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СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ 

 

ДНК  – дезоксирибонуклеиновая кислота 

ИГХ  – иммуногистохимическое исследование 

ЛПУ  – лечебно-профилактическое учреждение 

ПЦР  – полимеразная цепная реакция 

РНК  – рибонуклеиновая кислота 

ЭВА  – этилен-винилацетат 

MSI  – microsatellite instability (микросателлитная неста-

бильность) 

NGS  – next generation sequencing (секвенирование но-

вого поколения) 
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Введение 
 

Персонализированный подход в медицине оказал суще-
ственное влияние на объём и качество патологоанатомических и 
молекулярно-генетических исследований, необходимых для ди-
агностики онкологических заболеваний человека, предоставле-
ния клиническому онкологу предиктивной, прогностической 
информации для определения оптимальной стратегии лечения. 

Поэтому биомолекулярное тестирование (геномика, тран-
скриптомика, протеомика) из образцов удалённых тканей (за-
ключённых в парафиновые блоки) в настоящее время является 
обязательным компонентом комплекса диагностических меро-
приятий [34, 48, 49]. 

Успехи фундаментальной онкологии и реальной клиниче-
ской практики, внедрение таргетных противоопухолевых препа-
ратов неизбежно привели, в том числе, к совершенствованию 
экстракции изучаемых веществ (нуклеиновых кислот, белков) из 
стандартных гистологических образцов (архивного материала 
патологоанатомических лабораторий). 

В течение длительного времени роль прижизненной патоло-
гоанатомической диагностики существенно изменялась: от су-
хой прогностической констатации наличия злокачественных 
клеток до формирования объёма предиктивной информации не-
обходимой для выбора стратегии лечения. 

Патологоанатомы исследуют микропрепараты, полученные 
из свежезамороженных (срочные интраоперационные исследо-
вания) тканей или материала архивных блоков, окрашенных об-
зорными, гистохимическими, иммуногистохимическими окрас-
ками с целью установления сущности патологического процесса 
[5, 53]. 

Парафиновые блоки легко хранить в архиве, с ними удобно 
работать, транспортировать, что делает их предпочтительным 
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субстратом для биомолекулярных исследований [21, 24]. 
Хотя известно, что фиксация формалином вызывает дегра-

дацию нуклеиновых кислот, новые способы экстракции спо-
собны преодолевать это техническое препятствие [14, 42, 45]. 

Установлено, что формалин вызывает сшивку и модифика-
цию белков, что может быть исправлено высокотемпературной 
демаскировкой антигенов [9, 28]. 

Другие переменные: возраст образца, особенности проце-
дуры выполнения срезов, условия хранения также оказывают 
влияние на качество и количество извлеченных аналитов [7, 10]. 

Тем не менее, получение достаточного объёма материала 
для генетического теста из парафинового блока является вполне 
решаемой процедурой для большинства рутинных тестов [12, 
55, 63]. 

Молекулярно-генетические исследования для пациентов с 
различными онкологическими заболеваниями выполняют для 
выявления чувствительности или резистентности опухоли к те-
рапии, определения генетической предрасположенности к онко-
логическим заболеваниям. В зависимости от варианта генетиче-
ского нарушения такие исследования выполняются с использо-
ванием различных методик: полимеразной цепной реакции, се-
квенирования по Сэнгеру, фрагментного анализа, секвенирова-
ния нового поколения (NGS). 

Например, для пациентов с диагнозом рак лёгкого (одна из 
наиболее распространенных и злокачественных форм опухолей) 
в соответствии с современными клиническими рекомендациями 
лаборатория молекулярной онкологии выполняет панель основ-
ных генетических тестов: мутации в гене EGFR, BRAF, KRAS, 
транслокации с участием генов ALK, ROS1, RET, NTRK1, 
NTRK2, NTRK3, амплификации генов HER2, MET. 

Для получения данной критически важной молекулярной 
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информации существуют различные подходы к обогащению 
конкретных опухолевых популяций способами диссекции тка-
ней парафиновых блоков, каждый из которых оптимизирован 
для определенного типа анализа. 

Ключевая цель диссекции тканей заключается в удалении 
любых ненужных неопухолевых элементов тканей с последую-
щим извлечением ДНК, РНК или белков из желаемых областей, 
тем самым осуществляя обогащение интересующих молекул, 
гена. 

Имеется пять способов диссекции тканей, используемых в 
рутинной деятельности или фундаментальных исследованиях: 

– метод полного соскоба, 
– мануальная макродиссекция, 
– мануальная микродиссекция, 
– лазерная микродиссекция, 
– экспрессионная микродиссекция [19, 27, 37, 60]. 
Благодаря повышению прицельности и точности методы 

микродиссекции становятся всё более востребованными [19, 
40]. 

Обычно срезы тканей представляют собой гетерогенные 
комплексы различных клеток, что приводит к более долгому и 
сложному обнаружению желаемых клеток. Например, микро-
окружение опухоли содержит множество иммунных клеток, 
фибробластов, стволовых клеток, сосудов, что приводит к доста-
точно низкому соотношению опухолевых/неопухолевых клеток 
[50]. 

При отсутствии процедуры обогащения процент злокаче-
ственных клеток по отношению к доброкачественным может 
оказаться настолько низким, что количество мутированного ал-
леля интересующего гена упадёт ниже предела возможностей 
обнаружения молекулярного метода [21]. 
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Современные системы глубокого секвенирования имеют 
предполагаемый специфический для анализа минимальный ли-
мит детекции – около 5%, что требует клеточности опухоли – не 
менее 10%, предполагая аллельную гетерозиготность биомар-
кёра [11]. 

Рядом исследований установлено, что порог лимита детек-
ции для однонуклеотидных вариантов составляет 3%, что тре-
бует, как минимум, 6% клеточности опухоли [51]. 

Следовательно, специфически захватывая только опухоле-
вые клетки или, по крайней мере, обогащая их, оценка их ДНК 
в идеале позволит успешно идентифицировать драйверные му-
тации для эффективного лечения онкологических больных. 
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Глава 1. 
Методы макродиссекции 

 
Макродиссекция ткани – вариант диссекции, выполняемый 

без использования микроскопа или специализированного обору-
дования. Макродиссекции обычно проводятся на структурно од-
нородных срезах тканей. Например, достаточно чётко очерчен-
ные поля опухоли без необходимости обнаружения на большом 
увеличении микроскопа. 

