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ПРИМЕНЕНИЕ TSA-FISH 
В МОЛЕКУЛЯРНОЙ ЦИТОГЕНЕТИКЕ

Чаще всего метод TSA используют для визуализа-
ции сигналов ДНК-зондов, размер которых нахо-
дится в пределах 1–2 т. п. н. Очевидно, что исполь-
зование для таких целей коммерческих ДНК-зондов
затруднено в связи с размером и с конкретной ге-
номной локализации ДНК-зонда. В таком случае
необходимо использование несерийных локус-спе-
цифических ДНК-зондов с TSA, поскольку сигнал
может быть сопоставим с сигналом, получаемым
при детекции CNV с помощью коммерческих ДНК-
зондов. Так, например, картировали два гена АТФ-
связывающей кассеты (ABC) человека с использова-
нием системы TSA-FISH и биотинилированных
ДНК-зондов (Schriml et al., 1999). В этой работе было
показано, что при обычной FISH не удалось обнару-
жить сигнал, в то время как TSA-FISH приводила к
яркому усиленному сигналу (Schriml et al., 1999). В
другой работе предположили использование TSA
при идентификации гомологичных участков хромо-
сом растений. Было произведено картирование пу-
тем TSA-FISH 12S-глобулина на метафазных пла-
стинках диплоидных и полиплоидных организмов с
целью установления родства между хромосомами,
несущими сигналы гибридизации (Fominaya et al.,
2016). Позднее сверхчувствительная FISH с усиле-
нием тирамидного сигнала позволила визуализировать
мультигенное семейство аллииназ у филогенетически
близких и отдаленных видов (Khrustaleva et al., 2019).
Метод TSA-FISH был применен для исследования
плоидности красной водоросли Gracilariopsis lemane-
iformis (Chen et al., 2020). Несмотря на то, что большин-
ство данных по TSA-FISH получены на различных
биологических объектах (растениях, бактериях),
эти результаты вполне могут быть экстраполирова-
ны на диагностические исследования у человека
(Bagheri et al., 2017; Khrustaleva et al., 2019).

Таким образом, применение технологии усиле-
ния сигнала с использованием тирамида имеет боль-
шое практическое значение. Полученные знания о
локализации ДНК-последовательностей на хромо-
соме позволяют проводить диагностику конститу-
тивных хромосомных аномалий при использовании
метода FISH. Перспективной областью применения
гибридизации ДНК in situ с последующим усилени-
ем сигнала тирамидом является идентификация суб-
микроскопических CNV, поскольку их обнаружение
ограничено размером коммерческих ДНК-зондов. В
зависимости от использованного модифицирован-
ного нуклеотида в составе ДНК-зонда, возможно
еще большее усиление сигнала за счет повышенной
локальной концентрации флуоресцентной или хро-
могенной метки в исследуемых образцах в случаях
непрямой детекции взаимодействия зонда с ДНК-
мишенью.
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DNA in situ hybridization (DNA-ISH) is a widely used method in molecular cytogenetics that allows the localiza-
tion of specific DNA sequences in particular regions of chromosomes. Implementation of DNA-ISH requires the
use of DNA probes, which can be commercial or developed for specific research purposes as non-commercial
(homemade) DNA probes. One of the significant drawbacks of non-commercial probes is the difficulty in obtaining
a high signal intensity with a small DNA probe size. Therefore, developing approaches to enhance non-commercial
DNA probes is an important task in modern molecular cytogenetics. To directly visualize small DNA sequences on
a chromosome, the tyramide signal amplification (TSA) method is used. The TSA system is based on the formation
of a covalent bond between electron-rich protein fragments in the sample and tyramide molecules linked to a hapten
(in chromogenic in situ hybridization) or a f luorophore (in f luorescent in situ hybridization). This is achieved by con-
verting tyramide molecules into free-radical intermediate compounds under the action of horseradish peroxidase
(HRP), followed by deposition of precipitated molecules nearby. As a result, a low-intensity signal is amplified.
Thus, TSA is a good complement to the DNA-ISH method, thanks to its high sensitivity and ability to detect small
genomic imbalances, and can therefore become a valuable tool for diagnosing chromosomal rearrangements in clin-
ical practice.

Keywords: tyramide, DNA, tyramide amplification, f luorescent in situ hybridization, chromogenic in situ hybridiza-
tion


