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اي اسـید نوکلئیـک بـراي بررسـی انـواع تغییـرات ژنتیکـی در              ه ه در آن از پروب    کدر محل، روشی است      سازي دورگه

مراحـل مختلـف ایـن روش شـامل انتخـاب پـروب،             . شـود  شده استفاده می   هاي تثبیت  نخورده و بافت   هاي دست  سلول

انتخـاب  . باشـند  نتـرل مـی   کارسازي و رونـد     کسازي، شستشو، آش   سازي، دورگه  سازي نمونه، تیمار پیش از دورگه      آماده

 In situحـساسیت و ویژگـی   . آمیـز اسـت    یـت موفق سـازي  ینـد دورگـه  اهاي مهم انجـام فر  ی از جنبهکسب یپروب منا

Hybridization (ISH)ردن، درصد جفـت بازهـاي   ک نشاندارتواند توسط عوامل مختلفی مانند ساختار پروب، روش   می

GC     گیـرد و   ها به چندین روش انجام مـی      تهیه پروب . ارسازي سیگنال تحت تاثیر قرار گیرد     ک، طول پروب و سیستم آش

سازي، با هدف حفظ اسیدهاي      مرحله آماده . شود ردن آنها استفاده می   ک نشاندارتیو جهت   کاز مواد رادیواکتیو و غیررادیوا    

 از پـس . گیـرد  ها و بافت و افزایش نفوذ پروب به داخـل نمونـه انجـام مـی      نوکلئیک در نمونه، حفظ مورفولوژي سلول     

انکوباسیون یک  سازي به نمونه اضافه شده و پس از          یند دورگه اسازي، محلول حاوي پروب جهت انجام فر       آماده مرحله

 ماده مـورد  ها با توجه به نوع     ارسازي سیگنال کنحوه آش . گردند نشده از طریق شستشو، حذف می      هاي متصل  ، پروب هشب

براي اطمینان از ویژگـی     گوناگون  نترل  کیندهاي  ا فر استفاده از . ها متفاوت خواهد بود    ردن پروب ک نشانداراستفاده براي   

، Fluorescence In Situ Hybridization (FISH) ماننـد هـاي مختلفـی    کنی ـکدر ت. سـازي، اهمیـت بـسیاري دارد    دورگه

Chromogenic in situ hybridization (CISH) ،Genomic in situ hybridization (GISH) ،Comparative genomic 

hybridization (CGH) ،Spectral karyotyping (SKY)  وMultiplex fluorescence in situ hybridization (MFISH) از ،

ی ک ـهـاي ژنتی  اربردهاي بسیار مهمی در تشخیص سرطان، بیماريکها  کنیکاین ت. شود سازي در محل استفاده می    دورگه

 از  کاربردها، مزایا و معایب هر ی     کحل، انواع مختلف آن،     سازي در م   یند دورگه ادر این مقاله مروري فر    . و عفونی دارند  

  .آنها مورد بررسی قرار گرفته است

  .سازي قیاسیِ ژنوم ، دورگهDNAهایی از جنس  پروبولی، کمول سازي در محل، پروب دورگه :لیديک لماتک

 

  
 سـازي  یا دورگه (In Situ Hybridization, ISH)در محل  سازي دورگه

ه در ک ـ، روشی اسـت  (Hybridization Histochemistry)هیستوشیمی 

 در RNA یـا  DNAهـاي اسـیدنوکلئیکی بـراي شناسـایی      آن از پروب  

  ن روش براي اولین ـای. شود ها استفاده می جمعیت ناهمگونی از سلول

  

ینـدي جهـت   اعنـوان فر   بـه Pardue و Gall توسـط  1969بار در سال   

هـاي بـافتی معرفـی        در نمونه  DNA-RNAهاي   یت دورگه تعیین موقع 

سازي نـشاندار ها تنهـا عوامـل        در این دوره، رادیوایزوتوپ    1-6.گردید

هاي  اسیدهاي نوکلئیک و اتورادیوگرافی تنها روش آشکارسازي توالی       

پـذیر نبـود و      دورگه بودند، علاوه بر این کلونینگ مولکولی نیز امکان        

ISH  هاي بیوشـیمیاییِ معمـولی     شده، طی روش  هاي تخلیص     به توالی

  مقدمه
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  157 تا 143 ،3، شماره 73، دوره 1394 خردادی تهران، کی، دانشگاه علوم پزشکده پزشکمجله دانش

 

) هاي ریبوزومی RNA ویروسی،   DNAاي موش،     ماهواره DNAمانند  (

 شیدایپ با   1980 بیشترین توسعه این روش در دهه        8و7.شد محدود می 

لات مربـوط بـه تهیـه       ک بـر مـش    شدن  چیره نوترکیب و    DNAوري  افن

ي در هاي بسیار  طی چهل سال اخیر، پیشرفت2.پروب، صورت گرفت

ایـن روش جهـت بررسـی رونویـسی       .  حاصل شده است   ISHاساس  

بـدیهی  . رود ار می ک هویژه بافت عصبی ب    ههاي مختلف ب   ها در بافت   ژن

رد مغـز ضـروري     ک ـها بـراي عمل    ه تنظیم شدید رونویسی ژن    کاست  

هـاي هـدف حفـظ       یند مورفولوژي بافـت و سـلول      اطی این فر  . است

سازي معمولی و مبتنـی       دورگه هاي ، مشابه روش  ISHاساس  . گردد می

 بــا RNA یــا DNAهــاي  یل پیونــد هیــدروژنی بــین پــروبکبــر تــش

ملشان در درون سلول یـا بافـت هـدف          ک م RNA یا   DNAهاي   توالی

 جفـت بـاز و بـا هـدف          50-300ها با طـولی حـدود        پروب. باشد می

هـاي   منظور شناسایی توالی ، بهRNA یا  DNAهاي   ردن توالی ک نشاندار

 چنین روشـی، تجزیـه و       1.شوند  ساخته می  RNA یا   DNAاختصاصی  

 کـه شـامل   را در نمونـه مـورد بررسـی     mRNAانی  ک ـتحلیل توزیع م  

 هـاي   داده 6.سـازد  ن مـی  ک ـمماسـت،   شده   هاي تثبیت  ها و بافت   سلول

هـاي مختلـف     توجهی ما را در زمینه     طور قابل  حاصل از این روش، به    

هـاي   بررسـی عفونـت   ی انـسان،    ک ـ ماننـد تعیـین نقـشه ژنتی       پژوهشی

ین، تشخیص پیش از تولـد و پیونـد         یویروسی، سیتوژنتیک، سنتز پروت   

 در ایـن مقالـه مـروري، بـه اصـول اساسـی        9.رسـانند  بافت یاري مـی   

 ـ  يها  کاستی و   برترياربردها،  کساز در محل، انواع آن،       دورگه  ک هر ی

  .از آنها اشاره شده است

  :سازي در محل  دورگهمراحل

هاي بـسیار    هاي مناسب از جنبه    انتخاب پروب  : انتخاب پروب  -1

 سازيِ  دورگه6.شود آمیز محسوب می موفق سازي  دورگهکمهم انجام ی

تواند براي یافتن تغییرات درون ژنـوم   مل، می کهاي م  ها با رشته   پروب

(DNA-ISH)        هـاي اختـصاصی      یا تغییرات موجود در بیـان رونوشـت

(RNA-ISH)       مطالعات ایمونوهیـستوشیمیِ   ، مورد استفاده قرار گیرد و

هـاي    هنگام انتخاب پروب، ویژگـی     10.میل نماید کها را ت   ینیبیان پروت 

  :زیر باید در نظر گرفته شوند

دلیـل    الیگونوکلئوتیدي مصنوعی به   هاي پروب: ها  پروب ساختار) 1

، ) نوکلئوتیـد  10-50(تـر    وتـاه ک رشته بـودن و طـول        کویژگی بالا، ت  

  تـر هـستند،    مناسـب DNAردن کاز کلون هاي حاصل    نسبت به پروب  

ردن بـا   ک ـ نـشاندار  ،هـا    گـزارش  بر اساس  :ردنک نشاندارارآمدي  ک) 2

 Nick بسیار موثرتر از (Random priming)استفاده از آغازش تصادفی 

translation ــی ــر دو روش م ــه ه ــت، گرچ ــد    اس ــراي تولی ــد ب توانن

 :GCبازهـاي   درصد جفت   ) 3ار روند،   ک هایی با طول مناسب به     پروب

 هـاي  پـروب ) 4 بالاتر خواهد بـود،      (Tm) بیشتر باشد دماي ذوب      چه

RNA   هاي   در مقابل پروبDNA : ام پیونـد هیـدروژنی میـان       کاسـتح

-DNA و   RNA-RNA  ،DNA-RNAترتیب   ولِ هدف به  کپروب و مول  

DNA تـر باشـد، نفـوذ     وتـاه ک که اگـر : طول پروب ) 5یابد،   اهش می ک

ارسـاز  کهـاي آش   سیـستم ) 6واهد داشـت،    ها خ  بهتري به داخل سلول   

اتورادیـوگرافی   کم ـک هاي رادیواکتیوي به   ارسازي نشانه کآش: سیگنال

هـاي آنزیمـی    ارسـازي نـشانه   کهـاي آش   تـر از سیـستم     بسیار حـساس  

  2.باشد می

 مورد استفاده قـرار  ISHه در روش کها  انواع پروب : ها انواع پروب 

هاي  PCR ،RNAشده با  ثیرکهاي ت  dsDNA  ،ssDNAگیرند شامل    می

ــ ــته کت ــی رش ــنس  اي آنت ــدها(س ــدهاي )ریبونوکلئوتی ، الیگونوکلئوتی

  3.باشند مصنوعی و الیگوریبونوکلئوتیدها می

 و  dsDNAهـاي     شـامل پـروب    :DNAهایی از جـنس       پروب -الف

ssDNA هاي   ساخت پروب .  هستندdsDNA نسبت آسان اسـت زیـرا       به

هــاي مختلــف  ي از برچــسبنیــازي بــه ســابکلونینگ ندارنــد و بــسیار

هایی با فعالیت ویژه بالا تولیـد         متصل شوند و پروب    DNAتوانند به    می

 از  پـیش  DNAه  ک ـ ایـن اسـت      dsDNAهـاي    از معایب پـروب   . نمایند

سازي،  نش دورگه کطی وا . سازي باید واسرشت و یا دناتوره گردد       دورگه

و ايِ حاصل از واسرشـت نمـودن پـروب           رشته ک ت DNAهاي   ولکمول

RNA   یا DNA  ت اي، براي اتصال به رشـته دیگـر پـروب،           رشته ک هدف

. اهش دهـد  ک ـنش را   ک ـتواند حـساسیت وا    نند و این امر می    ک رقابت می 

ل نیازمنـد   ک ـنـد ولـی در      ک لی را حل می   ک چنین مش  ssDNAاستفاده از   

 1.باشـد  یندهاي پیچیده و پرهزینه سابکلونینگ براي تولید پروب مـی         افر

ی یـا   کهاي ژنتی  معمول براي پژوهش  طور    به DNAنس  هایی از ج   پروب

هـاي   پروب: ها به چهار گروه این پروب . شوند شناسی استفاده می   سرطان

، (Chromosome Enumeration Probes, CEP)رومــوزوم کشــمارش 

، (Locus-specific Indicator, LSI)نــشانگرهاي اختــصاصی لوکــوس 

رومـوزومی  کهـاي   رنـگ  و (Telomeric probes)هـاي تلـومري    پـروب 

(chromosome paints)11.شوند بندي می  طبقه  

ــروب ــن : Chromosome Enumeration Probes (CEP)هــاي  پ ای

ــا تــوالی پــروب ی ســانترومر کــراري موجــود در نزدیکــهــاي ت هــا ب
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هـاي   تـوالی . شـوند  هیبریـد مـی   ) اي آلفا   ماهواره DNA(ها   کروموزوم