 
1.1. Метод полного соскоба 

 
Полный соскоб тканей – самый простой метод диссекции. В 

ходе выполнения процедуры весь срез ткани удаляется с пред-
метного стекла с помощью лезвия или скальпеля (рис. 1) [17, 37]. 

 

 
 
Рис. 1. Метод полного соскоба. 1 этап – лезвием бритвы весь 

срез ткани (в случае цитологического препарата – скопления 
клеток), расположенный на предметном стекле, соскабливается 
с поверхности. 
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В основном срезанный фрагмент прилипает к лезвию в ре-
зультате электростатического взаимодействия, но гидростатиче-
ские силы также могут оказывать влияние [33]. 

Тканевую скрученную «стружку» переносят в микроцен-
трифужную пробирку (тип эппендорф) для дальнейшей лабора-
торной химической обработки (рис. 2). 

 

 
Рис. 2. Метод полного соскоба. 2 этап – удалённая ткань пе-

реносится с кромки лезвия бритвы в микроцентрифужную про-
бирку для дальнейшей лабораторной обработки.  

 
Некоторые лабораторные техники создают тканевую 

«стружку» непосредственно из парафинового блока, которую 
затем, вместо нанесения на предметное стекло, помещают в мик-
роцентрифужную пробирку. Быстрые последовательные движе-
ния лезвия ножа санного микротома без придерживания среза 
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ткани лаборантом приводит к их сворачиванию в длинную 
трубку, что облегчает перенос в пробирку. 

В настоящее время этот метод является самым быстрым и 
дешёвым способом выделения клеточных структур из парафи-
нового блока. Установлено, что наибольшее количество нукле-
иновых кислот выделяется в результате использования именно 
этой процедуры [15, 35]. 

Тем не менее, для большинства востребованных молеку-
лярно-генетических тестов в онкологической практике полный 
соскоб тканей имеет недостаточную точность и не является луч-
шим решением, если для исследуемого типа клеток (опухолевые 
клетки, клетки воспалительного ряда, элементы микроокруже-
ния) требуется дальнейшее обогащение [65]. 

Ещё недавно эта техника получения ДНК для тестирования 
мутаций в опухолях была широко распространена. В то же время 
увеличивается потребность в микродиссекции и анализе еди-
ничных или немногочисленных групп клеток [40]. 

Как правило, зачастую срезы тканей представлены гетеро-
генными структурами или имеют смешанное строение. А собра-
ние всех присутствующих клеток в одну пробирку может скрыть 
искомую клеточную популяцию и исказить результат молеку-
лярного исследования. 

Одна из практических ситуаций, когда оправдано использо-
вание полного соскоба тканей – необходимость оценки качества 
ДНК, РНК, белка перед последующей микродиссекцией [41]. 

Поскольку сама микродиссекция может оказывать влияние 
на результат молекулярного теста, важно понять исходное каче-
ство исследуемого субстрата, прежде чем пытаться продолжить 
анализ. 

Измерение качества ДНК или РНК, выделенных из клеточ-
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ного лизата, может быть проведено методом спектрофотомет-
рии с учетом определённых коэффициентов поглощения.  

Метод полного соскоба ежедневно использовался в генети-
ческих лабораториях из-за отсутствия в штате генетической ла-
боратории врача-патологоанатома. 

 
Достоверный результат молекулярного тестирования обес-

печивался стечением ряда внешних обстоятельств: 
1. Селекция биоматериала на предварительных этапах. 1 па-

рафиновый блок, направляемый на молекулярно-генетическое 
исследование, как правило, содержит опухолевые клетки, т.к. 
его посмотрел и отобрал из всех блоков пациента врач-патоло-
гоанатом, ответственный за выдачу биоматериала в первом ле-
чебном учреждении. Проблема состояла в том, что на последу-
ющих диагностических этапах, в других ЛПУ, с блока могли вы-
полнять повторно срезы. Поэтому опухолевые структуры, рас-
положенные очагами и неравномерно, могли быть изрезаны в 
блоке полностью. 

2. Возможности молекулярных методов: например, для вы-
полнения теста методом цифровой капельной ПЦР доля опухо-
левых клеток в общей массе может не превышать 1%. И, тем не 
менее, мутированная аллель будет успешно детектирована. 

 
В настоящее время присутствует диагностическая необхо-

димость обнаруживать единичные опухолевые клетки в образ-
цах удалённых опухолевых очагов после неоадъювантной хи-
миотерапии. Неоадъювантная системная терапия является клю-
чевым методом лечения пациентов до проведения хирургиче-
ского вмешательства. Выраженность ответа опухоли на неоадъ-
ювантную терапию является ключевым фактором оценки про-
гноза заболевания, эффективности проведённой терапии. 
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Достижение полного патологоанатомического ответа у па-
циенток с раком молочной железы является прогностическим 
фактором долгосрочного исхода со значительно лучшей безре-
цидивной и общей выживаемостью. Например, для определения 
выраженности лечебного эффекта химиотерапии в препаратах 
молочной железы осуществляется патологоанатомическое ис-
следование ложа остаточной опухоли. Это трудоемкая проце-
дура и обнаружение единичных опухолевых клеток на фоне вос-
палительных и фиброзных изменений может быть серьёзно за-
труднено. 

Для идентификации опухолевого ложа используют радио-
логические клипсы, обнаруживаемые макроскопически или с 
помощью рентгенографии. Независимо от размера препарата 
молочной железы для реконструкции препарата выполняют 
тщательное картирование, используя фотографирование или со-
здавая диаграмму. 

В случаях, если резидуальная опухоль не обнаруживается, 
исследуют 1 полный поперечный срез-пластину (или 5 репре-
зентативных срезов для крупных опухолей) области, соответ-
ствующей размеру опухоли до лечения через каждый 1 см (1-2 
см для крупных опухолей) с максимумом в 25 блоков. Исполь-
зование ультрачувствительных молекулярных методов позво-
ляет обнаруживать единичные клетки путём детекции драйвер-
ных мутаций (например, TP53 в BRCA1-ассоциированном раке 
молочной железы). 

В этом случае взятие биоматериала с парафиновых блоков 
ложа опухоли выполняется методом полного соскоба, т.к. оста-
точные опухолевые клетки, если они присутствуют, обычно рас-
полагаются в виде инфильтрирующих тяжей, гнёзд и отдельно 
рассеянных клеток [3, 59]. 
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В качестве материала для молекулярно-генетического ис-
следования могут использоваться самые различные биологиче-
ские образцы – ткань опухоли, кровь, цитологические мазки-от-
печатки, выпотная жидкость и т. д. Использование цитологиче-
ского материала и клеточных блоков для исследования мутаций 
гена EGFR в немелкоклеточном раке легкого оказывается 
успешным при условии применения чувствительных методов 
тестирования. 

