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Гибридизация ДНК in situ (in situ hybridization, ISH) – широко используемый метод молекулярной цитоге-
нетики, который позволяет локализовать конкретные последовательности ДНК в определенных участках
хромосом. Для реализации гибридизации ДНК in situ необходимо использование ДНК-зондов, которые
могут быть коммерческими (серийными), а также несерийными, т.е. могут быть разработаны под конкрет-
ные задачи исследования (homemade). Одним из существенных недостатков последних является низкая
интенсивность гибридизационного сигнала, когда ДНК-зонд имеет небольшие размеры. Поэтому разра-
ботка подходов, направленных на получение оптимального соотношения шум/сигнал при использовании
таких несерийных ДНК-зондов, является актуальной задачей современной молекулярной цитогенетики.
Методом, позволяющим визуализировать небольшие последовательности ДНК непосредственно на хро-
мосоме, является тирамидная амплификация сигнала (tyramide signal amplification, TSA). В основе систе-
мы TSA лежит образование ковалентной связи между богатыми электронами фрагментами белков образца
и молекулами тирамида, связанными с гаптеном (при хромогенной ISH) или флуорофором (при флуорес-
центной ISH). Это реализуется за счет превращения молекул тирамида в свободнорадикальные промежу-
точные соединения под действием пероксидазы хрена (HRP), а затем отложения осажденных молекул
вблизи нее. В результате наблюдается усиление сигнала малой интенсивности. Таким образом, TSA явля-
ется хорошим дополнением метода гибридизации ДНК in situ благодаря своей высокой чувствительности
и возможности детекции небольших геномных дисбалансов и, соответственно, может стать ценным ин-
струментом для диагностики хромосомных перестроек в клинической практике.
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В настоящее время в клинической практике в ка-
честве дополнительного метода детекции вариаций
числа копий участков ДНК (copy number variations,
CNV) широко используется гибридизация ДНК
in situ (in situ hybridization, ISH) (Liehr, 2018; Veseliny-
ova et al., 2021; Yurchenko et al., 2022). Такой подход
позволяет локализовать искомую последователь-
ность в определенной области метафазной хромосо-
мы или интерфазного ядра (Larracuente, Ferree,
2015). Этот принцип также лежит в основе и других
молекулярно-цитогенетических методов: сравни-

тельной геномной гибридизации (array comparative
genomic hybridization, aCGH) (Cheung, Bi, 2018) и
хромосомного микроматричного анализа (Levy,
Wapner, 2018).

Использование традиционных FISH-технологий
с коммерческими ДНК-зондами нашло широкое
применение при детекции вариаций числа копий
исследуемого фрагмента ДНК значительных разме-
ров. В частности, обнаружение теломерных и цен-
тромерных районов является реализуемой задачей,
учитывая, что они представлены в геноме в виде
большого количества повторов и локально сгруппи-
рованы (Hoskins et al., 2002; Dimitri, 2004). В то же
время визуализация уникальных эухроматиновых
районов хромосом требует использования либо про-
тяженных зондов с высокой специфичностью, либо
нескольких, близких по расположению на участке
хромосомы меньших по размеру зондов, которые

Принятые сокращения: CISH – хромогенная in situ гибридиза-
ция (chromogenic in situ hybridization); CNV – вариации числа
копий участков ДНК (copy number variation); dUTP – дезокси-
уридинтрифосфат; HRP – пероксидаза хрена (horseradish per-
oxidase); FISH – флуоресцентная in situ гибридизация (fluores-
cence in situ hybridization); TSA – тирамидная амплификация
сигнала (tyramide signal amplification).
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суммарно дают более интенсивный сигнал, чем каж-
дый из них по отдельности. Однако такой подход за-
труднительно использовать при визуализации одно-
копийных последовательностей, размер которых со-
ставляет чуть более 1 тыс. пар нуклеотидов (т. п. н.)
(Schriml et al., 1999), поскольку интенсивность ги-
бридизационного сигнала будет низка и несопоста-
вима с коммерческими (серийными) ДНК-зондами.
В этом случае необходима разработка локус-специ-
фичных несерийных (homemade) ДНК-зондов с по-
следующей амплификацией полученного сигнала.