تـوجهی   ختلف، واگرایی قابل  هاي م  تکراري سانترومري در کروموزوم   

هـاي   همین دلیل پـروب  دهند، به نشان می) %20-40 یتقریبطور    به(را  

ــترس    ــوزومی در دس ــانترومرهاي کروم ــشتر س ــراي بی ــصاصی ب اخت

 ـ   پـی ک بـراي شـمارش تعـداد        CEPهـاي    پـروب . باشند می  کهـاي ی

اگر سـانترومر   . شوند  سلول استفاده می   کروموزوم معین در داخل ی    ک

 ـ    زوم حذف شده باشد نشان    روموک کی رومـوزوم  ک کدهنده حـذف ی

ها قادر به شمارش تعداد      همین دلیل این پروب    امل است و به   کطور   به

هـاي ایجـاد شـده توسـط         سـیگنال . باشـند  رومـوزوم مـی   کهـاي    پیک

  11.هایی قوي و بسیار واضح هستند ، سیگنالCEPهاي  پروب

Locus Specific Probes (LSP) :  هـاي   تـوالی هـا بـا    ایـن پـروب

ثیـر  کمعمـول بـراي تعیـین ت      طـور     بـه شـوند و     راري هیبرید می  کغیرت

 یـا  p53ماننـد   (هـاي خـاص      ، حـذف ژن   )HER2مانند  (هاي ویژه    ژن

p16 ( ها   جایی ژن  هو جاب) جایی   همانند جابBCR/ABL (   مورد اسـتفاده

معمـول بـا نـواحی بـه طـول          طور    بههایی   چنین پروب . گیرند قرار می 

هایی بـا   هاي ناشی از پروب    سیگنال. شوند ز هیبرید می   کیلوبا 500-40

راحتـی قابـل مـشاهده       ، اغلب ضعیف بوده و بـه      kb 40متر از   کطول  

هایی با طول بیش از  هاي مربوط به پروب    تشخیص سیگنال . باشند نمی

kb 50011.ار دشواري استکها،  ندگی سیگنالکدلیل پرا  نیز به  

Telomeric Probes (TP) :هاي  دقیق به توالیطور  بهها  این پروب

در رونوشت   ک با ی  DNAهاي   شوند و براي توالی    تلومري متصل نمی  

تلومریـک   هـاي سـاب    اند، بنابراین پـروب    ی تلومر طراحی شده   کنزدی

 تلـومر از    41هاي تلومري منحصر به فرد براي        پروب. شوند نامیده می 

ه بـراي   ک ـ تنها تلومرهـایی  . روموزومی در دسترس هستند   ک تلومر   46

، 13هاي آکروسنتریک    روموزومکوتاه  کآنها پروب وجود ندارد بازوي      

 ریبـوزومی   DNA هستند ولـی چـون ایـن منـاطق           22 و   21،  15،  14

  11.ظاهر اهمیت بالینی ندارد  بهدارند، حذف یا مضاعف شدگی در آنها

ه ک ـهـا هـستند      مخلوطی از پروب  : روموزومیکهاي رنگیِ    پروب

مراحل . یل دهندکروموزوم هیبرید تشک یا چند کیل طول   کقادرند با   

هاي منفرد از    روموزومکه ابتدا   کها به این ترتیب است       تهیه این پروب  

 بـا   PCRشوند و سـپس از طریـق         یتومتري جداسازي می  اطریق فلوس 

. یابنـد  ثیـر مـی   ک ت Degenerateاستفاده از پرایمرهاي الیگونوکلئوتیديِ     

یافته، با اسـتفاده از مـواد قابـل ردیـابی       رثیکقطعات الیگونوکلئوتیديِ ت  

ــد تر ــانسِ کمانن ــات فلورس ــشانداریب ــروبن ــده و پ ــیِ   ش ــاي رنگ ه

ینـد  اهـاي حاصـل از ایـن فر        پـروب . شـوند   می نشاندارروموزومی،  ک

صـورت همگـن، مـورد       روموزوم بـه  کل  کآمیزي   توانند براي رنگ   می

ــد  ــرار گیرن ــتفاده ق ــگ. اس ــاي  رن ــایی  که ــراي شناس ــوزومی ب روم

ه ک ـزمـانی   . رونـد  ار مـی  ک ـ  متافاز بـه   هاي خاص در مرحله    روموزومک

رومــوزوم، ماننــد ک ک شناســایی یــتوانــاییاریوتایپینــگ اســتاندارد ک

تواند  ها می  ، استفاده از این پروب    را نداشته باشد  ر  کهاي مار  روموزومک

  11.سودمند باشد

اسـتفاده از   : هـا   یـا ریبـوپروب    RNAهـایی از جـنس        پروب -ب

ارانش ک ـ و همAngererبـار توسـط       براي اولـین   ISHها در    بریبوپرو

 هـستند  RNAاي  رشـته  کهاي ت  ولکها، مول  ریبوپروب. پیشنهاد گردید 

هـا   چـون ایـن پـروب     . آینـد  دست می   کلون شده به   cDNA که از ی  ک

. باشـد  دیگر ضعیف مـی   ک آنها با ی   پیوستناي هستند، احتمال     رشته کت

برتـري   پایدارترنـد و ایـن       ،DNA-RNA از   RNA-RNA هـاي  دورگه

هـاي بهتـر     تر و تولید سـیگنال     باعث انتخاب شرایط شستشوي سخت    

هاي هیبرید نشده توسط    RNAهاي حاصل، با حذف      سیگنال. شود می

RNase ها،  لات استفاده از ریبوپروبکی از مشکی. شوند ها تقویت می

فتی  بـا  يهـا بـه اجـزا      ولکویژه این مول   سطوح بالایی از اتصالات غیر    

اهش نفوذ پـروب بـه      کزمینه و    به افزایش پس   تواند منجر  ه می کاست  

اهش این کسازي براي   بنابراین تیمار پیش از دورگه    . درون بافت گردد  

  5و1.عوامل مورد نیاز است

 20-50(وتاه  کالیگونوکلئوتیدهاي  : هاي الیگونوکلئوتیدي   پروب -ج

 DNAزکننده  هـاي خودکـارِ سـنت      راحتی توسـط دسـتگاه     به) جفت باز 

ان نفوذ پروب بـه درون      کها، ام  وتاه بودن این توالی   ک. شوند ساخته می 

 الیگونوکلئوتید بـراي    کطراحی ی . نماید هاي بافتی را تسهیل می     برش

 از مزایاي   5.دهد ، ویژگی پروب را افزایش می     mRNAبخش معینی از    

 نفوذ  هاي الیگونوکلئوتیديِ تولید شده و     ولکها پایداريِ مول   این پروب 

 ـ   ها به  ولکباشد و چون این مول     بافتی مناسب می   اي  رشـته  کصـورت ت

سـازي وجـود    شوند رقابتی بین دو رشته پروب براي دورگـه  تولید می 

دلیل  اهش حساسیت بهکالیگونوکلئوتیدي، هاي  از معایب پروب  . ندارد

دلیل  م هیبریدها به  کیداري   سازي و پا   نشاندارهاي   محدود بودن روش  

  1.ها است ه این پروبوتاکطول 

  :تهیه و ساخت پروب

 بـراي   فراوانـی هـاي    روش: هـا  ردن پـروب  ک ـ نشاندارهاي   روش

  :ها وجود دارند ردن پروبک نشاندار
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تـرین و   از قـدیمی : Nick translationسـازي   نشاندار روش -الف

 کنیکدر این ت  . باشد ها می  سازي پروب  نشاندارهاي   ترین تکنیک  رایج

در حـضور  . شـود   استفاده میI  پلیمرازDNA و DNase Iاز دو آنزیم 

طور تصادفی پیوندهاي فسفودي   بهDNase I، آنزیم +Mg2یون منیزیم 

 ـ      ک ـ هیـدرولیز    dsDNAهاي   استر را در رشته     کرده و باعـث ایجـاد ی

 DNAهولوآنزیم  . شود  می dsDNAهاي   ی از رشته  کاف در طول ی   کش

و پلیمـرازي، نوکلئوتیـدهاي     هـاي اگزونوکلئـازي      ، با فعالیت  Iپلیمراز  

ي دیگـرِ   نماید و با الگو قرار دادن رشته اف را حذف می   ک ش 3انتهاي  

DNA           اف قـرار   ک، نوکلئوتیدهاي موجـود در محلـول را در محـل ش ـ

تواند توسط غلظت نوکلئوتیـدهاي      میزان اتصال برچسب، می   . دهد می

ل نتـر کنش ک ـ و مدت زمـان انجـام وا   I پلیمراز   DNA، غلظت   نشاندار

شده از   هاي تولید  صورت بهینه انجام گیرد، پروب     نش به کاگر وا . گردد

توانند بالاترین حساسیت را در مقایسه بـا    میNick translationطریق 

  .ها، داشته باشند  شده از طریق سایر روشنشاندارهاي  پروب

در ایـن روش  : (Random priming) روش آغازش تـصادفی  -ب

ایـن قطعـه فاقـد      . شـود   استفاده مـی   Iمراز   پلی DNAي بزرگ    از قطعه 

ــازي اســت ــت اگزونوکلئ ــدا . فعالی ــا اســتفاده از حــرارت DNAابت  ب

ریبونوکلئوتیدهایی با تـوالی تـصادفی    شود و هگزاداکسی   واسرشت می 

اي، متـصل    رشته ک ت DNAها به    این توالی . شوند به مخلوط اضافه می   

بـا  . ننـد ک  عمل مـی   Iز   پلیمرا DNAعنوان پرایمر براي آنزیم      شده و به  

 را  نـشاندار  DNAهاي   توان طول رشته   تغییر نسبت پرایمر به الگو، می     

 نـشاندار هـاي    ه در غلظت بالاي پرایمر، تـوالی      ک طوري نترل نمود، به  ک

 بلنـد ایجـاد     نـشاندار هـاي    وتاه و در غلطـت پـایین پرایمـر، تـوالی          ک