Цитологический материал пригоден для всех разновидно-
стей молекулярно-генетического анализа – как ДНК-, так и РНК-
тестов. Для проведения молекулярного тестирования может ока-
заться достаточно всего одного стекла, содержащего не менее 50 
опухолевых клеток [2, 46]. И в этом случае взятие клеток с по-
верхности цитологического микропрепарата выполняется мето-
дом полного соскоба. 

Необходимость второго мнения в оценке патологоанатоми-
ческой картины редких злокачественных образований, исполь-
зование пациентами права выбора медицинской организации в 
рамках программы государственных гарантий оказания бесплат-
ной медицинской помощи, несоответствие патологоанатомиче-
ского диагноза клинической картине и течению заболевания 
иногда может привести к необходимости проведения генетиче-
ской экспертизы с целью установления принадлежности паци-
енту биологического материала (парафиновых блоков). В этом 
случае взятие биоматериала для генетического тестирования с 
исследуемых парафиновых блоков выполняется методом пол-
ного соскоба. 

При подозрении на наличие в блоке пациента посторонних 
биологических включений выполняется микродиссекция всех 
интересуемых участков (рис. 3) [32].  
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Рис. 3. Биоптаты слизистой оболочки толстой кишки, полу-

ченные в ходе плановой процедуры у пациента с хроническим 
язвенным колитом. Единичный отдельно лежащий фрагмент 
аденоматозного эпителия толстой кишки (стрелка и вставка), то-
гда как остальные фрагменты слизистой оболочки толстой 
кишки с воспалительной инфильтрацией с умеренной активно-
стью (окраска гематоксилином-эозином, × 34 и × 320 [вставка]) 
(приводится по [32]).  

 
1.2. Мануальная макродиссекция 

 
Другим распространённым методом тканевой диссекции яв-

ляется мануальная макродиссекция. В отличие от полного со-
скоба тканей, собираются только зоны интереса, а не весь срез 
ткани. 

В данном случае сначала патологоанатом исследует микро-
препарат, окрашенный гематоксилином-эозином, очерчивает 
интересующий участок маркёром с целью выделения основной 
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области обогащения исследуемой группы клеток. Как правило, 
это выполняется во время рутинной работы с исследуемыми об-
разцами. 

Затем размеченный слайд сопоставляется с неокрашенным 
срезом, расположенным на предметном стекле, после чего зоны 
интереса удаляются с неокрашенного микропрепарата с помо-
щью лезвия бритвы или скальпеля (рис. 4) [25, 26, 52, 64]. 

 

 
 
Рис. 4. Метод мануальной макродиссекции. 1 этап – на ис-

следуемом срезе тканей, расположенном на предметном стекле, 
окрашенном гематоксилином и эозином, маркёром обозначается 
контур области с максимальным процентом опухолевых клеток. 
После чего таким образом размеченный микропрепарат сопо-
ставляется с аналогичным серийным неокрашенным срезом на 
втором предметном стекле, на котором интересующая область 
удаляется лезвием скальпеля. 
 

После этого удалённая ткань переносится в микроцентрифу-
жную пробирку для дальнейшей обработки (рис. 5). 
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Рис. 5. Метод мануальной макродиссекции. 2 этап – удалён-

ная ткань переносится с кромки лезвия ножа в микроцентрифу-
жную пробирку для дальнейшей лабораторной обработки.  

 
Мануальная макродиссекция выполняется для большинства 

удалённых опухолей с достаточно четкими границами и высо-
ким процентом опухолевых клеток по сравнению с неопухоле-
выми. 

Использование этого метода позволяет избежать участков с 
низким «выходом» (например, зоны некроза), высокой приме-
сью неопухолевых элементов (например, воспаление), прилежа-
щих нормальных полей и участков с пониженной плотностью 
опухолевых клеток (области фиброза). 

Как и полный соскоб тканей, этот метод быстрый, недоро-
гой и генерирует большое количество нуклеиновых кислот. 
Вместе с тем необходимость патологоанатомического исследо-
вания перед диссекцией увеличивает стоимость процедуры, 
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время выполнения, риск влияния «человеческого фактора» [25, 
26, 52, 64]. 

В референсных центрах парафиновые блоки поступают из 
других ЛПУ, поэтому рабочий процесс организован таким обра-
зом, чтобы вначале материал попал в лабораторию молекулярной 
онкологии. 

После завершения диссекции блоки направляются в патоло-
гоанатомическую лабораторию для выполнения прижизненной 
патологоанатомической диагностики. 

Таким образом, поступление материала в генетическую лабо-
раторию, макродиссекция, передача в патологоанатомическое от-
деление происходит в течение 1 рабочего дня. Время на выполне-
ние процедуры ограничено, а для повторных (если не нуклеино-
вые кислоты не выделились и т.д.) – не предусмотрено. В этом 
случае можно применить панч-метод (рис. 6). 

 

 
 
Рис. 6. Метод мануальной макродиссекции. Панч-метод 

(приводится по [47]). 
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Патологоанатом исследует микропрепарат, маркирует обла-
сти интереса, после чего инструментом для панч-биопсии извле-
кает из парафинового блока один или несколько столбиков ткани 
1-3 мм диаметром (рис. 7). 

 

 
 
Рис. 7. Инструменты, необходимые для выполнения ману-

альной макро- и микродиссекции: скальпели, препаровальная 
игла, панчер. 
 

Затем они могут быть перенесены в микроцентрифужную 
пробирку и направлены на дальнейшую лабораторную обра-
ботку, либо погружены в парафиновый блок-реципиент (рис. 8) с 
дальнейшей серийной экономной нарезкой на микротоме (рис. 9). 
В последнем случае материал остаётся доступен для повторного 
молекулярного и иммуногистохимического тестирования. 

В ряде опубликованных научных работ приводятся сведе-
ния об эффективном использовании мануальной макродиссек-
ции в исследованиях по оценке мутационного статуса BRAF у 
пациентов с метастатической меланомой [36], опухолей голов-
ного мозга [22]. 
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Рис. 8. Исходный микро-

препарат с обведённой зоной 
опухоли, блок-донор, блок-
реципиент со столбиком опу-
холевой ткани 3 мм диамет-
ром. 

