
содержанием азота [12, 13]. Однако, на наш взгляд, такая 
необходимость возникает редко. Если срезы не были ис­
пользованы для ИГХ экспериментов сразу, следует хра­
нить их в плотно закрытых пластиковых коробках при 
температуре -  20оС. При необходимости лучше дорезать



блок и изготавливать не более 15-20 срезов за один раз 
на ротационном микротоме, предназначенном только для 
работы с ТМА.

Окрашивание ТМА срезов следует производить по 
стандартным протоколам, применяемым в рутинной ра­
боте иммуногистохимической лаборатории. Следует учи­
тывать, что количество используемых антител и реаген­
тов при окрашивании ТМА срезов уменьшается в не­
сколько раз и позволяет получить дополнительные мате­
риальные ресурсы, которые могут быть в дальнейшем ис­
пользованы на внедрение новых технологий.

Несомненно, оптимальным методом исследования 
гистологических ТМА стекол является компьютеризо­
ванный анализ цифровых изображений, полученных при 
использовании сканирующих систем [14]. Такой подход 
позволяет, не только получить более точные данные с 
применением компьютерных программ для анализа циф­
ровых изображений, но и дает возможность пересылать 
эти данные для консультирования с помощью сети интер­
нет и облегчает процесс сотрудничества различных меди­
цинских учреждений. Если такой метод не доступен, ре­
комендуется полуколичественная оценка с использовани­
ем обычного светового микроскопа. Для объективизации 
исследования оценка результатов ИГХ должна быть про­
изведена независимо несколькими морфологами. Воз­
никшие разногласия могут быть разрешены при допол­
нительном совместном пересмотре ТМА микропрепара­
тов [11]. Полуколичественную оценку ИГХ окрашивания 
следует проводить в соответствии со стандартами, раз­
работанным для каждого маркера. Системы полуколиче- 
ственного анализа, как правило, основываются на оценке 
интенсивности ИГХ реакции и проценте (пропорции) по­
ложительно окрашенных клеток. Так, например, для ана­
лиза уровня экспресии к рецепторам гормонов в раке мо­
лочной железы используются “Allred score”, “H-score” 
в зависимости от принятых в лаборатории стандартов 
и целей исследования [15, 16]. Для оценки уровня экс­
пресии онкобелка HER-2/neu используется стандарт 
“HercepTest” [17].

Однако, каждый исследователь знает, что мало по­
лучить достоверные результаты, их еще надо правильно 
проанализировать. Данные, полученные при исследова-
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нии множественых биомаркеров с использованием ТМА, 
характеризуются высокой степенью аналитической слож­
ности, и, также как и результаты, полученные при иссле­
довании уровня экспрессии десятков и сотен тысяч генов 
при использовании технологии генных микрочипов, тре­
буют применения методов статистики и биоинформати­
ки. Для обработки такого количества данных может быть 
применен кластерный анализ. Кластерные методы ис­
пользуются в анализе экспрессии множественных генов
[18]. Методами кластерного анализа (таксономии, клас­
сификации, кластеризации) решается задача разделения 
множества объектов, таким образом, чтобы все объек­
ты, принадлежащие одному кластеру, были более похожи 
друг на друга, чем на объекты других кластеров.

В онкологических молекулярных исследованиях ши­
рокое применение нашел иерархический кластерный ал­
горитм, позволяющий выявить молекулярные профи­
ли опухолей [19, 20, 21, 22, 23]. Разработаны программы 
GeneCluster [18] и Java Tree View [24], которые позволя­
ют проводить сложный иерархический кластерный ана­
лиз. Эти программы просты в обращении и могут быть ис­
пользованы даже исследователями, не обладающими зна­
чительными познаниями в области статистического про­
граммирования. Необходимо также создание электронных 
баз данных и библиотек цифровых изображений микро­
препаратов ТМА с ИГХ окрашиванием различными био­
маркерами для клинико-морфологических сопоставлений.

В настоящее время исследователи имееют огром­
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