 بـا   ندارنشاهاي   لات اصلی این روش، رقابت پروب     کاز مش . شوند می

  .سازي است نش دورگهک طی وانشاندارهاي غیر پروب

 Terminal transferase در این روش ساده، آنـزیم  :End-tailing -ج

 DNA را بـه انتهـاي       نـشاندار  نیاز به رشته الگو، نوکلئوتیـدهاي        بدون

    مـی ک تعـداد    کنی ـکدر این ت  . ندک اي اضافه می   اي یا دورشته   رشته کت

ــروبِ ــدهاي پ ــشاندار حاصــله از نوکلئوتی ــد شــد و امن انِ کــ خواهن

هـاي   شده با امتداد توالی سازي متقاطع بین دمِ نوکلئوتیدي تولید  دورگه

 شـدن غیراختـصاصی     نـشاندار بـه    این امـر منجـر    . مل وجود دارد  کم

  .خواهد شد

در این  : T4 پلیمراز   DNA جایگزینی نوکلئوتیدها توسط آنزیم      -د

ــزیم  ــراز DNAروش از آن ــT4 پلیم ــی اس ــود تفاده م ــزیم . ش ــن آن ای

هاي اگزونوکلئازي و پلیمرازي دارد و در غیاب نوکلئوتیدهاي          فعالیت

ــوده و در حــضور       آزاد، فعالیــت اگزونوکلئــازي آن بــسیار بــالا ب

، نـشاندار هاي  براي ایجاد پروب. شود نوکلئوتیدها این فعالیت مهار می 

dsDNA    با آنزیم DNA   پلیمراز T4   ـ . شـود   مخلوط مـی  اب هـر   در غی

 شروع به جدا کردن نوکلئوتیدها از   T4 پلیمراز   DNAچهار نوکلئوتید،   

پـس از مـدت زمـانی    . کنـد   مـی DNAهاي   هر یک از رشته  3انتهاي  

 DNAشـوند و      بـه مخلـوط اضـافه مـی        نشاندارکوتاه، نوکلئوتیدهاي   

جـاي    با فعالیت پلیمرازي خود، شروع به قرار دادن آنها به          T4پلیمراز  

هـاي   محصول این روش، پروب   . نماید شده می  هاي برداشت نوکلئوتید

 هـستند و از     نـشاندار  با یک انتهاي     dsDNAهاي منحصر به فرد      رشته

  1.توان استفاده کرد  میssDNAهاي  آنها براي تولید پروب

هـا از طریـق    این پروب: طور مستقیم ها به   کردن پروب  نشاندار -ه

بـا فلوروفورهـا و از طریـق         شـده    نـشاندار قرارگیري نولکلئوتیدهاي   

Nick translation  یـا Random priming  ینـد  اشـوند و فر   تولیـد مـی

هـاي   پروب. باشد ها مورد نیاز نمی    اضافی، جهت آشکارسازي سیگنال   

CEP   و LSI       هـا  منفرد یا مخلوطی از پروب    ( تولید شده با این روش (

رهاي معمول با فلوروفوطور  بهصورت تجاري در دسترس هستند و        به

  .شوند  مینشاندارقرمز، سبز یا زرد 

در ایـن روش از     : مـستقیم  طور غیـر   ها به  ردن پروب ک نشاندار -و

هــاي گزارشــگر ماننــد بیــوتین و  ولکــنوکلئوتیــدهاي متــصل بــه مول

هـاي   پـروب . شـود  هـا اسـتفاده مـی      دیگوگسیژنین براي تولید پـروب    

 ـ      از دورگـه   پـس حاصل،     مرحلـه اضـافی جهـت      کسـازي نیازمنـد ی

در ایـن مرحلـه پـروب بـا اسـتفاده از آویـدینِ              . ارسازي هـستند  کآش

. گردد  با فلوروفور قابل مشاهده می     نشانداردیگوگسینِ    یا آنتی  نشاندار

 نـشاندار ینـد   ااز معایب مهم این روش، افزودن مراحل اضـافی بـه فر           

تـر اسـت، زیـرا       هاي قـوي   ردن و از مزایاي بالقوه آن، ایجاد سیگنال       ک

ان ایجاد تغییـرات بزرگتـر در پـروب را          کدن غیرمستقیم ام  رک نشاندار

 براي مشاهده هر پـروب      کنیکتواند از این ت    آورد و فرد می    فراهم می 

دار، اسـتفاده    فـسفات بیـوتین     تري -5داکسی یوریدین   -2 با   نشاندار

  .نماید

 :(In-House Developed Probes) تهیه پـروب در آزمایـشگاه   -ز

ه کنند  ک هایی استفاده می   هاي تشخیصی از پروب    بسیاري از آزمایشگاه  

 ـ کدر صورتی   . شوند صورت تجاري تهیه می    به طـور    پـروب بـه    که ی

ــه ســاخت آن در پژوهــشگرتجــاري در دســترس نباشــد،  ــور ب  مجب
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 پیشرد پروب،   کدر این صورت تایید صحت عمل     . باشد آزمایشگاه می 

ــژه  ــت وی ــالینی از اهمی ــتفاده ب ــت و از اس ــد از اي برخــوردار اس  بای

ســازي آن بــا تــوالی هــدف و ایجــاد نتــایج مــورد انتظــار در  دورگــه

هـایی   ، توصـیه  تـازگی   به. هاي سالم و بیمار اطمینان حاصل شود       نمونه

ه ی ـهـاي بـالینی، ارا     ها براي استفاده   رد پروب کجهت تایید صحت عمل   

  11.اند دهش

      گیـري از رونویـسی در شیـشه        هـا بـا بهـره       تولید ریبـوپروب   -ح

(in vitro):ـ   وکتـور حـاوي   ک در این روش، توالی مورد نظر درون ی

ایـن پروموتورهـا    . شـود  پروموتورهاي رونویـسی فـاژي، کلـون مـی        

اگـر  . ننـد ک پلیمراز فاژي آغاز     RNAتوانند رونویسی را در حضور       می

هــاي کلونینــگ  پروموتورهــاي فــاژي مختلــف در دو طــرف جایگــاه

الف قرار گیرند، رونویسی انتخابی     لینکرِ وکتور و در دو جهت مخ       پلی

رونویـسی  . شـود  پذیر مـی   انکسنس ام   سنس و آنتی   RNAهاي   پروب

مـل پـروب   کهاي م رشتهدوباره  پیوند زمان، از ک رشته در ی   کفقط ی 

(Reannealing)1.ندک سازي جلوگیري می یند دورگها، طی فر  

ــروب برچــسب ــاي پ ــه: ه ــواد ISHمعمــول در روش طــور  ب  از م

. شود ها استفاده می   ردن پروب ک نشانداررادیواکتیو براي    و و غیر  رادیواکتی

هـا   رادیوایزوتـوپ :  دارد فراوانیردن با مواد رادیواکتیو مزایاي      ک نشاندار

هـاي   شـوند، پـروب   ها متصل می   راحتی به پروب   ها به  با استفاده از آنزیم   

ده بـا   ش ـنشاندارهاي  تر از پروب  شده با مواد رادیواکتیو حساس     نشاندار

. سـازند  ن مـی  کمی را مم  کمواد غیررادیواکتیو هستند و تجزیه و تحلیل        

معمـول شـامل اسـتفاده از       طـور     بـه ردن بـا مـواد رادیواکتیـو        کنشاندار  