 
Рис. 9. Выполнение ману-

альной макродиссекции с ис-
пользованием блока-реципи-
ента со столбиком опухоли и 
ротационного микротома. 

 
J.R. Dijkstra et al. (2013) в серии экспериментов с клеточ-

ными линиями KRAS-мутированной колоректальной карци-
номы установили, что возможность обнаружения мутаций гена 
KRAS методами секвенирования по Сэнгеру, пиросеквенирова-
ния, ПЦР снижается при содержании опухолевых клеток в об-
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разце в объеме ≤15%. А при достижении порога в 2,5% иденти-
фикация становится невозможной [16]. 

По этой причине определение процента опухолевых клеток 
в гистологических образцах перестаёт быть формальной проце-
дурой. При том, что в рутинной диагностике возможности циф-
ровой патологии малодоступны и определение клеточности вы-
полняется визуально, «на глаз». 

K. Dufraing et al. (2018) проанализировали варианты выде-
ления патологоанатомами областей интереса маркёром. Было 
установлено 6 основных геометрических форм: большой круг, 
большой квадрат, географический контур опухоли, маленький 
круг (диаметр <5 мм), маленький квадрат (сторона <5 мм), при-
цельный контур опухоли (область отмечена пунктиром) (рис. 
10) [18]. 

Диагностический порог в исследовании был выбран в 30% 
опухолевых клеток. 

Патологоанатомы, которые использовали методы более точ-
ного разграничения (малый круг, малый квадрат, прицельный 
контур), делали более точные оценки процента опухолевых кле-
ток, чем при использовании грубых методов (большой круг, 
большой квадрат, географический контур опухоли, полный со-
скоб стекла). 

Авторы исследования отмечают, что большинство патоло-
гоанатомов определяют процент опухолевых клеток образца как 
отношение «опухолевые клетки/все клетки в области избранной 
для диссекции» (в области с максимальным скоплением опухо-
левых клеток). 

К тому же лишь небольшая часть патологов тщательно ука-
зывала увеличения микроскопа, на которых выполнялось иссле-
дование, с описанием участков. Ещё реже производился прямой 
подсчёт клеток. 
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Рис. 10. Метод мануальной макродиссекции. Варианты вы-

деления области интереса: большой круг (А), большой квадрат 
(B), географический контур опухоли (С), маленький круг (диа-
метр <5 мм) (D), маленький квадрат (сторона <5 мм) (E), при-
цельный контур опухоли (область отмечена пунктиром) (F) 
(приводится по [18]). 
 

Специалисты стремились выбирать область диссекции с 
учётом степени выраженности воспалительной инфильтрации, 
типа опухолевого распространения (скопления клеток или раз-
бросанное расположение), наличия десмопластической стромы, 
некрозов, слизи, жировой ткани. По мнению авторов, внима-
тельное определение процента опухолевых клеток в первую оче-
редь способствует снижению количества ложно-негативных ре-
зультатов [18]. 
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Глава 2. 
Методы микродиссекции 

 
Микродиссекция тканей – способ диссекции, выполняемый 

с помощью микроскопа и специализированного оборудования. 
Микродиссекции обычно выполняется на тканях смешанного 
строения или выраженной гетерогенностью, а также небольших, 
определенных областях/функциональных единицах (например, 
клубочки почки). 

 
2.1. Мануальная микродиссекция 

 
Потребность совершенствования методов микродиссекции 

вследствие неоднородности тканей была обозначена в 1970-х го-
дах O.H. Lowry et al. (1971) [33]. 

Мануальная микродиссекция в целом похожа на метод ма-
нуальной макродиссекции. Главным отличием является исполь-
зование микроскопа. 

Может быть применён либо составной микроскоп, либо сте-
реомикроскоп. Последний имеет дополнительные преимуще-
ства, связанные с большим пространством для перемещения рук 
и неинвертированным полем зрения [33]. 

В ходе данной процедуры ранее идентифицированные зоны 
интереса удаляют путем аккуратного соскабливания иглой, 
скальпелем или наконечником пипетки (рис. 11). 

Затем удалённую ткань переносят в микроцентрифужную 
пробирку для дальнейшей лабораторной обработки (рис. 12) 
[44]. 
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Рис. 11. Метод мануальной микродиссекции. 1 этап – на 

предварительно исследованном срезе тканей, расположенном на 
предметном стекле, области интереса удаляются иглой со среза 
под контролем световой микроскопии.  

 

 
 
Рис. 12. Метод мануальной микродиссекции. 2 этап – уда-

лённая ткань переносится со среза иглы в микроцентрифужную 
пробирку для дальнейшей лабораторной обработки. 
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Этот метод гораздо более точен, чем два выше рассмотрен-
ных способа, поскольку могут быть извлечены конкретные мик-
роскопические тканевые структуры с определёнными архитек-
турными признаками. В результате такой точности опухолевая 
ДНК в образцах с высокой степенью гетерогенности может быть 
обогащена, тем самым преодолевая пределы возможностей мак-
родиссекции. 

Данная техника также остается недорогой, поскольку для её 
проведения не требуется особого специализированного обору-
дования. Однако клеточный уровень прецизионности (с точно-
стью до клетки) данным методом не достигается. Кроме того, 
микродиссекция приводит к нарушению целостности исследуе-
мой ткани, что затрудняет проверку точности исполнения про-
цедуры [19]. Определённый компромисс в этом вопросе дости-
гается использованием автоматических режущих инструментов 
с электронным управлением (например, система AVENIO 
Millisect System) [25, 52]. Однако эти методы, как правило, явля-
ются трудоемкими и требуют некоторой квалификации патоло-
гоанатома. 

P.M. Lokhandwala et al. (2019), анализируя онкогенные му-
тации в меланомах для мануальной микродиссекции, применяли 
Pinpoint Slide DNA Isolation System (Zymo Research) (рис. 13). 

Данный оригинальный подход включает использование 
коммерческого раствора, который при нанесении на микропре-
парат соединяется (сливается) с тканью среза, расплавляя зоны 
интереса. Кроме того, он представляет транспортировочную 
среду, которая вместе с необходимыми клетками может быть пе-
ренесена в микроцентрифужную пробирку [43]. 

Мануальная микродиссекция обычно предусматривается 
для случаев с низким процентом содержания опухолевых клеток 
в гистологическом образце. 