К таким однокопийным последовательностям
можно отнести клинически значимые CNV размером,
незначительно превышающим 1 т. п. н. (субмикроско-
пические CNV), определение происхождения которых
является важным этапом для понимания этиологии ге-
номных болезней, а также механизма формирования
конститутивных хромосомных аномалий. Выявление
таких субмикроскопических CNV при молекулярном
кариотипировании требует проведения подтвержда-
ющей диагностики альтернативными методами (ме-
тоды валидации/верификации) с целью исключения
ложноположительных результатов (Твеленёва, Ши-
лова, 2019). В этих случаях для детекции хромосом-
ных аномалий, включающих в перестройку неболь-
шие по протяженности участки ДНК, возможно при-
менение технологии усиления сигнала, в частности
усиление сигнала с использованием тирамида – мето-
да тирамидной амплификации сигнала (tyramide signal
amplification – TSA) (Рубцов, 2006). Интенсивность
сигнала повышается благодаря активации тирамида,
под действием каталитической активности перокси-
дазы хрена (horseradish peroxidase, HRP) и его связы-

ванию с радикалами аминокислот в цитологическом
препарате, что приводит к отложению большого ко-
личества молекул тирамида и позволяет локально
сконцентрировать сигнал (Stack et al., 2014). В мето-
де TSA чаще всего применяется подход непрямой
визуализации сигнала, что подразумевает использо-
вание антител к молекуле тирамида, связанной с ре-
портерной молекулой (биотином, дигоксигенином,
динитрофенолом), что способствует еще большему
накоплению и усилению сигнала, за счет увеличен-
ной локальной концентрации флуоресцентной или
хромогенной метки в исследуемых образцах. Таким
образом, этот метод позволяет значительно повы-
сить чувствительность визуализации гибридизаци-
онного сигнала (Perez et al., 2009).

Задачей настоящего обзора является обобщение
сведений о методе тирамидной амплификации сиг-
нала, как дополнительного этапа для проведения ги-
бридизации ДНК in situ, что позволяет оптимизировать
детекцию CNV, размером незначительно превышаю-
щим 1 т. п. н. за счет увеличения интенсивности гибри-
дизационного сигнала при выполнении молекулярно-
цитогенетических исследований.

МОЛЕКУЛЯРНАЯ ОСНОВА 
ТИРАМИДНОЙ АМПЛИФИКАЦИИ

TSA представляет собой метод ферментативной
амплификации и используется для повышения чув-
ствительности обнаружения ДНК-мишени при ги-
бридизации in situ (Bobrow et al., 1989) и иммуноги-
стохимии (Атякшин и др., 2022). В основе повыше-
ния чувствительности лежит реакция превращения
тирамида в окисленное высоко реакционноспособное
свободнорадикальное промежуточное соединение.
Тирамид является биотинилированным производным
тирамина, биогенного амина, синтезируемого из тиро-
зина под действием тирозиндекарбоксилазы, который
содержит аминогруппу на одном конце и фенол – на
другом (рис. 1а). Аминогруппа способствует конъ-
югации молекулы тирамина с биотином путем обра-
зования амидной связи (рис. 1б). Промежуточные
продукты реакции ковалентно связываются с нук-
леофильными аминокислотными радикалами, таки-
ми как тирозин и триптофан, ядерного или цито-
плазматического матриксов (рис. 2).