میـزان    نیـز بـه  125I و 14C اسـت و از  3H, 32P, 35Sنوکلئوتیـدهاي داراي  

هـاي   لات اسـتفاده از پـروب     کلی مـش  کطور   به. شود متري استفاده می  ک

ل ایمنی و   یارسازي، مسا کرادیواکتیو، شامل مدت زمان طولانی براي آش      

 مختلفـی هاي  سیستم. باشند رادیواکتیو میپرتوهاي قرارگیري در معرض    

از . ها بـا مـواد غیررادیواکتیـو وجـود دارنـد           ردن پروب کجهت نشاندار   

جمله مواد غیررادیواکتیـو مـورد اسـتفاده بـراي چنـین هـدفی بیـوتین،                

  5.توان نام برد قلیایی، دیگوگسیژنین و مواد فلورسنت را میفسفاتاز 

هدف اصلی از ایـن مرحلـه، جلـوگیري از          : سازي نمونه   آماده -2

حذف اسیدهاي نوکلئوئیـک در نمونـه، حفـظ مورفولـوژي نمونـه و              

 هنگام تثبیت بافت، متغیرهـاي     5.باشد افزایش نفوذ پروب درون آن می     

ه هدف، کزمانی . رد توجه قرار گیرنده باید مو  ک وجود دارند    گوناگون

 mRNA باشد، سرعت بالاي سنتز و تجزیـه         mRNAشناسایی سطوح   

عـلاوه بـر ایـن، مقـدار        . در حالت طبیعی باید مورد توجه قرار گیـرد        

ها، با افزایش استرس در حیوانـات آزمایـشگاهی،          mRNAبسیاري از   

اي جلـوگیري از    بنابراین بـر  . تواند افزایش یابد   توجهی می  طور قابل  به

 و تجزیه آن، حیوانـات آزمایـشگاهی بایـد بـا            mRNAتغییر در میزان    

سرعت تثبیت   آمده به  دست مترین میزان استرس ذبح شوند و بافت به       ک

 RNaseیندها، بافت مورد نظـر بایـد از آلـودگی بـا             ادر تمام فر  . گردد

. هاي موجود بر سطح پوست و ابزارهاي آزمایشگاهی محافظت شـود    

ه دسترسـی  ک ـاي انتخـاب گردنـد    گونـه  هاي تثبیت بافت باید به   روش

 RNA یا DNAثر میزان کپذیر باشد و حدا    انکپروب به توالی هدف ام    

 ـ     آمـاده  1.مورفولوژي بافت حفظ شود   هاي    دادهو    کسـازي مطلـوب ی

هـاي تثبیـت     بافت. شود طور تجربی شناخته می    معمول به طور    بهبافت  

 مـورد  ISHپارافین با موفقیت بـراي انجـام    شده با پرفیوژن، انجماد و      

 بافت پس از شستشو در بافر فسفات نمکی یـا    5.اند استفاده قرار گرفته  

PBSــتفاده در فر ــراي اس ــد ا ب ــد  ISHین ــایع منجم ــروژن م  درون نیت

ننــده روش تثبیــت بافــت، حفــظ ک از عوامــل مهــم تعیــین. گــردد مــی

هـا ماننـد     بافتبرخی از   . سازي است  مورفولوژي بافت پس از دورگه    

گیري مناسب نیستند و نیازمنـد اسـتفاده      ریه، براي انجماد جهت مقطع    

هـاي   بافـت . باشـند  از پارافین بـراي حفـظ مورفولـوژي سـلولی مـی           

دهنـد    خود را از دست می     mRNA از   %25شده با پارافین، تقریبا      آماده

گیـري از    ه مقطـع  ک ـهـایی    اهش سیگنال براي بافـت    کو این حذف و     

دو نـوع    4.باشـد  مـی پـذیرفتنی   جمد شده آنها عملی نیـست،       حالت من 

 مـورد اسـتفاده     ISH براي تهیه بافت در روش       (Fixative)ننده  ک  تثبیت

   :گیرند قرار می

دهنـده ماننـد مخلـوط اتـانول و اسـید        هاي رسوب  نندهک تثبیت) 1

  Carnoy’sاستیک یا 

ننـد  دهنـد ما   یل مـی  ک متقاطع تش  پیوستگیه  کهایی   نندهک تثبیت) 2

  5.یدیید و گلوتارآلدیید، فرمالدیپارافرمالد

کننده مورد استفاده،    میزان نفوذپذیري بافت، با توجه به نوع تثبیت       

دهنـده ماننـد    هـاي رسـوب   کننده استفاده از تثبیت . متفاوت خواهد بود  

میـزان   ل، نفوذ پروب به درون بافـت را بـه         کمخلوط اسید استیک و ال    

 در  RNAان تخریـب    ک ـر ایـن روش، ام    دهد ولی د   زیادي افزایش می  

 و مورفولـوژي بافـت را حفـظ    RNAید، یگلوتارآلد. بافت وجود دارد  

ها، نفـوذ پـروب بـه درون         ینی متقاطع با پروت   پیونددلیل   ند ولی به  ک می

علاوه بر ایـن، تثبیـت بـا پـارافین و فرمـالین        . دهد اهش می کبافت را   
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بـه   ، منجـر  mRNA تخریب   ها یا  ینیعلت اتصال متقاطع آنها با پروت      به

جهت افزایش نفوذ پروب با استفاده از این        . شود اهش حساسیت می  ک

باشد ولی در  ها یا پروتئازها ممکن می     ها، تیمار بافت با دترجنت     روش

ــافتی وجــود داردRNA یــا DNAان حــذف کــایــن مــورد نیــز ام .  ب

 از   بافت پـس   4. است %4ید  یننده، محلول پارافرمالد  ک ترین تثبیت  موفق

از معایـب ایـن روش،      . شود ید تثبیت می  یگیري درون پارافرمالد   مقطع

 مورفولوژي بافت است، ولی استفاده از بافت را براي هر دو    دگرگونی

  1.سازد ن میک ممRNA یا DNA و استخراج ISHیند افر

سـازي   هدف از این مرحلـه آمـاده      : سازي  مرحله پیش از دورگه    -3

ي هـدف، بـدون آسـیب        DNAب بـه     مـوثر پـرو    پیوسـتن نمونه براي   

هاي بافتی براي جلوگیري از      برش. توجه به مورفولوژي بافت است     قابل

خوبی به   سازي و شستشو باید به     یندهاي دورگه اجاییِ بافت، طی فر    هجاب

 مختلفـی ماننـد     Adhesivesهـاي    چـسب . اي بچسبند  اسلایدهاي شیشه 

 Gelatin chrome)م ، ژلاتـین کـروم آلـو   (Poly-L-lysine)لیـزین   إل پلی

alum)   و aminopropyltriethoxysilane         براي ایـن منظـور در دسـترس 

هاي بافتی روي اسـلاید، تـوالی هـدف          دنبال چسبیدن برش   به. باشند می

ویـژه در    هیند ب اهاي پروب قابل دسترس باشد، این فر       باید براي مولکول  

داشـتن ماسـک    بر. شده با پارافین بسیار مهم است      هاي تثبیت  مورد بافت 

شـود    نامیده می(Unmasking)برداري  هاي بافتی، ماسک پارافینی از برش 

هـاي مختلـف    هـا یـا دترجنـت      ها، شوینده  و نیازمند تیمار نمونه با آنزیم     

  .باشد می

شـده بـا پـارافین، بـراي افـزایش       هـاي تثبیـت   براي مثال نمونـه  

 یـک   عموم نیازمند تیمار بـا    طور    به هدف،   DNAدسترسی پروب به    

در این مـورد بایـد هـضم مناسـب و           . باشند پروتئاز مانند پپسین می   

هضم بیش از حد، منجر     . افی توسط پپسین، مورد توجه قرار گیرد      ک

شـود و    اهش شدت سیگنال و تخریب مورفولـوژي هـسته مـی          کبه  

. گـردد  هـاي سـیگنال مـی      رونوشتاهش تعداد   کمتر، باعث   کهضم  

هـاي دیگـري     ي غیریـونی، روش   هـا  تیمار با اسید رقیق یا دترجنت     

ها مورد استفاده    ه براي تسهیل دخول پروب به درون سلول       کهستند  

 نوع به نوع دیگر و کهاي مختلف، از ی توانایی آنزیم. گیرند قرار می

ت دیگـر  ک شرکت سـازنده بـه شـر   ک آنزیم منفرد از ی کدر مورد ی  

ــق. متفــاوت اســت ــابراین رقی ــراي هــر سیــستم   بن ــزیم ب ســازي آن

  11و2.طور اختصاصی صورت گیرد مایشگاهی باید بهآز

  ندي است ـیاولی فرکسازيِ مول  دورگه:سازي و شستشو هـ دورگ-4

مل، متصل  کاي م  رشته کاي به پروب ت    رشته که طی آن توالی هدف ت     ک

سـازي،    از دورگه  پیش 11.دهد یل می کاي تش   هیبرید دو رشته   کشده و ی  

اي بودن باید بـا اسـتفاده از       تهول هدف و پروب در صورت دو رش       کمول

سـازي،   دنبـال واسرشـت    بـه . اي شوند  رشته کحرارت یا تیمار قلیایی، ت    

سازي تحـت شـرایط      اي هدف و پروب براي دورگه      رشته کهاي ت  توالی

تـاثیر عوامـل     سازي و شستشو تحت    یند دورگه افر. شوند بهینه انکوبه می  

 کمامید و غلظـت نم ـ    ، غلظت فر  pHمختلفی مانند ساختار پروب، دما،      

   12.گیرند در بافر، قرار می

ها در دمـاي پـایین و در حـضور غلظـت             نشکلی، وا کطور   به

گیرند و غلظـت پـایین فرمامیـد در مخلـوط             انجام می  کبالاي نم 

تحـت شـرایطی بـا      . شود اهش ویژگی می  کبه   سازي، منجر  دورگه

 بـه   %70- 90ن است پروب بـا هومولـوژي        کمتر، مم کسختگیري  

هاي غیراختصاصی  به ایجاد سیگنال شده و منجر ی هدف متصلتوال

 پروب، حاوي نوعی از DNAسازي علاوه بر   مخلوط دورگه2.شود

DNA نام   بهCOT-DNAاین نوع . باشد  میDNAهایی بـا    به توالی

بـدون  . شـود  ل ژنوم وجود دارنـد، متـصل مـی        که در   کرار بالا   کت

COT-DNA  راري ک ـهـاي ت   والیطور غیراختصاصی به ت    ، پروب به

هـاي بـسیار غیراختـصاصی       به ایجاد سـیگنال    شده و منجر   متصل

سازي، اسلایدها با محلول ویـژه شستـشو         دنبال دورگه  به. شود می

هایی با اتـصالات     هدف از این مرحله حذف پروب     . شوند داده می 

سازي  اگر شرایط شستشوي بعد از دورگه     . باشد غیراختصاصی می 

 است تمام پروب یا بخش زیـادي از آن          نکخیلی سخت باشد مم   

شسته شده و از اسـلاید حـذف شـود و در ایـن حالـت یـا هـیچ                

. سیگنالی وجود ندارد یا سیگنال موجود بسیار ضعیف خواهد بود         

از طرفی اگر شستشو به اندازه کافی سخت نباشد، مقـادیر زیـادي    

ــس ــه پ ــه دورگ ــر    زمین ــلایدها در زی ــشاهده اس ــام م ــازي هنگ س

  11.، وجود خواهد داشتوپکروسکمی

 سنجش کمی ماده هیستوشیمیایی :(Detection)ارسازي ک آش - 5

، به نوع سیگنال ایجاد شده توسط سیستم آشکارسـاز          ISHدر روش   

هاي رادیواکتیـو، هیبریـدها بـا اسـتفاده از           براي پروب . بستگی دارد 

هاي بافتی گاهی  معمول برشطور  به. شوند ار می کاتورادیوگرافی آش 

. گیرنــد س قــرار مــیکــي چنــد روز در معــرض فــیلم اشــعه ایبــرا

ها یا ذرات بتا از پـروب        ترونکاتورادیوگرافی براساس نشر سریع ال    

اسـی برخـورد    کهاي امولسیون ع   ه با اتم  کذرات بتا زمانی    . باشد می
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هاي نقره  این انرژي یون. نمایند نند، مقدار زیادي انرژي آزاد میک می