26 

 
 
Рис. 13. Метод мануальной микродиссекции с применением 

Pinpoint Slide DNA Isolation System (приводится по [47]). 
 

Например, N.M. Ardakani et al. (2016) использовали ману-
альную макродиссекцию для аденокарциномы лёгких с процен-
том опухолевых клеток >50% и применяли мануальную микро-
диссекцию для образцов <50%. В 474 из 493 исследованных об-
разцов наблюдалась достаточная клеточность опухоли для се-
квенирования гена EGFR (секвенирование Cobas 4800 EGFR 
Mutation Test и секвенирование по Сэнгеру) [6]. 

S. Roy-Chowdhuri et al. (2015) изучали молекулярный статус 
PIK3CA и AKT1 в опухолях молочной железы. Для образцов с 
клеточностью опухоли >20% использовали мануальную макро-
диссекцию, для остальных – мануальную микродиссекцию [56].  

Минимальный порог диссекции – соотношение опухоль/не-
опухоль существенно варьирует для разных клинических ситуа-
ций. Практические рекомендации по лекарственному лечению 
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немелкоклеточного рака лёгкого предусматривают для EGFR-
позитивных больных при прогрессировании на фоне таргетной 
терапии тирозинкиназными ингибиторами первого и второго 
поколений выполнение повторных биопсий с определением му-
тации вторичной резистентности Т790М с помощью молеку-
лярно-генетического исследования. 

Обновлённое руководство для генетических лабораторий по 
селекции больных раком лёгкого для лечения ингибиторами ти-
розинкиназ Американского колледжа патологоанатомов реко-
мендует использовать тест-системы для обнаружения мутаций 
гена EGFR в образцах с содержанием опухолевых клеток 20%, а 
для EGFR Т790М как минимум в 5% жизнеспособных клеток 
[39]. 

Практические рекомендации по лекарственному лечению 
рака ободочной кишки, ректосигмоидного соединения и прямой 
кишки указывают, что при исследовании биопсийного матери-
ала на наличие микросателлитной нестабильности (MSI) мето-
дом ПЦР необходимо оценить содержание опухолевых клеток в 
образце (их должно быть не менее 50 %) [4]. 

Межрегиональная организация молекулярных генетиков в 
онкологии и онкогематологии подчёркивает, что риск пропу-
стить MSI в раке эндометрия увеличивается в случаях исследо-
вания образца с содержанием опухолевой ткани 20 % и менее, 
при выраженной инфильтрации лимфоцитами, при сочетании 
инвазивного рака и атипической гиперплазии. При невозможно-
сти оптимальной диссекции (не менее 50 %) – рекомендация от-
казаться от проведения исследования молекулярно-генетиче-
ским методом [1]. 

Инструкция сервиса геномного профилирования всех со-
лидных опухолей FoundationOne®CDx предусматривает для ги-
стологического образца оптимальный порог – 30% опухолевых 
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клеток, минимальный – 20% [23]. 
A. Smits et al. (2014) изучали воспроизводимость разными 

патологами оценки процента опухолевых клеток в гистологиче-
ских образцах. Избранный минимальный диагностический по-
рог для тестирования составлял 20% опухолевых клеток. Оказа-
лось, что в трети наблюдений (38%) с низким содержанием опу-
холевых клеток (менее 20%) патологоанатомы субъективно оце-
нивали их как ≥20%. В качестве референса в исследовании при-
менялся прямой подсчёт клеток. Таким образом, авторами под-
тверждается ключевая опасность при визуальной оценке в пре-
увеличении специалистами соотношения опухоль/неопухоль, 
что неизбежно приведёт к ложно-негативным результатам гене-
тического тестирования [58].  

 
2.2. Лазерная микродиссекция 

 
Лазерная захватывающая микродиссекция – метод диссек-

ции тканей, применяемый в фундаментальных, поисковых ис-
следованиях. В данном случае режущим инструментом для уда-
ления зон интереса, отдельных клеток с необходимыми характе-
ристиками из среза ткани под микроскопической навигацией 
выступает инфракрасный или ультрафиолетовый лазерный луч 
(рис. 14). 

Системы лазерной микродиссекции производятся несколь-
кими производителями. Основными компонентами данного при-
бора являются: инвертированный микроскоп, источник лазерного 
излучения, блок управления лазерным лучом, механизм управле-
ния столиком микроскопа, цифровая камера и монитор для визу-
ализации цели.  

Технологии изоляции выбранной области среза ткани в по-
добных системах обладают рядом особенностей. 
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Рис. 14. Метод лазерной микродиссекции. Области интереса 

выделяются с помощью установленной на микроскоп цифровой 
камеры (а). Для инфракрасной лазерной микродиссекции необ-
ходимые клетки избирательно прилипают к мембране, которая 
переносится в микроцентрифужную пробирку для дальнейшей 
лабораторной обработки (b, c). Для ультрафиолетовой лазерной 
микродиссекции необходимые клетки вырезаются из среза 
ткани и отлетают в крышку пробирки (d, e) (приводится по [62]). 
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В некоторых системах (например, Arcturus, ThermoFisher Sci-
entific, США) инфракрасный лазерный луч используется для рас-
плавления специальной термопластической пленки из этилена-
винилацетата (ЭВА) на ткани, тем самым позволяя приподни-
мать выделенный участок, встроенный в полимер, для перенесе-
ния в микроцентрифужную пробирку. Адгезия клеток к пленке 
ЭВА превосходит по силе их адгезию к предметному стеклу, 
позволяя удалять интересующие области вместе с плёнкой, 
оставляя при этом оставшуюся окружающую ткань нетронутой 
[61]. 

В других системах (например, Leica Microsystems, Германия) 
реализуется бесконтактный перенос образца – после лазерной 
диссекции ткань попадает в пробирку только под действием силы 
тяжести. 

В третьих системах (например, PALM Zeiss, Германия) срезы 
тканей помещают на специальные мембраны или предметные 
стёкла со специальным покрытием, а лазер применяют для выре-
зания материала, расположенного за пределами выбранного 
участка. Затем участок ткани (в некоторых случаях с мембраной) 
непосредственно помещают в пробирку для последующего моле-
кулярного анализа. Важно учитывать, что продолжительность 
процедуры микродиссекции 0,5-1мм2 ткани 1 образца на 
PALM® Micro Beam microscope (P.A.L.M Microlaser Technologies 
AG) занимает 30-120 мин [13]. 