Усиление сигнала происходит за счет отложения
большого количества тирамидов и их связывания с
аминокислотными радикалами ядерных и цитоплаз-
матических белков на предметном стекле, в месте
связывания пероксидазы или в непосредственной
близости (Nielsen et al., 2001). Радикалы, являясь вы-
соко реакционноспособными агентами, взаимодей-
ствуют с молекулами воды или другими радикалами
и активно распадаются по мере диффузии от актив-
ного центра пероксидазы, ограничивая радиус мече-
ния примерно до 200 нм (Rees et al., 2015). Значи-
тельное снижение интенсивности сигнала, по мере
удаления от активного центра фермента, также мо-

Рис. 1. Синтез тирамина из тирозина. Реакция декарбок-
силирования тирозина с образованием тирамина (а) со-
провождается каталитической активностью тирозин-де-
карбоксилазы (TDC). (б) – Биотинилированное произ-
водное тирамина – биотинтирамид. Тирамин и биотин
соединены посредством амидной связи. Адаптировано
из: Cole et al., 2005 (а) и Einarson, Sen, 2017 (б).
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жет быть связано с ограниченным количеством реа-
гирующих участков хроматина. Авторы (Chen et al.,
2018) утверждают, что коровые гистоны не являются
оптимальной мишенью для мечения тирамидом, что
связано с низкой реактивностью тирозинов гисто-
нов внутри нуклеосомы, поскольку 13 из 15 натив-
ных нуклеосомных тирозинов недоступны для реак-
ции. Поэтому повторение этапов TSA, в частности
активного отложения тирамида на аминокислотных
радикалах, может способствовать увеличению ин-
тенсивности сигнала. Однако этапы рекомендуется
повторять не более двух–трех раз, поскольку это мо-
жет привести к увеличению неспецифического фо-
нового сигнала.

Важным шагом при проведении TSA является до-
бавление пероксида водорода (H2O2). Строение ак-
тивного центра пероксидазы хрена позволяет ис-
пользовать его для инактивации фермента. При низ-
ких концентрациях в домене трехвалентного гема
происходит гетерологичное расщепление H2O2 (Niel-
sen, 2001). При избытке H2O2 железо активного цен-
тра фермента окисляется до двухвалентного состоя-
ния, и в результате активность фермента гасится
(Pandey et al., 2017).

Метод тирамидной амплификации сигнала
включает несколько основных этапов, показанных
на рис. 3. 1) В первую очередь, необходимо провести
гибридизацию ДНК in situ (CISH или FISH), в ре-
зультате которой происходит ковалентное связыва-
ние ДНК-последовательности с разработанным (несе-
рийным) ДНК-зондом, в который включен модифиц-
рованный нуклеотид (М), именно с этой областью
будет происходить связывание антител. Модифициро-
ванный нуклеотид представляет собой нуклеотид с
флуоресцентной или гаптеновой меткой для возмож-
ности его дальнейшего распознавания. 2) Далее про-
исходит взаимодействие модифицированного нук-

леотида с первичными антителами, специфичными к
выбранной мишени. 3) На следующем этапе проводит-
ся инкубация с вторичными антителами, конъюгиро-
ванными с ферментативной меткой. 4) Затем в реак-
цию добавляется соединение тирамида, которое под
действием пероксидазы при добавлении H2O2 пре-
вращается в высоко реакционное соединение, моле-
кулы которого осаждаются вблизи места связывания
пероксидазы хрена, образуя ковалентные связи с нук-
леофильными радикалами аминокислот белков ядер-
ного и цитоплазматического матриксов (Gross et al.,
2001). После основных стадий TSA следует этап 5 – ви-
зуализация.

Существует два подхода к детекции исследуемых
молекул: прямой и непрямой. Выбор метода визуа-
лизации происходит в зависимости от того, с какой
молекулой связан тирамид: флуорофором (Texas
Red, FITC или Cy3) или молекулой-гаптеном, напри-
мер, биотином, дигоксигенином или динитрофенолом
(Speel et al., 2006). Если тирамид конъюгирован с флу-
оресцентной меткой, то визуализация гибридизацион-
ного сигнала проводится непосредственно после TSA
и контрокрашивания ядер с помощью красителя DAPI
(4,6-диамидино-2-фенилиндол дигидрохлорид) с ис-
пользованием оборудования для флуоресцентной
микроскопии (Ведяйкин и др., 2019). Если тирамид
связан с репортерными молекулами, такими как
биотин, дигоксигенин или динитрофенол, необхо-
димо использование вторичных антител или соеди-
нений, обладающих высоким сродством к этим со-
единениям: авидин (стрептавидин), антидигоксиге-
нин и антитела к динитрофенолу соответственно с
последующей флуоресцентной или хромогенной де-
текцией (Stack et al., 2014).