کند و ثبـت دقیقـی از        به نقره فلزي احیا می    موجود در امولسیون را     

هاي نقره در امولـسیون در       ترون و یون  ک ال کموقعیت برخورد بین ی   

دهنده جایگـاه   تصویر حاصل، نشان  . شود  تصویر ایجاد می   کقالب ی 

اسلایدها براي مدت زمـان مناسـب       . پروب در بافت یا سلول است     

) 35Sر شده بـا      نشاندا RNAهاي    روز براي پروب   ششل  امثطور    به(

این تـصویر در    . شوند ی قرار داده می   کیل تصویر در تاری   کجهت تش 

 در  2.گـردد  اسـی تثبیـت مـی     کیندهاي ع امراحل بعد با استفاده از فر     

هاي غیررادیواکتیو، سـیگنال بـا اسـتفاده از     ارسازيِ پروبکمورد آش 

ایجـاد  ) مانند آلکالین فسفاتاز یا پراکسیداز تربچه کوهی      ( آنزیم   کی

این آنزیم متصل به پروب، با یک سوبستراي مناسب بـراي           . شود یم

هاي نشاندار    پروب 1.هد نش می کیل محصول نامحلول رنگی وا    کتش

  :توانند شناسایی شوند شده با بیوتین به دو روش می

هاي مبتنی بر آویدین، که از میل ترکیبی بالاي آویـدین            سیستم) 1

هاي اختصاصی علیـه     بادي  از آنتی  استفاده) 2گیرند،   به بیوتین بهره می   

هـاي   بادي علیه دیگوگسین براي آشکارسازي پـروب       یک آنتی . بیوتین

اسـاس شناسـایی    . گیرد نشاندار با دیگوگسیژنین مورد استفاده قرار می      

دیگوکسین و دیگوگـسیژنین     هاي آنتی  بادي بر واکنشِ متقاطع بین آنتی    

شده قابل دسترس    ویتاي و تق   مرحله کارساز ت کهاي آش  سیستم. است

ماننـد آلکـالین   (اي، آنزیم نشانگر  مرحله کارسازي ت کدر آش . باشند می

بادي اولیه یا  طور مستقیم به آنتی به) فسفاتاز یا پراکسیداز تربچه کوهی 

آویدین متصل شده و با سوبستراي خود بـراي تولیـد یـک محـصول               

 ـ  ها می  انواع مختلف روش  . دهد رنگی، واکنش می   راي تقویـت   توانند ب

 Catalyzedتوان به  ها می  از جمله این روش2.ها استفاده شوند سیگنال

reporter deposition (CARD) ــوژي ــاخهDNA و تکنولـ دار   شـ

(Branched DNA technology)3. اشاره نمود   

آمیـــزي  هـــا در رنـــگ  بـــراي تقویـــت ســـیگنالCARDروش 

ــوالکترون و 13،ایمونوهیــستوشیمی ــهISH میکروســکوپ ایمون کــار   ب

شـود و باعـث      در این روش از تیرآمین بیوتینیله اسـتفاده مـی         . رود می

هـاي   ژن توجه حساسیت تشخیص مقـادیر کمـی از آنتـی          افزایش قابل 

بـادي   اساس این روش مبتنی بر واکنش میـان آنتـی       . گردد ینی می یپروت

ــی   ــه آنت ــه علی ــه بیوتینیل ــوتین   ثانوی ــپلکس بی ــا کم ــه ب ــادي اولی -ب

آویـدین   و اسـترپتو ) عامـل تقویـت  (ین، بیوتینیل تیرآمیـد     آوید استرپتو

ــی ــسیداز م ــد پراک ــگ. باش  ــ رن ــا ی ــزي ب ــگکآمی ــاده رن ــد   م زا مانن

بار براي   این روش براي اولین   . گردد امل می ک (DAB)آمینوبنزیدین   دي

ــزا  ــت در روش الای (ELISA)تقوی
ــترن19-14 ــلات  و وس ــورد 21و20ب  م

   22.استفاده قرار گرفت

ــCARD روش ــیگنال ح ــاي  ساسیت س ــا ISHه ــسه ب  را در مقای

. دهـد   برابر افزایش می1000 تا  500بیوتین حدود   -هاي آویدین  روش

گیـرد، بنـابراین     سازي و شستـشو انجـام مـی        این روش پس از دورگه    

دهد و انجام آن راحـت و سـریع    تاثیر قرار نمی  ویژگی پروب را تحت   

، گزینـه   CARDوسـط    همراه با تقویت سـیگنال ت      ISHانجام  . باشد می

تعداد اسـیدهاي نوکلئیـک و       مکهاي   رونوشتمناسبی براي شناسایی    

روش دیگر تقویـت سـیگنال، تکنولـوژي    . باشد ها در محل می  ژن آنتی

DNAــ. دار اســت  شــاخه ــن روش از ی ــرکدر ای ــاي  بو ســري پ ه

ی پس از دیگري    که ی کشود   الیگونوکلئوتیدي غیرایزوتوپ استفاده می   

روش . شـوند  زا و فلورسنت هیبریـد مـی      هاي رنگ  نالبراي تولید سیگ  

DNA مجموعه پروب براي شناسـایی       کتواند با ی   دار می   شاخه DNA 

این روش بسیار اختصاصی بـوده و سـیگنال را          . ار رود ک  به mRNAیا  

  3.کند تقویت می

برانگیـز بـراي تاییـد       هـاي چـالش    یکی از جنبـه   :  روند کنترل  -6

. ، انتخـاب کنتـرل مناسـب اسـت        ISHینـد   اصحت نتایج حاصل از فر    

نترلی متعدد براي اطمینان از اختصاصی بـودن  کیندهاي اار بردن فر  ک به

 از  4و1.شده براي توالی هدف، اهمیـت بـسیاري دارد         برچسب مشاهده 

توان به موارد    نترلیِ مورد استفاده توسط محققان می     کیندهاي  اجمله فر 

  :ذیل اشاره نمود

ول ک، با توجه به نوع مول     DNase یا   RNaseها با    تیمار بافت  پیش) 1

) 3سـازي،    نش دورگـه  ک ـهاي اختـصاصی در وا     حذف پروب ) 2هدف،  

بررســی ) 4هــاي نــامرتبط،  هــاي ســنس یــا پــروب  از پــروباســتفاده

هـاي    از افزودن پروب پیشهاي غیرنشاندار،    هاي رقابتی با پروب    واکنش

ترن یـا سـاترن     سـازي نـور    دورگه) 5سازي،   نشاندار جهت انجام دورگه   

) 6براي مشخص نمودن نـوع اسـید نوکلئیـک موجـود در هیبریـدها و                

 بـراي تعیـین     (Immunostaining)آمیـزي ایمنـی       بـا رنـگ    ISHترکیب  

ینـد  ااز طرفی طـی فر    . سانکهاي ی  ینی در سلول  یموقعیت محصول پروت  

ISH    بررسی یکپارچگی RNA    از دست دادن   .  هدف اهمیت زیادي دارد

RNA   ها براي ردیابی   روب یا تخریب پRNA هدف، ممکن است منجـر  

هـاي   نگـر بافـت   ویژه در مورد مطالعـات گذشـته      به نتایج منفی کاذب به    

هـاي   ، پـروب  mRNAبـراي ارزیـابی حفـظ       . شده با پارافین، شود    تثبیت
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 و  poly(dT)گیرنـد شـامل بتـااکتین،        ه مورد اسـتفاده قـرار مـی       کنترلی  ک

RNA 12.باشند هاي ریبوزومی می  

  : سازي در محل نواع دورگها

سـازي   ظهور دورگـه  : سازي در محل با مواد فلورسنس       دورگه -1

 Fluorescence In Situ Hybridization)در محل با مـواد فلورسـنس   

FISH) انقـــلاب دیگـــري را در تجزیـــه و تحلیـــل 1980 در دهـــه 

ی جهت شناسایی   کنیکعنوان ت   به FISHروش  . سیتوژنتیکی ایجاد نمود  

هـاي متافـازي و اینترفـازي بـا          هـا در هـسته     جـایی  هها و جاب   تریزومی