Использование машинного обучения может быть эффектив-
ным при определении областей интереса, уменьшая длитель-
ность процедуры и снижая субъективизм специалиста. Напри-
мер, алгоритм Spatially Invariant Vector Quantization (SIVQ) про-
демонстрировал определённую точность в программном про-
дукте для системы лазерной микродиссекции, увеличив про-
пускную способность метода [30, 31]. 
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Тем не менее, оборудование для лазерной диссекции, специ-
альные расходные материалы делают стоимость процедуры за-
предельной для рутинного применения. 

 
2.3. Экспрессионная микродиссекция 

 
Оригинальная форма диссекции тканей – экспрессионная 

микродиссекция – была впервые представлена M.A. Tangrea et 
al. в 2004 году [60]. Для этого способа срез ткани сначала окра-
шивают иммуногистохимическим методом (ИГХ) для выделе-
ния искомого типа клеток или вещества, представляющего ин-
терес. 

Таким образом, для формирования областей интереса ис-
пользуются предопределённые тканевые и клеточные характе-
ристики. Затем срез ткани покрывается ЭВА плёнкой, а иммуно-
гистохимически окрашенные клетки приклеиваются к плёнке в 
результате воздействия лазера или мощной фотовспышки. В от-
личие от лазерной микродиссекции облучается весь срез ткани 
целиком, что позволяет ЭВА-плёнке избирательно расплав-
ляться непосредственно над пигментированными (ИГХ) клет-
ками. 

Пигментированные клетки преобразуют световую энергию 
в тепловую, поэтому связывание ЭВА-плёнки с необходимыми 
клетками происходит сильнее, чем соединение остальных кле-
ток, расположенных на срезе. Далее, во время удаления плёнки 
происходит их перенос со стекла. В завершение процесса плёнка 
помещается в микроцентрифужную пробирку для дальнейшей 
лабораторной обработки (рис 15, 16) [38, 51, 60]. Плёнка ЭВА, 
используемая для экспрессионной микродиссекции, в отличие 
от лазерной, не содержит светопоглощающего красителя [60]. 
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Рис. 15. Метод экспрессионной микродиссекции. Области 

интереса выделяются иммуногистохимически. Первичное и вто-
ричное антитело связываются молекулой, которая присутствует 
в изучаемых клетках, а окрашивание производится с помощью 
пероксидазы хрена (а). Окрашенные клетки привариваются к 
мембране под влиянием мощной фотовспышки (b). Мембрана с 
окрашенными клетками переносится в микроцентрифужную 
пробирку для дальнейшей лабораторной обработки (с) (приво-
дится по [62]). 
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Рис. 16. Влияние выбора микродиссекции (экспрессионная 

и мануальная) на результат данных NGS (приводится по [54]). 
 

Эта особенность материала обеспечивает возможность фо-
кального плавления ЭВА только на пигментированных клетках 
[29]. 

Преимущества экспрессионной микродиссекции заключа-
ются в сочетании скорости и точности, а также исключении воз-
можного влияния человеческого фактора. 
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Заключение 
 

Определение морфологии новообразований является одной 
из необходимых задач диагностики онкологических заболева-
ний человека. В настоящее время геномика, транскриптомика и 
протеомика определенных клеток, а не всего объёма опухолевой 
ткани, стали ключом к пониманию основных механизмов злока-
чественной трансформации. 

Экстракция желаемых молекул, нуклеиновых кислот из лег-
кодоступных тканей парафиновых блоков, позволяет выполнять 
востребованные молекулярные тесты. Методы получения био-
материала охватывают диапазон от полного соскоба крупных 
областей интереса до отдельных клеток. 

По мере того, как мы продвигаемся вперед и лучше пони-
маем генетические вариации, которые управляют злокачествен-
ными новообразованиями, совершенствование методов диссек-
ции позволяет получить репрезентативный молекулярный мате-
риал и достоверный генетический результат, который необхо-
дим каждому онкологическому пациенту. 
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ПРИЛОЖЕНИЯ 
 

Приложение 1 
 

Задачи патологоанатомического 
исследования микропрепарата 

перед молекулярным тестированием 
 

Патологоанатомическое исследование микропрепарата пе-
ред молекулярным тестированием включает исследование пара-
метров, оказывающих влияние на результаты генетического 
анализа: 

 
1) определение соответствия гистологического типа опу-

холи назначенному тесту, 
2) определение соотношения опухоль/не опухоль для 

оценки чувствительности молекулярного теста, 
3) оценку репрезентативности присланного микропрепа-

рата, 
4) оценку адекватности гистологической обработки об-

разца, 
5) оценку сопутствующих патологических процессов, за-

трудняющих молекулярное профилирование, 
6) оценку выраженности внутриопухолевой гетерогенности 

(рис. 17-22). 
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Рис. 17. Определение соответствия гистологического типа 

опухоли назначенному тесту в биоптатах лёгкого: 
А) немелкоклеточная карцинома солидного строения 

(окраска гематоксилином-эозином, × 400), TTF1 – положитель-
ная ядерная экспрессия (× 400), иммунофенотип соответствует 
аденокарциноме; 

Б) немелкоклеточная карцинома солидного строения 
(окраска гематоксилином-эозином, × 400), CK5/6 – положитель-
ная цитоплазматическая экспрессия (× 400), иммунофенотип со-
ответствует плоскоклеточной карциноме. 
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Рис. 18. Определение соотношения опухоль/не опухоль в 

биоптате лёгкого (окраска гематоксилином-эозином, × 25) с по-
мощью иммуногистохимического исследования TTF1 (× 400). 

 

 
Рис. 19. Оценка репрезентативности присланного микропре-

парата. Фрагмент стенки бронха (окраска гематоксилином-эози-
ном, × 25), выстлан респираторным эпителием типового строе-
ния (× 400). Опухолевые клетки отсутствуют (материал не при-
годен для молекулярного тестирования). 



38 

 
Рис. 20. Оценка адекватности гистологической обработки 

образца. Биоптат слизистой оболочки бронха (окраска ге-
матоксилином-эозином, × 25) с артефактами проводки и окра-
шивания. 

 

 
Рис. 21. Оценка сопутствующих патологических процессов, 

затрудняющих молекулярное профилирование. Фрагмент ткани 
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яичника после неоадъювантной химиотерапии: 
А) с выраженной очаговой лимфомакрофагальной инфиль-

трацией, фиброзом (окраска гематоксилином-эозином, × 100), 
Б) с очагами некрозов, псаммомными тельцами, единич-

ными структурами серозной карциномы высокой степени злока-
чественности (окраска гематоксилином-эозином, × 100). 