На этапе амплификации сигнала возможно ис-
пользование биотинилированных тирамидов, полу-
ченных от фирм-производителей, либо соединений

Рис. 2. Пероксидаза хрена (HRP) расщепляет перекись водорода (H2O2), обеспечивая окисление фенольного субстрата (ти-
рамида) и образование ковалентных связей с остатками белков ядерного и цитоплазматического матриксов (Kudryavtseva
et al., 2021; open access).
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тирамида, синтезированных в самой лаборатории
(Bobrow et al., 1989; Raap et al., 1995). В случае ис-
пользования только синтезированных биотинили-
рованных тирамидов возникает проблема неспеци-
фичности сигнала из-за высокого содержания эндо-
генного биотина в тканях, таких как печень и почки.
Следовательно, при анализе цитологических препа-
ратов из этих тканей оптимальным является альтер-
нативный подход с использованием тирамидов, ме-
ченных дигоксигенином, ди- или тринитрофенолом
или флуорофорами (Hopman et al., 1998).

Благодаря методу TSA можно обнаруживать од-
нокопийные последовательности ДНК размером
около 1 т. п. н. (Raap et al., 1995; Schriml et al., 1999) в
связи с тем, что эта система позволяет повышать чув-
ствительность и эффективность гибридизованных
сигналов ISH в 100–1000 раз по сравнению с методами
без усиления сигнала (Perez et al., 2009). Несмотря на
то, что TSA проводится после использования метода
гибридизации ДНК in situ, специфичность взаимодей-
ствия не снижается, что является еще одним преиму-
ществом ее использования (Speel, 1999; Speel et al.,
1999).

ТИРАМИДНАЯ АМПЛИФИКАЦИЯ СИГНАЛА 
ПРИ ПРОВЕДЕНИИ IN SITU 

ГИБРИДИЗАЦИИ ДНК
Гибридизация ДНК in situ является важным инстру-

ментом исследований в молекулярной и клеточной па-
тологии (Херрингтон, Макги, 1999; Foster et al., 2010).
Широкий спектр хромосомных аномалий, таких как
транслокации, инверсии, инсерции, делеции и ду-
пликации, выявляют с помощью флуоресцентной
гибридизации ДНК in situ (Fluorescence in situ hybrid-
ization – FISH) (Liehr et al., 2013; Morozkin et al.,
2013). Несмотря на высокую специфичность метода
FISH, до сих пор не удается рутинно анализировать
CNV размером немногим более 1 т. п. н. с помощью
традиционных протоколов исследования. В молеку-
лярной онкологии используется модификация ме-
тода – хромогенная гибридизация in situ (chromogen-
ic in situ hybridization – CISH).

FISH и CISH с использованием TSA
Методы FISH и CISH основаны на принципе

комплементарного взаимодействия между целевой
последовательностью нуклеиновой кислоты (ми-

Рис. 3. Основные этапы метода тирамидной амлификации сигнала (TSA). М –модифицированный нуклеотид ДНК-зонда;
HRP – пероксидаза хрена (фермент, катализирующий превращение неактивного тирамида в активное соединение в присут-
ствии пероксида водорода). Адаптировано из: Francisco-Cruz et al., 2020.
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шень) и ДНК-зондом с последующей системой де-
текции в зависимости от способов модификации
нуклеотидов в составе ДНК-зонда (рис. 4) (Херринг-
тон, Макги, 1999; Alamri et al., 2017). Для введения в
ДНК модифицированных нуклеотидов могут быть
использованы разные подходы. Молекула флуоро-
фора ковалентно соединяется с нуклеотидом (моди-
фицированный нуклеотид) и вносится в последова-
тельность синтезируемых ДНК-зондов в реакциях,
катализируемых, в частности, терминальной дезок-
синуклеотидил-трансферазой (TdT) при концевом
мечении (Sarac, Hollenstein, 2019), ДНК-азой I и
ДНК-полимеразой I в реакции ник-трансляции
(Green, Sambrook, 2020) и ДНК-полимеразой I при
включении модифицированных нуклеотидов во вновь
синтезируемую цепь при проведении полимеразной
цепной реакции (Veselinyová et al., 2021) (рис. 4а).