 ابـزار بـسیار     کنیکاین ت .  معرفی گردید  DNAهاي   تابخانهکاستفاده از   

یـدي،  یپلو هـا، پلـی    روموزومکرد  کمناسبی براي مطالعه ساختار و عمل     

ی ک ـامل ژنـوم و تعیـین نقـشه فیزی        کیدي، دخول ژن بیگانه، ت    یانیوپلو

هاي موثري    نیازمند روش  ISHاربردها،  کبسیاري از   در  . باشد ها می  ژن

ها بایـد    روموزومکه  کاي   گونه ها است، به   روموزومکسازي   جهت آماده 

 DNA از FISH  در23.خوبی حفظ شده و توزیع مناسبی داشته باشند     به

هـاي   هاي نـشاندار بـا مـواد فلورسـنت جهـت تعیـین جایگـاه               پروب

هـاي   مواد فلورسنت سیگنال  . ودش روموزومی درون هسته استفاده می    ک

وپ فلورسـنت مـورد     کروس ـکنند و با اسـتفاده از می      ک رنگی ایجاد می  

برخلاف تجزیه و تحلیل کاریوتایپ متافـازي       . گیرند شناسایی قرار می  

 نیـازي بـه   FISH کنیکهاي سیتوژنتیکی معمول، در ت    حاصل از روش  

 از  طـور مـستقیم    تـوان بـه    شت سلول نیست و بـراي انجـام آن مـی          ک

شده با پارافین جهت ارزیـابی       هاي تازه یا بافت تثبیت     ها و بافت   سلول

  .سریع استفاده نمود

هـاي   شـماري از ژن    شف تعـداد بـی    کهاي اخیر، همراه با      در سال 

هـاي    در تـشخیص بیمـاري  FISHاربردهـاي  کهـا،    مرتبط بـا بیمـاري    

بـراي  . هاي خونی و تومورها گـسترش یافتـه اسـت          ی، بدخیمی کژنتی

 HER2ثیر بیش از حد ژن      ک، ت BCR/ABL1جایی   هال تشخیص جاب  مث

، جهت درمـان هدفمنـد لوسـمی        FISH با استفاده از     ALKو نوآرایی   

یدي مزمن، سـرطان پـستان و آدنوکارسـینوماي ریـه از اهمیـت              یمیلو

هـاي   عنوان مولفه   به FISHهاي   بنابراین آزمون . زیادي برخوردار است  

 مـورد  (Personalized Medicine)اساسی پزشکی منحصر به شـخص  

   24.اند تایید قرار گرفته

ها شـامل   اي از نمونه ، طیف گسترده  FISHهاي   براي انجام تکنیک  

هـاي سـیتولوژي     شده با پـارافین یـا نمونـه        خون محیطی، بافت تثبیت   

بافـت منجمـد،    . توانند مورد استفاده قرار گیرند     می) مانند ادرار، بزاق  (

یل بلورهـاي یـخ   کردن باعـث تـش  ک زیرا منجمد یی مناسبی ندارد اارک

فرمـالین،  . دهد ه مورفولوژي سلول را تغییر می     کشود   درون سلول می  

شده با    را براي بافت تثبیت    FISHه بهترین نتایجِ    کاي است    کننده تثبیت

البته اگر بافـت قبـل از قرارگیـري در پـارافین،       . دهد ه می یپارارفین ارا 

در فرمالین قرار گیرد، نتـایج      )  ساعت 48 بیش از (براي مدت طولانی    

هاي   روي نمونهFISHیند اهنگام انجام فر . مناسبی حاصل نخواهد شد   

ن اسـت نیازمنـد     ک ـتـر، مم   ، دستیابی به نتایج مطلوب    B5شده با    تثبیت

 FISHینـد   الی فر کاصول  .  باشد FISH از انجام    پیشجداسازي هسته   

ــول   ــشابه اص ــراي آش ISHم ــت و ب ــی ک اس ــازي س ــا از  گنالارس ه

 10.گـردد  وپ فلورسنت بـا فیلترهـاي مناسـب اسـتفاده مـی           کروسکمی

 ـ  FISHار رفته در    ک هاي به  پروب  ـ     ک با ی  هـاپتین   ک فلـوروکروم یـا ی

 ـ       کاند   نشاندار شده   که فلوروکروم، شناسایی مستقیم پروب از طریق ی

سازد و هاپتن باعث     ن می کسازي مم  سیگنال رنگی را در محل دورگه     

بــراي شناســایی مــستقیم از . شــود ستقیم پــروب مــیشناســایی غیرمــ

، Texas Red ،Cy2، رودامـین،  FITCهـاي گزارشـگر ماننـد     ولک ـمول

Cy3  ،Cy5  نیتروفنـل   بیـوتین، دیگوگـسیژنین و دي     . گـردد   استفاده می

معمـول بـراي شناسـایی      طـور     بـه ه  کهاي گزارشگري هستند     ولکمول

  25.روند ار میک غیرمستقیم به

  :FISHانواع 

ــف ــ: Fiber FISH -ال ــکاربرد تک ــاي  کنی ــر روي FISHه  DNA ب

 هـدف بـا   DNAاغلـب،  . شـود   نامیده میFiber FISHشده،  زدایی ینیپروت

دسـت   ، به کها یا غلظت بالاي نم     زدایی کروماتین توسط دترجنت    ینیپروت

بـه   رده و منجـر   ک ـها را از کروماتین حذف       چنین تیماري، هیستون  . آید می

در بـسیاري از  . شـود  اي می  به مارپیچ خطی دو رشته    DNAامل  کباز شدن   

ها در محل،    ، استخراج کروماتین با استفاده از تیمار تمام سلول        اارهکدستور

 Fiber FISHهـاي   کنی ـکت. گیرد وپ انجام میکروسکروي اسلایدهاي می

ی منـاطق   ک ـمیلـی بـراي تعیـین نقـشه فیزی        کهـاي ت   عنـوان روش   بیشتر به 

 ـ     کاین امر مم  . روند یار م ک روموزومی، به ک  کن است شامل تعیین ترتیب ی

) هـاي مـصنوعی باکتریـایی      کاسمیدها، کروموزوم (هاي ژنومی    سري کلون 

ن اسـت  ک ـ همچنـین مم   کنی ـکاین ت .  متوالی باشد  DNAاي از    روي قطعه 

هـاي مـصنوعی مخمـر       رومـوزوم ک در   DNAبراي مطالعـه همانندسـازي      

متـر  کتواند  سیار بالا بوده و می بFiber FISH کیکقدرت تف. استفاده گردد

 آن را نـدارد  کی ـکوپ نوري توانایی تف  کروسکاما می . باز باشد  یلوکیک  از  

ایـن  .  باز شده اسـت    DNA در رشته    nm 340 باز معادل  یلوکیک  ه  کچرا  
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هاي قـدیمیِ تعیـین نقـشه، زمـان کمتـري را بـراي            روش نسبت به روش   

-Fiberهاي زیادي بـراي انجـام       کاردستور. نیاز دارد ها    دادهدست آوردن    هب

FISH  مهمترین مرحلـه در  . هاي پستانداران در دسترس هستند     روي سلول

 DNAیند، استخراج هسته و کرومـاتین بـراي رهاسـازي و پخـش            ااین فر 

  26.باشد روي اسلاید می

ــی FISH -ب کم (Quantitative FISH) : ــوالی ــا، ت ــاي تلومره  ه

هـستند کـه باعـث پایـداري         در انتهاي هـر کرومـوزوم        DNAراري  کت

کروموزوم شده و از اتصال دو انتهاي کروموزوم به یکدیگر جلـوگیري            

هـایی   هاي کوتاه شدن تلـومر، ایجـاد روش        براي درك مکانیسم  . کنند می

هـاي تـازه و بایگـانی شـده          گیري دقیق طول تلومر در بافت      براي اندازه 

جود دارد که   گیري طول تلومرها و    سه روش براي اندازه   . ضروري است 

   Flow-FISH.27 و Q-FISHعبارتند از ساترن بلات، 

 اسـت کـه     FISH یک تکنیک سیتوژنتیکی مبتنی بر       Q-FISHروش  

 یـا   Cy3ماننـد   (هاي نشاندار شـده بـا مـواد فلورسـنس            در آن از پروب   

FITC (   ی کردن توالیهاي هدف در     براي کمDNA   کروموزومی توسـط 

. شـود  گـر، اسـتفاده مـی      هاي تحلیـل  افزار میکروسکوپ فلورسنت و نرم   

 براي کمی کردن توزیع طـول تلـومر، مـرتبط بـا         Q-FISHعلاوه بر این    

اگرچـه ایـن تکنیـک      . گیـرد  هاي مختلف مورد استفاده قرار مـی       بیماري

دهـد ولـی      دقیقی در مورد طول تلومرهـا در اختیـار قـرار مـی             هاي  داده

 FISHهايِ مرتبط بـا      یکیب با سایر تکن   کتواند از طریق تر    برد آن می  رکا

در . یتومتري است، گـسترش یابـد     اه مبتنی بر فلوس   ک Flow-FISHمانند  

Flow-FISH  گیـري شـدت فلورسـنس در       یتومتري براي اندازه  ا، از فلوس

، شدت  Q-FISHه در   ک شود، در حالی   ها استفاده می   اي از سلول   مجموعه

. گـردد  گیـري مـی    هـا انـدازه    فلورسنس در تعداد محـدودتري از سـلول       

 قادر بـه تعیـین طـول تلـومر در      Flow-FISH، روش   Q-FISHبرخلاف  

  .باشد  سلول واحد نمیکروموزوم خاص درون یک کی

 جمعیتـی  هـاي  پـژوهش می دارد و براي    ک بازدهی   Q-FISHاگرچه  

ه ی ـهایی با بـازدهی بـالا ارا      ارک دستور پژوهشگرانباشد ولی    مناسب نمی 

 اسـتفاده   Q-FISHري بـراي انجـام      امپیوتک ـهـاي    ه از دسـتگاه   کاند   ردهک

 چنـد   FISH چندگانه و    FISHها مانند    طور مشابه سایر روش    به. نندک می

در .  مورد استفاده قـرار گیرنـد   Q-FISHیب با   کتوانند در تر   رنگی نیز می  

FISH          رومـوزوم در   ک چندگانه، از چندین پروب براي مشاهده چنـدین

زومی اسـتفاده   وروم ـکي  هـا  ییهاي مختلف و براي شناسایی نـوآرا       رنگ

  محل اتصال ( تلومري وندهايـپیاسایی ـ در شنQ-FISHروش . شود می

  .اربرد داردک) دیگر در ناحیه تلومرکها به ی روموزومکانتهاي 

هــاي تلــومريِ بینــابینی کرومــوزومی  ایــن اتــصالات گــاهی تــوالی

(Interstitial chromosome telomere sequences, ITS)شـوند   نامیده می 

ی از  ک ـبراي مثـال ی   . املی است کدهنده دوره ت   و مطالعه آنها اغلب نشان    

باشـد و هیبریـدي از دو         می ITS توالی   کهاي انسان حاوي ی    روموزومک

مشاهده تنظیم طـول تلـومر در       . شده در شامپانزه است    روموزوم متصل ک

 ارزشـمندي را  هـاي  دادههاي مختلف مانند انسان و سایر حیوانات،   گونه

ار کهـاي انـسان آش ـ   امل کاریوتایپ و ارتباط آن بـا بیمـاري        کرد ت در مو 

  28.سازد می

گیـري طـول    هـاي انـدازه   کنی ـکی دیگـر از ت ک ی:Flow FISH -ج

گیـري طـول     در این تکنیک براي انـدازه     . باشد  می Flow-FISHتلومرها  

هـاي اسـیدنوکلئیک    نام پـروب  هایی به متوسط تکرارهاي تلومر از پروب    

افـزایش  . شـود   اسـتفاده مـی  (Peptide Nucleic Probes, PNA)پپتیـدي  

 کار و ی  کبرداري خود  ها توسط نمونه   گیري رارپذیري اندازه کصحت و ت  

همراه با طول معینی از تلومر در هر        ) نترلکهاي   سلول(استاندارد داخلی   

 بـا اسـتفاده از   PNA پـروب  کنی ـکدر ایـن ت  29.پـذیرد  لوله، صورت می 

FITC    شـود و    رارهاي تلومر هیبریـد مـی     کهاي ت  ا توالی  نشاندار شده و ب

یتومتري انجام  اهاي مختلف توسط فلوس    گیري فلورسنت در سلول    اندازه

گیري طول تلومر توسط ساترن بـلات، ایـن       در مقایسه با اندازه   . گیرد می

هـا   هاي مختلفـی از سـلول      تواند طول تلومر را در زیرجمعیت      روش می 

طـور   هـا بـه     نمونه با تعداد کمی از سلول      درون یک نمونه، یا در چندین     

 زمـان کمتـري     Q-FISHاین روش نسبت به     . گیري نماید  همزمان اندازه 

هـا،    در لنفوسـیت   Flow-FISHمطالعه طـول تلومرهـا توسـط        . نیاز دارد 

هـاي انـسان، مویـد تـوان بـالا و            یـدي و گرانولوسـیت    یهاي میلو  سلول

  30. بوده استکنیکسودمندي این ت

ــنیکت: Single molecule RNA FISH -د ــایی و ک ــراي شناس ی ب

هـاي    طویـل در نمونـه     RNAهـاي    ولک و سایر مول   mRNAگیري   اندازه

ار بـردن چنـدین پـروب       ک توانند با به   هاي هدف، می   جایگاه. بافتی است 

دقیـق بـه   طـور   بـه هـا   این پروب . وتاه، مشاهده شوند  کالیگونوکلئوتیديِ  

 mRNAه هـر پـروب بـه       ک ـی  شـوند و زمـان     جایگاه هدف متـصل مـی     

 باعـث بـاز   (Cooperative)افزایـی   اي متصل شد، با حالت هـم     رشته کت

هاي فلورسنت    و اتصال برچسب   mRNAول  کهاي مول  شدن تاخوردگی 

ها، فلورسنس کافی براي تعیین      اتصال این پروب  . شود بیشتري به آن می   

 هدف را در تصویر میکروسکوپ فلورسنت فراهم        mRNAموقعیت هر   
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این تکنیک در تجزیه و تحلیل بیان ژن، تشخیص سرطان و در            . آرود می

  28.مطالعات علوم اعصاب کاربرد دارد

ــا چنــد رنــگ و کآمیــزي   رنــگ-ه :  چنــد رنگــیFISHرومــوزوم ب

ــگ ــزي  رن ــآمی ــگ  کل ک ــد رن ــا چن ــوزوم ب  Multicolor whole) روم

chromosome painting)   یا کاریوتایپینـگ طیفـی (Spectral karyotyping) 