 

 
 
Рис. 22. Оценка выраженности внутриопухолевой гетеро-

генности. Саркоматоидная карцинома лёгкого (окраска ге-
матоксилином-эозином, × 25): 

А) плоскоклеточный компонент опухоли (окраска ге-
матоксилином-эозином, × 100), 

Б) веретеноклеточный компонент опухоли (окраска ге-
матоксилином-эозином, × 100), 

В) поля некрозов (окраска гематоксилином-эозином, × 100). 
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Приложение 2 
 

Алгоритм подготовки тканей 
парафиновых блоков для молекулярного анализа 

 
Реагенты 
100% этанол 
Ксилол 
Вода, свободная от РНКаз 
Расходные материалы 
Непокрытые, незаряженные стёкла 
Стерильные перчатки 
Одноразовые лезвия для микротома 
Фен 

 
1. Приготовьте все образцы, реагенты, микропробирки. 
2. Перед началом работы очистите (протрите) рабочее место, 

используя чистые стерильные перчатки: 
А. Уберите все частицы парафина и обрывки срезов тканей с 

рабочей поверхности вначале феном, затем протрите ксилолом. 
Б. Протрите все инструменты 100% этанолом (пинцеты, пре-

паровальные иглы, скальпели, карандаши и т.д.). 
В. Замену лезвий на микротоме производите после каждого 

блока или, как минимум, при смене материала после каждого па-
циента. Если используются несъёмные лезвия, то проводите их 
последовательную очистку ксилолом, затем 100% этанолом, в за-
вершение – деионизированной водой. 

Г. Очистите водяную баню водой, свободной от РНКаз, и 
наполните деионизированной водой. 

3. Сделайте достаточное количество срезов с каждого блока, 
используя чистые перчатки и чистые инструменты. 

А. Толщина срезов должна быть 5-10 мкм. 
Б. Используйте стандартные непокрытые, незаряженные 

стекла. 
В. Для лазерной микродиссекции необходимо использовать 

стёкла, рекомендуемые производителем оборудования. 
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Г. Немедленно смахивайте с рабочей зоны все неиспользуе-
мые срезы с помощью фена. 

Д. Для предотвращения аэрозольной контаминации разго-
воры должны быть сведены к минимуму. 

4. В случае сворачивания срезов в трубки помещайте их в 
маркированные микропробирки в соответствии с установленным 
порядком. 

5. Очистка рабочей поверхности проводится после работы с 
каждым блоком. Замена перчаток должна происходить через каж-
дые 5 блоков (если блоки от 1 пациента) или каждый раз при 
смене пациента. 

6. Стекла со срезами используйте как можно скорее. Допус-
кается хранение при комнатной температуре. Не проводите депа-
рафинизацию среза до процедуры микродиссекции. 

 
Подготовка к микродиссекции требует соблюдения опреде-

лённых правил, что позволяет избежать загрязнения ткани или 
ДНК во время работы. Необходимо соблюдать меры предосто-
рожности на рабочем столе: очищать рабочее место и инстру-
менты, выполнять замену одноразовых перчаток и лезвий между 
процедурами диссекций отдельных образцов. Необходимо учи-
тывать тип фиксирующего раствора. 

Срезы должны быть приготовлены с соблюдением мер 
предосторожности, чтобы минимизировать риск контаминации 
соседними образцами. Лаборанты-гистологи должны следовать 
протоколу изготовления срезов для молекулярного анализа с це-
лью обеспечения минимального риска загрязнения. Срезы, при-
готовленные для молекулярного тестирования, могут храниться 
при комнатной температуре. 

Для избегания перекрестного загрязнения стёкла транспорти-
руют и хранят в контейнерах с раздельным расположением мик-
ропрепаратов. 
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Контрольные вопросы 
 
1. Предмет исследования молекулярно-генетического ана-

лиза. 
2. Типы биологических образцов, которые могут исполь-

зоваться в качестве материала для молекулярно-генетического 
исследования. 

3. Способы получения материала для молекулярно-гене-
тического исследования. 

4. Спектр использования макродиссекции. 
5. Спектр использования микродиссекции. 
6. Оборудование для мануальной микродиссекции. 
7. Оборудование для лазерной микродиссекции. 
8. Длительность процедуры мануальной микродиссекции. 
9. Меры предосторожности при выполнении мануальной 

микродиссекции. 
10. Длительность процедуры лазерной микродиссекции. 
11. Преимущества метода полного соскоба. 
12. Ограничения метода полного соскоба. 
13. Преимущества мануальной макродиссекции. 
14. Ограничения мануальной макродиссекции. 
15. Преимущества мануальной микродиссекции. 
16. Ограничения мануальной микродиссекции. 
17. Преимущества лазерной микродиссекции. 
18. Ограничения лазерной микродиссекции. 
19. Преимущества экспрессионной микродиссекции. 
20. Ограничения экспрессионной микродиссекции. 
21. Возможности использования цитологических препара-

тов для генетического анализа. 
22. Требования к минимальному количеству клеток в цитоло-

гическом препарате, необходимых для проведения тестирования. 
23. Принципы работы систем лазерной микродиссекции.  
24. Задачи патологоанатомического исследования микро-

препарата перед молекулярным тестированием. 
25.  Алгоритм подготовки тканей парафиновых блоков для 

молекулярного анализа.   
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Тестовые задания 
 

Инструкция: выберите один или несколько правильных от-
ветов 
 

1. Предмет исследования молекулярно-генетического анализа  
Поле для 
выбора 
ответа 

Варианты ответов 
Поле для от-

метки правиль-
ного ответа (+) 

а хромосомальная ДНК + 
б РНК + 
в клетка  
г ткани   

 
2. Какие биологические образцы могут использоваться в качестве материала 

для молекулярно-генетического исследования  
Поле для 
выбора 
ответа 

Варианты ответов 
Поле для от-

метки правиль-
ного ответа (+) 

а ткань опухоли + 
б кровь + 
в цитологические мазки-отпечатки + 
г выпотная жидкость + 

 
3. Минимальный размер образца для мануальной микродиссекции 

Поле для 
выбора 
ответа 

Варианты ответов 
Поле для от-

метки правиль-
ного ответа (+) 