При CISH используемые комплементарные ми-
шени (ДНК-зонды) включают нуклеотиды, кова-
лентно соединенные с гаптенами (биотином, дигокси-
генином или динитрофенолом) (рис. 4б). Особенно-
стью CISH является стойкость гибридизационных
сигналов. Они не ослабевают со временем, в отличие
от флуоресцентных сигналов при FISH-методе. Так-

же при CISH имеется возможность использования
дополнительных методов окраски для визуализации
морфологии клеток и структурных компонентов
ткани. Некоторые исследования показывают, что
CISH-метод сопоставим с FISH (Sáez et al., 2006).
Однако имеются данные о том, что CISH показывает
более низкую чувствительность к низкоуровневым
амплификациям (малокопийным последовательно-
стям) (Rosa et al., 2013).

В настоящее время FISH является широко ис-
пользуемым методом исследования и анализа нукле-
иновых кислот (Liehr, 2018; Veselinyova et al., 2021;
Yurchenko et al., 2022). Для обнаружения протяжен-
ных однокопийных последовательностей ДНК ши-
рокую распространенность получили библиотеки на
основе искусственных бактериальных (bacterial arti-
ficial chromosome – BAC) и дрожжевых хромосом
(yeast artificial chromosomes – YAC), позволяющие
покрыть большую часть генома человека (Рубцов,
2006; Sader et al., 2019). В YAC размер вставки ДНК
находится в пределах 100–2000 т. п. н., а значитель-
ным недостатком использования такого вектора яв-
ляется его нестабильность и способность к спонтан-
ному удалению фрагментов вставки (Monaco, Larin,

Рис. 4. Флуоресцеин-12-dUTP (а) и биотин-11-dUTP (б). а – Модифицированный нуклеотид, соединенный с флуорофором
(зеленый цвет), включается в реакции ник-трансляции при синтезе олигонуклеотидных зондов, с последующей возможно-
стью детекции комплементарного связывания с мишенью с помощью флуоресцентного микроскопа (метод FISH).  – Моди-
фицированный нуклеотид, соединенный с биотином (оранжевый цвет), включается в реакции ник-трансляции при синтезе
олигонуклеотидных зондов; для детекции необходимо использование специфических антител к биотину (стрептавидин),
связанных с хромогенной меткой, фермент и хромогенный субстрат (метод CISH).
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1994). Фрагменты ДНК, клонированные в BAC,
имеют размер 100–300 т. п. н. (Buckley et al., 2018).
Из-за значительной протяженности клонированных
участков ДНК такие генетические конструкции не
позволяют выявлять клинически значимые CNV
меньшего размера. Применение олигонуклеотидов
для получения локус-специфических ДНК-зондов
встречается реже, ввиду необходимости подбора ин-
дивидуальных условий в каждом конкретном случае,
что приводит к увеличению времени проведения та-
кого анализа. Значимым преимуществом разработ-
ки ДНК-зондов на основе олигонуклеотидов явля-
ется доступность реактивов и, как следствие, низкая
стоимость исследования (Жигалина и др., 2020).

Обнаружение уникальных последовательностей
размером около 1 т. п. н. долгое время представляло
собой сложную задачу. Например, к группе методов,
применяемых в таких случаях, относится fiber-FISH
и его модификации. Fiber-FISH представляет собой
метод, позволяющий картировать хромосомные об-
ласти с высоким разрешением до 1 т. п. н. на “фиб-
рилле” ДНК. В основе метода лежит расплетение ни-
тей ДНК, их растяжение и фиксация в таком состоя-
нии на предметном стекле перед гибридизацией
хромосомного препарата с ДНК-зондами (Florijn et al.,
1995). Однако к недостаткам этого метода можно от-
нести неоднородное растяжение хромосомных ни-
тей и, как следствие, разное разрешение на участках
хромосом, а также длительный протокол приготов-
ления препарата (Ye, Heng, 2017). В настоящее время
для обнаружения при гибридизации in situ нуклеотид-
ных последовательностей размером около 1 т. п. н. вы-
годно использовать системы TSA (табл. 1).