بـسیار  هـاي   کنی ـک، ت(Multicolor FISH) چنـد رنگـی   FISH و SKYیا 

  شده با رنگ   ان ایجاد کاریوتایپ کدگذاري   که ام کاي هستند    پیشرفته

ردن کزوم، با نشاندار    ورومکایجاد رنگ براي هر     . آورند را فراهم می  

 فلوروفـور انجـام     پـنج رومـوزوم و فقـط بـا        کهاي ویـژه آن      پروب

هـایی   روموزومک در شناسایی    M-FISH و   SKYاي  ه روش. گیرد می

هایی بـا   روموزومکهاي مارکر یا  روموزومکبا تشخیص دشوار، مانند  

ها براي   کنیکاین ت . گیرند هاي پیچیده مورد استفاده قرار می      نوآرایی

 تومورهــاي ســفت بــسیار ســودمند هــستند زیــرا کشناســایی ژنتیــ

اي با توضیح دشـوار      ههاي پیچید  تومورهاي سفت، اغلب کاریوتایپ   

  11.دارند

ــه FISH -و ــشگاه تراش ــروزه :(Lab on a chip)اي   و آزمای  ام

ــد یهــاي میکروفلو تراشــه ــدي وجــود دارن ــی ــازي را FISHه ک  اینترف

ار بـا ایـن     ک ـ معمولی،   FISHخلاف   بر. اند ار درآورده کصورت خود  به

 ـ  اینترفـازي  FISHاگرچه  . ها فقط چند دقیقه زمان نیاز دارد       تراشه  ک ی

رومـوزومی  کهـاي   روش تشخیصیِ حساس براي شناسایی ناهنجـاري  

، استفاده FISHهاي  لکباشد، هزینه هر آزمون و پیچیدگی فنی پروت  می

اي یـا    آزمایشگاه تراشـه  . گسترده از این روش را محدود ساخته است       

هــا اســت،  هــایی از میکروکانــال تجهیــزات ریزســیال، حــاوي شــبکه

هـا   هاي تحلیلی متعـددي را روي تراشـه    تکنیکتواند اي که می   گونه به

ــه  ــا را ب ــده و آنه ــار درآورد  گنجان ــورت خودک ــا. ص ــه یاز آنج ی ک

کمتــر از (هــا کنتــرل ســیاله را در ســطح بــسیار پیچیــده  میکروکانــال

توان بـه زمـان      سازند، از مزایاي این تجهیزات می      ممکن می ) پیکولیتر

اقل نیـاز بـه مداخلـه       کوتاه جهت تجزیه و تحلیل، هزینه پـایین، حـد         

. انسانی و دسترسی آسان بـه آنهـا در کاربردهـاي بـالینی اشـاره کـرد                

گیرد و نتایج قابل     اي انجام می   هاي شیشه   روي ریزسیال  FISHامروزه،  

  .دهد ه مییرار و دقیقی اراکت

 برابـر  10 روي تراشـه،  FISHهـاي متـداول،      در مقایسه بـا روش    

اهـد و سـنجش   ک زینه آزمون را مـی  برابر ه10بازدهی بیشتري داشته،    

ن ک ـرومـوزومی یـا چنـدین بیمـار را مم         کهمزمان چندین ناهنجاري    

هاي  روموزومی توسط آزمون  کتعیین نوع و اندازه ناهنجاري      . سازد می

هـاي   تشخیصی، جهت تشخیص آگاهانه و انتخاب مناسب اسـتراتژي        

 ـ FISH کنیکت. درمانی، ضروري است   اي  روي تراشه، با توجه به مزای

اي در زمینـه بـالینی در        طـور گـسترده    ی را بـه   ک ـشده، آزمون ژنتی   گفته

  31و28و1.دسترس قرار خواهد داد

رارپذیري، ویژگی و بـازدهی     ک حساسیت، ت  :FISHمزایا و معایب    

شناسـی را    هاي سـیتوژنتیک و آسـیب      ، توانایی آزمایشگاه  FISHبالاي  

 24 تا چهار FISHمدت زمان مورد نیاز براي انجام . افزایش داده است

 دقیقه آنالیز 45 تا 15 سلول را در مدت 2000 تا 1000ساعت است و 

روموزومی را کهاي  ان مطالعه ناهنجاري  ک ام FISHهاي   کنیکت. ندک می

آورد و بنـابراین     ه در حال تقسیم نیستند، فـراهم مـی        کهایی   در سلول 

هاي  نهطور مستقیم در نمو    روموزومی به کهاي   براي مشاهده ناهنجاري  

به تعیین   این امر منجر  . هاي بافتی سودمند هستند    سیتولوژیکی و برش  

شـده در انـواع مختلـف        روموزومی مناطق حذف یـا مـضاعف      کنقشه  

ــاتوانی آن در FISHی از معایــب مهــم کــی. تومورهــا شــده اســت ، ن

از طرفــی . رومــوزومی ناشــناخته اســتکهــاي  تــشخیص ناهنجــاري

هـاي غربـالگري بـراي تـشخیص       نعنـوان آزمـو     به FISHهاي   کنیکت

توانند مورد استفاده قرار گیرند، زیرا این        روموزومی نمی کهاي   یینوآرا

  25.هاي متعادل را ندارند جایی هها توانایی شناسایی جاب کنیکت

  :FISHاربردهاي ک

هــاي کرومــوزومیِ  شناســایی ناهنجــاري: اربردهــاي تشخیــصیک

 پیـشرفت بیمـاري،     هـاي مـارکر، بررسـی      خاص، شناسایی کروموزوم  

 تعیین نقشه   :کاربردهاي پژوهشی بررسی موفقیت پیوند مغز استخوان،      

شـده، شناسـایی نقـاط       ژنتیکی، شناسایی منـاطق حـذف یـا مـضاعف         

ها  یافتگیِ کروموزوم  بعدي سازمان  ها، مطالعه سه   جایی هشکست در جاب  

  .در هسته اینترفازي

ــه-2 ــازي در  دورگ ــی غیررادیوا   س ــواد رنگ ــا م ــل ب ــومح : کتی

 Chromogenic in)محل با مواد رنگی غیررادیواکتیو  سازي در دورگه

situ hybridization, CISH)  نوع دیگري ازISH ه بسیار شـبیه  ک است

FISH پـروب بعـد از   کنی ـکه در ایـن ت ک ـباشـد بـا ایـن تفـاوت        می 

 ـ     دورگه . گـردد  زا مـشاهده مـی     نش رنـگ  ک ـ وا کسازي، با استفاده از ی

ها  ی از این روشکی.  وجود دارندCISH براي انجام  گوناگونیهاي   راه

 از اتـصال پـروب بـه        پـس . باشد  بیوتینیله به پروب می    dUTPاتصال  

آویـدین نـشاندار شـده بـا پراکـسیداز تربچـه             ول هدف، استرپتو  کمول
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آویـدین بـه بیـوتین متـصل         استرپتو. گردد وهی، به اسلاید اضافه می    ک

فه شـده و پراکـسیداز تربچـه        آمینوبنزیـدین اضـا    شود و سپس دي    می

در . نـد ک اي در جایگاه پروب تبدیل مـی        رنگ قهوه  کرا به ی   وهی آن ک

ي نـشاندار شـده بـا دیگوگـسیژنین       ها  پروب CISH دیگري از    کنیکت

شـوند، امـا در    هاي نشاندار شده با بیـوتین اسـتفاده مـی       جاي پروب  به

ار ک ـ  بـه  DABاینجا نیـز بـراي مـشاهده پـروب، آنـزیم پراکـسیداز و               

ی از کی.  داردFISH را نسبت به فراوانی مزایاي CISHروش  . روند می

وپ کروس ـک توسط میCISHان مشاهده اسلایدهاي   کمزایاي اصلی، ام  

توانـد    مـی CISHعلاوه بر این، . نوري و تشخیص ساختار بافت است   

همــراه بــا ایمونوهیــستوشیمی بــراي ســنجش ارتبــاط بــین تغییــرات 

شـده   اسلایدهاي تهیه . مورد استفاده قرار گیرد   روموزومی و بیان ژن،     ک

، پایداري بالایی دارند و پس از تجزیه و تحلیل، بـراي            کنیکدر این ت  

ی از معایـب    ک ـی. مـدت مناسـب هـستند      نگهداري و بایگانی طـولانی    

CISH     ـ   ـ    ک توانایی تشخیص فقـط ی  زمـان اسـت و      ک سـیگنال در ی

شـده بـا     اي تولیـد  ه ـ  نسبت به سیگنال   CISHشده با    هاي تولید  سیگنال

FISH   اهش دقت در تعیین شـماره      کمتري دارند و باعث     ک گسستگی

  .گردد سیگنال می

اربرد ک هدف، با توجه به ک در شناسایی یCISHاهمیت ناتوانی 

طور متداول براي   بهCISHبراي مثال . ن است متفاوت باشدکآن، مم

 ـ      EBVهایی مانند    شناسایی ویروس  ت  یا ویـروس سـیتومگال در باف

 بـراي  CISHاربرد خـاص، نـاتوانی   ک ـرود و در ایـن    ار مـی  ک ریه به 

. شـود   سیگنال هدف، محدودیت حساب نمـی      کشناسایی بیش از ی   

 ـ       کاما در برخی از       کاربردهاي دیگر، ناتوانی در شناسایی بـیش از ی

براي مثال در . تواند محدودیت ایجاد نماید  زمان، میکسیگنال در ی

 ـ(از دو پـروب      FISHنوعی آزمون تجاريِ      پـروب سـبز بـراي       کی

استفاده ) HER2 پروب قرمز براي ژن ک و ی17روموزوم کسانترومر 

 CEP17 بـه    HER2با چنین آزمونی اگر نسبت سـیگنال        . شده است 

 و تـوجیهی بـراي      HER2ثیـر ژن    کدهنـده ت    باشد، نـشان   دوبیش از   

 در CEP17علت اساسی استفاده از پـروب       . درمان با هرسپتین است   

در برخـی از   17رومـوزوم  کزومـی   هـا، پلـی    مجموعـه پـروب  ایـن 

 HER2 از ژن رونوشـت ه بـیش از دو   ک ـدر مواردي   . تومورها است 

 ناشی HER2هاي ژن  رونوشتوجود داشته باشد و زیاد بودن تعداد 

 CISHهـا، بـا اسـتفاده از آزمـون           دانستن نسبت  از تقویت آن نباشد   

  32و11.پذیر نیست انکام

 ,Genomic in situ hybridization)ژنومی در محـل  سازي   دورگه-3

GISH :  ل  ک از   کنیکدر این تDNA  شود  عنوان پروب استفاده می     ژنومی به

 ـ(هـاي مختلـف      تـوجهی را در ژنـوم گونـه        هاي قابل  و تفاوت  ویـژه در    هب