а 5-10 мкм  
б 10-50 мкм  
в 50-100 мкм + 
г 100-500 мкм  

 
4. Минимальный размер образца для лазерной микродиссекции 

Поле для 
выбора 
ответа 

Варианты ответов 
Поле для от-

метки правиль-
ного ответа (+) 

а < 1 мкм + 
б 5-10 мкм  
в 10-50 мкм  
г 50-100 мкм  

 
  



44 

5. Спектр использования мануальной микродиссекции 
Поле для 
выбора 
ответа 

Варианты ответов 
Поле для от-

метки правиль-
ного ответа (+) 

а единичная клетка  
б мелкие поля клеток (< 50 клеток),  
в средние клеточные поля (50-1000 клеток)  
г крупные клеточные поля (> 104 клеток) + 

 
6. Спектр использования лазерной микродиссекции 

Поле для 
выбора 
ответа 

Варианты ответов 
Поле для от-

метки правиль-
ного ответа (+) 

а единичная клетка + 
б мелкие поля клеток (< 50 клеток), + 
в средние клеточные поля (50-1000 клеток)  
г крупные клеточные поля (> 104 клеток)  

 
7. Оборудование для мануальной микродиссекции 

Поле для 
выбора 
ответа 

Варианты ответов 
Поле для от-

метки правиль-
ного ответа (+) 

а игла + 
б скальпель + 
в бритва  
г микроманипулятор  

 
8. Оборудование для лазерной микродиссекции 

Поле для 
выбора 
ответа 

Варианты ответов 
Поле для от-

метки правиль-
ного ответа (+) 

а игла  
б скальпель  
в бритва  
г микроманипулятор + 

 
9. Длительность процедуры мануальной микродиссекции 

Поле для 
выбора 
ответа 

Варианты ответов 
Поле для от-

метки правиль-
ного ответа (+) 

а 5-10 секунд  
б 5-10 минут + 
в 15-30 мин  
г 30-60 мин  
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10. Преимущества мануальной микродиссекции 
Поле для 
выбора 
ответа 

Варианты ответов 
Поле для от-

метки правиль-
ного ответа (+) 

а простота + 
б скорость + 
в высокая точность  
г низкий риск контаминации  

 
11. Преимущества лазерной микродиссекции 

Поле для 
выбора 
ответа 

Варианты ответов 
Поле для от-

метки правиль-
ного ответа (+) 

а простота  
б скорость  
в высокая точность + 
г низкий риск контаминации + 

 
12. Ограничения мануальной микродиссекции 

Поле для 
выбора 
ответа 

Варианты ответов 
Поле для от-

метки правиль-
ного ответа (+) 

а высокий риск контаминации + 
б неприменимость для мелких объектов + 
в неприменимость для крупных объектов  
г высокая стоимость процедуры  

 
13. Ограничения лазерной микродиссекции 

Поле для 
выбора 
ответа 

Варианты ответов 
Поле для от-

метки правиль-
ного ответа (+) 

а высокий риск контаминации  
б неприменимость для мелких объектов  
в неприменимость для крупных объектов  
г высокая стоимость процедуры + 

 
14. Минимальный процент присутствия опухолевой ДНК в препарате, необхо-

димый для секвенирования ДНК по Сэнгеру  
Поле для 
выбора 
ответа 

Варианты ответов 
Поле для от-

метки правиль-
ного ответа (+) 

а как минимум 5%  
б как минимум 10%  
в как минимум 50% + 
г как минимум 90%  
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15. Минимальный процент присутствия опухолевой ДНК в препарате, необхо-
димый для аллель-специфической ПЦР 

Поле для 
выбора 
ответа 

Варианты ответов 
Поле для от-

метки правиль-
ного ответа (+) 

а 0,1-1%  
б 1-10% + 
в 10-50%  
г как минимум, 90%  

 
16. Пригоден ли цитологический материал для всех разновидностей молеку-

лярно-генетического анализа, как ДНК-, так и РНК-тестов 
Поле для 
выбора 
ответа 

Варианты ответов 
Поле для от-

метки правиль-
ного ответа (+) 

а не пригоден  
б редко используется  
в частично пригоден  
г пригоден + 

 
17. Допустимые виды цитологических образцов для молекулярного тестирова-

ния  
Поле для 
выбора 
ответа 

Варианты ответов 
Поле для от-

метки правиль-
ного ответа (+) 

а цитологические стёкла + 
б цитоблоки + 
в цитоспины + 

 
18. Минимальное количество опухолевых клеток на 1 цитологическом препа-

рате, необходимое для проведения молекулярного тестирования 
Поле для 
выбора 
ответа 

Варианты ответов 
Поле для от-

метки правиль-
ного ответа (+) 

а не менее 1 опухолевой клетки  
б не менее 5 опухолевых клеток  
в не менее 50 опухолевых клеток + 
г не менее 500 опухолевых клеток  

 
19. Для мануальной микродиссекции предполагается использование  

Поле для 
выбора 
ответа 

Варианты ответов 
Поле для от-

метки правиль-
ного ответа (+) 

а электронного микроскопа  
б оптического светового микроскопа + 
в инвертированного микроскопа + 
г зондового микроскопа  
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20. Для выполнения микродиссекции рекомендуется использовать  
Поле для 
выбора 
ответа 

Варианты ответов 
Поле для от-

метки правиль-
ного ответа (+) 

а иглу с внешним диаметром 0,3 мм + 
б острый хирургический скальпель + 
в колеблющиеся иглы + 
г покровное стекло  

 
21. Меры предосторожности на рабочем столе между процедурами диссекций 

отдельных образцов 
Поле для 
выбора 
ответа 

Варианты ответов 
Поле для от-

метки правиль-
ного ответа (+) 

а очистка рабочего места + 
б замена одноразовых перчаток + 
в замена лезвий + 
г замена этилового спирта  

 
22. Инструменты, обрабатываемые 100% этанолом перед диссекцией 

Поле для 
выбора 
ответа 

Варианты ответов 
Поле для от-

метки правиль-
ного ответа (+) 

а пинцет + 
б игла + 
в скальпель + 
г карандаш + 

 
23. Основные компоненты системы лазерной микродиссекции 

Поле для 
выбора 
ответа 

Варианты ответов 
Поле для от-

метки правиль-
ного ответа (+) 

а инвертированный микроскоп + 
б инфракрасный лазер + 
в цифровая камера + 
г монитор для визуализации цели + 
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