Протокол метода TSA-in situ гибридизации
Протокол проведения TSA включает несколько

основных этапов, которые могут варьировать по
времени в небольшом диапазоне в зависимости от
выбранного набора реактивов. На первой стадии
хромосомный препарат обрабатывают блокирую-
щим буфером (TNB) во влажной камере в течение
30–60 мин. Затем его инкубируют в 100 мкл раствора
первичных антител в зависимости от меченых нук-
леотидов в составе ДНК-зонда. В случае с биотини-
лированными нуклеотидами в качестве первичных
антител используют стрептавидин, конъюгирован-
ный с пероксидазой хрена (SA-HRP), обычно разве-
денный в соотношении 1 : 100 в буфере TNB, в течение
1 ч во влажной камере. Затем идет этап промывки в
специальном буфере (TNT), обычно 3 раза по 5 мин
при осторожном встряхивании. После этого произ-
водят инкубацию с 100 мкл биотинилтирамида, раз-
бавленным (1 : 50) амплифицирующим буфером, в
течение 5–10 мин во влажной камере. Следующим
этапом удаляют раствор тирамида, как правило, пу-
тем трех промывок по 5 мин в специальном TNT-бу-
фере. Детекцию биотинилтирамида осуществляют
инкубацией хромосомных препаратов с флуорес-
центно-меченым стрептавидином в течение 1 ч во
влажной камере. Затем после трех промывок в про-
мывочном буфере препарат окрашивают красителем
DAPI и проводят визуализацию (Perez et al., 2009).
Протокол не является универсальным, поэтому не-
обходим индивидуальный подбор условий в каждом
конкретном исследовании.

Как было сказано выше, в результате каталитиче-
ской активности пероксидазы образуется высоко ре-
акционноспособное промежуточное соединение ти-
рамида, которое связывается с аминокислотными

Таблица 1. Модифицированные нуклеотиды в составе ДНК-зондов и система усиления

Примечание. Cy3 – Cyanine-3; dUTP – дезоксиуридинтрифосфаты; FITC – флуоресцеинизотиоцианат; SA−HRP – стрептавидин–
пероксидаза хрена.

Размер 
зонда, п. н. Способ мечения Метка Система усиления сигнала Источник литературы

319,
608,
855

ПЦР Биотин−dUTP : dNTPs 
(1 : 7)

SA−HRP + тирамид-Cy3,
SA-HRP + тирамид-биотин + 
+ SA-FITC

Schriml et al., 1999

200 ПЦР с внутренними 
праймерами

Биотин−dUTP : dNTPs 
(1 : 2)

SA-HRP + тирамид-Cy3 Fominaya et al., 2016

630,
1480

ПЦР Дигоксигенин−dUTP : 
: dNTPs (1 : 3)

Антидигоксигенин−HRP + 
+ тирамид-Alexa Fluor 568

Bagheri et al., 2017

1355,
1420

Случайное прайми-
рование

Дигоксигенин−dUTP : 
: dNTPs (1 : 100)

Анти-дигоксигенин-HRP + 
+ тирамид-FITC

Navarro-Domínguez et al., 
2019

1000,
1100,
1200

Ник-трансляция Дигоксигенин−dUTP,
биотин-dUTP

Антидигоксигенин–HRP + 
+ тирамид−FITC,
SA-HRP + тирамид-Сy3

Khrustaleva et al., 2019

395,
420

ПЦР Дигоксигенин−dUTP : 
: dNTPs (1 : 3)

Анти-дигоксигенин-HRP + 
+ тирамид−FITC

Chen et al., 2020
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остатками белков в непосредственной близости от
каталитического центра пероксидазы хрена (рис. 5).
Визуализация отложившихся тирамидов может про-
водиться либо непосредственно после реакции TSA
с помощью флуоресцентной микроскопии, если ис-
пользуются меченные флуорофором тирамиды (Tex-
as Red, FITC, Cy3), либо косвенно при добавлении
специфических антител, если в качестве гаптена ис-
пользуется производное биотина или дигоксигенина.

В целом, TSA имеет достаточно преимуществ и в
некоторых исследованиях является методом выбора,
однако наряду с этим он имеет и недостатки (табл. 2).
Усиление сигнала и, как следствие, высокая чув-
ствительность метода возможны благодаря отложе-
нию активированного тирамида, которое позволяет
обнаружить небольшие участки ДНК (субмикроско-
пические CNV). К преимуществам TSA также мож-
но отнести совместимость метода с объектами разных
типов: клетками, тканями, целыми организмами. Еще
одним преимуществом TSA является ее способность
обнаруживать несколько целевых участков (мульти-
плексирование) за счет использования вторичных ан-
тител, флуоресцентные или хромогенные метки ко-
торых испускают свет в разных волновых диапазо-
нах (Speel et al., 2006).

Несмотря на преимущества метода TSA, можно
выделить ряд недостатков, ограничивающих его
применение в ряде исследований. Одним из наибо-
лее существенных недостатков метода является, на-
пример, чувствительность к высокому фону из-за не-
специфического связывания соединения тирамида

или наличия эндогенных пероксидаз (Schriml et al.,
1999). Кроме того, избыточное использование тира-
мида в реакции может привести к гашению флуорес-
центного или хромогенного сигнала, что снижает
его количественную оценку. Еще одним недостат-
ком является сложность оптимизации протокола
TSA, поскольку необходимо учитывать множество
параметров, таких как концентрация антител и бло-
кирующих реагентов, время и температура инкуба-
ции, что может занимать достаточно продолжитель-
ное время. И при выборе различных первичных и
вторичных антител для разных целей, а также дли-
тельном подборе условий, TSA может оказаться до-
рогим исследованием. Поэтому, хотя TSA является
мощным методом повышения интенсивности сиг-
нала, важно учитывать эти недостатки при планиро-
вании экспериментов и интерпретации результатов.

Рис. 5. Схема прямого и непрямого подхода к детекции комплементарного взаимодействия между несерийным ДНК-зондом
и целевой последовательностью ДНК. 1 – Взаимодействие между модифицированным нуклеотидом (флуоресцентно-мече-
ным/связанным с гаптеном) и специфическим первичным антителом (антитело) при дальнейшем добавлении вторичного
антитела, конъюгированного с ферментативной меткой (антитело-HRP). 2а – Добавление в систему тирамида, меченного
флуорофором, с дальнейшим получением высоко реакционноспособного соединения тирамида, которое образует ковалент-
ные связи с аминокислотными нуклеофильными радикалами белков на предметном стекле; анализ взаимодействия проводят
на флуоресцентном микроскопе. 2б – Добавление в систему тирамида, меченного гаптеном (биотин), с дальнейшим образо-
ванием высоко реакционноспособного соединения тирамида, которое образует ковалентные связи с аминокислотными нук-
леофильными радикалами белков на предметном стекле. 3 –Добавление специфических к гаптену антител, связанных с флу-
оресцентной меткой (стрептавидин–флуорофор, непрямой способ); анализируют взаимодействия с помощью флуоресцент-
ного микроскопа. Использование непрямого метода детекции позволяет повысить интенсивность сигнала в 100–1000 раз за
счет увеличения локальной концентрации флуоресцетной метки.
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Таблица 2. Преимущства и недостатки использования ме-
тода TSA

Преимущества Недостатки

Усиление сигнала Высокий неспецифический 
сигнал (фон)

Высокая чувствительность Гашение флуоресцентного 
сигнала

Совместимость с объек-
тами разных типов

Сложность оптимизации

Мультиплексирование Высокая стоимость
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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