هـاي والـدي     روموزومکه هدف، شناسایی    ک زمانی   8.دهد نشان می ) گیاهان

 ـ        نهسازي بین گو    دورگه کدر ی  یـدي  یپلو  پلـی  کاي یا در ژنوم معینـی از ی

ژنوم والـد  . شود عنوان پروب، نشاندار می   ی از والدین به   کل ژنوم ی  کباشد،  

 بــا (Blocking DNA)ننده ک مــسدودDNAعنــوان  ، بــه)غیرنــشاندار(دوم 

هـاي غیراختـصاصی ناشـی از تـشابه          سـازي  هدف جلـوگیري از دورگـه     

نـشاندار و  ( بنـابراین ژنـوم هـر دو والـد        .رود ار مـی  ک هاي دو والد به    ژنوم

سازي وجود داشـته      محلول دورگه  کطور همزمان در ی    باید به ) غیرنشاندار

ــند ــه  . باش ــروب ب ــسبت پ ــسدودDNAن ــوگیري از ک م ــت جل ننده، جه

 توانـایی   کنی ـک ایـن ت   33و8.ارسازي ژنوم والد دوم، باید مناسب باشـد       کآش

توانـد بـراي    را دارد و مـی شناسایی تمام ژنـوم و قطعـات ژنـومی بیگانـه            

هـاي مختلـف    شناسایی ژنوم گونـه ) 1: اهداف زیر مورد استفاده قرار گیرد  

هـاي بیگانـه     جایی ژن  هبررسی جاب ) 3ها   تعیین اجداد گونه  ) 2در هیبریدها   

توضـیح ارتبـاط    ) 5رومـوزوم و سـیتوژنتیک تشخیـصی        کآمیزي   رنگ) 4

  8.سازي متقاطع پروب ها از طریق دورگه گونه

 ,Comparative genomic hybridization) سازي قیاسی ژنـوم   دورگه-4

CGH):        ه جهـت   کروشی قدرتمند، مشابه کاریوتایپینگ معمولی است

ل ژنوم مورد اسـتفاده  کروموزومی در کهاي  تجزیه و تحلیل ناهنجاري 

تومـور و بافـت طبیعـی     از بافـت  DNAدر ایـن روش،   . گیرد قرار می 

. شـود  ا فلوروفورهاي سبز و قرمز نشاندار مـی       ترتیب ب  جداسازي و به  

 نـشاندار قرمـز بـا یـک       DNA نشاندار سبز و     DNAمقادیر مساوي از    

هیبریـد  ) کاریوتایـپ بـدون هـیچ ناهنجـاري       (گستره متافازي طبیعی    

رومـوزومی وجـود نداشـته      کاگر در بافت تومور ناهنجاري      . شوند می

هـاي   رومـوزوم ک هاي سـبز و قرمـز بـه        باشد مقادیر مساوي از پروب    

ــام     ــگ تم ــده و رن ــصل ش ــی مت ــازي طبیع ــستره متاف ــود در گ موج

چون مقـادیر مـساوي از      (ها در این گستره زرد خواهد شد         روموزومک

  ).سازند هاي قرمز و سبز، رنگ زرد را می پروب

 در تومور موجود    یکروموزوم  ک از   رونوشت سه   نمونهاگر براي   

 در  یـک رومـوزوم   کبود و   باشد، رنگ سبز بیش از رنگ قرمز خواهد         

ــد     ــد ش ــاهر خواه ــبز ظ ــگ س ــه رن ــازي ب ــستره متاف ــورد . گ در م

اي از   همـین صـورت خواهـد بـود و منطقـه           شـدگی نیـز بـه      مضاعف

ه مضاعف شده است به رنگ سبز خواهد بود، در حـالی            کروموزوم  ک
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ه در آن حذف رخ داده، بـه رنـگ قرمـز دیـده خواهـد          کاي   ه منطقه ک

معمـول بـا گـستره متافـازي انجـام        طـور     به CGH امروزه   34-37و11.شد

 مربوط بـه تمـام      DNAهاي   هاي کلون  جاي آن از تراشه    گیرد و به   نمی

 کنی ـکایـن ت . شـود  روموزوم استفاده مـی ک 24مناطق موجود در طول     

رارپذیريِ آن نـسبت    ک و ت  کیکشود و قدرت تف     نامیده می  CGHآرایه  

 را  گونـاگونی ي   مزایـا  CGH 34-39و11. معمـولی بیـشتر اسـت      CGHبه  

شت کنیازي به ) 1: نسبت به کاریوتایپینگ معمولی دارد، در این روش

ها جهت   ضرورتی به متافازي بودن سلول    ) 2هاي تومور نیست،     سلول

 کی ـکقـدرت تف ) 3روموزومی وجود ندارد، کهاي  شناسایی ناهنجاري 

ــالا و در حــدود  ــ اســت، در حــالی Mb 1آن ب ــدرت تفک ــکه ق  کی

تنها عیـب ایـن     .  است Mb 5ین و در حدود     یعمولی پا کاریوتایپینگ م 

توانـد    نمـی  CGHه  کروش نسبت به کاریوتایپینگ معمولی این است        

 ـ  (رومـوزومی متعـادل     کهـاي    ناهنجاري را ) جـایی متقابـل    هماننـد جاب

اربرد بالینی نیافتـه اسـت،     کطور معمول     به CGHاگرچه  . ندکشناسایی  

هـاي شـایع    ري از ناهنجاريولی روش قدرتمندي براي شناسایی بسیا   

  34-37و11.باشد می) براي مثال سرطان ریه(در انواع مختلف تومورها 

ــهک ــاي دورگ ــازي در محــل اربرده ــه: س ــازي در محــل  دورگ س

ه کهاي مختلف بالینی و تشخیصی دارد   در زمینه گوناگونیاربردهاي  ک

  :برخی از آنها عبارتند از

هـا از    یاري از پـروب   بـس : ردیابی یا شناسایی عوامـل عفونـت      ) 1

هـاي باکتریـایی،     هاي بیگانه ماننـد ژن      براي شناسایی ژن   DNAجنس  

        12،باشــند هــاي بـافتی در دســترس مــی  قـارچی و ویروســی در بــرش 

 ابزاري قدرتمنـد بـراي تجزیـه و         ISHهاي   روش: ن ژن بررسی بیا ) 2

 از مزایـاي اصـلی  . باشـند  دیده مـی   هاي آسیب  تحلیل بیان ژن در بافت    

ISH    تعیین موقعیت mRNA       در سطح سلولی در تومورهاي ناهمگون 

 اختـصاصی سـلول     RNAردیابی  : مطالعه رشد و نمو سلول    ) 3است،  

دهنـد   شناسی نـشان نمـی     ه تمایز ریخت  کهایی   ، در سلول  ISHتوسط  

: تعیـین جنـسیت   ) 4تواند در شناسایی نوع سلول سـودمند باشـد،           می

ی ک ـی( نشاندار   pHY2بریداسیون با   تواند از طریق هی     می Yروموزوم  ک

ینـد،  اایـن فر  . ردیابی شـود  ) Yروموزوم  کرارهاي اختصاصی در    کاز ت 

 مناسبی براي تعیین جنسیت پیش از تولد و تعیین جنـسیت در    کنیکت

ی ک ـتعیین نقـشه ژنتی  ) 5باشد،   صورت ابهام جنسی از نظر فنوتیپی می      

ان مـشاهده   ک ـ ام هاي متافازي  روموزومکسازي پروب با     دورگه: انسان

ســیتوژنتیک ) 6ســازد،  هــا را فــراهم مــی رومــوزومکهــا بــر روي  ژن

هــاي عــددي  توانــد بــراي تــشخیص ناهنجــاري  مــیISH: اینترفــازي

از ) 7 2،روموزومی در هـسته اینترفـازي مـورد اسـتفاده قـرار گیـرد             ک

هاي سـرطانی در      استفاده آن براي ردیابی سلول     ISHاربردهاي رایج   ک

هـاي   رومـوزومی در بـرش    کی، بررسی تغییرات    کولوژیهاي سیت  نمونه

  11،هـا اسـت   بافتی و بررسی پاسخ به درمان در انواع معینی از سـرطان       

ننـده  ک دک ـهـاي   mRNAدلیل حساسیت بالاي این روش، حتـی         به) 8

تعیین . توان با استفاده از آن مشاهده نمود     هاي غشایی را نیز می     گیرنده

ــت  ــصاصی ســل  mRNAموقعی ــاي اخت ــایی دادهول، ه ــورد ه  را در م

هـاي حیـوانی     دهـد و در تاییـد مـدل        ه مـی  ی ـهاي بیماري ارا   انیسمکم

  40.سودمند است

  

  
شناسی سلولی و پـژوهش در       هاي جدید در زمینه زیست     پیشرفت

هـاي بـسیاري در تـشخیص و     بـه پیـشرفت    خصوص سـرطان منجـر    

هـاي جدیـدي را    تشافات، درمـان کین اا. غربالگري بالینی خواهند شد  

هـاي تشخیـصی جهـت ارزیـابی بیـان           رده و نیاز به آزمـون     کپیشنهاد  

دیده  هاي آسیب  شده در بافت   شفکهاي تازه    طبیعی ژن  نامناسب یا غیر  

  . خواهند ساختبرآوردهرا 

ــسیاري از مار   ــراي ب ــر، ب ــال حاض ــصی و  کدر ح ــاي تشخی ره

 ـ ک ـهاي جدیدي    دهنده، ژن  آگهی پیش بنـابراین ایجـاد    . انـد  شدهشف ن

هزینـه، جهـت     مک ـاربردهاي گـسترده، سـریع و       کهاي جدید با     روش

هاي تشخیصی با هدف بررسی تغییر بیان ژن، ضـروري           توسعه آزمون 

هاي تشخیـصی بـا    آزمون(استفاده از ایمونوهیستوشیمی    . آید نظر می  به

، )رافینشـده بـا پـا      هاي تثبیـت   ها در بافت   بادي نش آنتی کاستفاده از وا  

سازد، ولی  ن میکین ممیصورت پروت هاي هدف را به شناسایی بیان ژن 

در . ها در حال حاضر در دسـترس نیـستند         بادي هاي برخی از آنتی    ژن

هاي متناوب تشخیص بیان ژن درون  کنیکهاي جدید نیازي به ت   روش

سـازي در محـل چنـین        دورگه. هاي بافتی وجود نخواهد داشت     برش

هــاي تشخیــصی و  م ســاخته و نقــش آن در آزمــونانی را فــراهکــام

ولی ک ـی مول کهاي بالینی، براي توسعه عصر جدیدي از پزش ـ        پژوهش

هاي تشخیص طبی، استفاده از این        در آزمایشگاه  10.ادامه خواهد یافت  

هـا در هـر      ، جهت تعیین تغییـر در بیـان ژن        کاي نزدی  روش در آینده  

  .سلولی، روندي رایج و سودمند خواهد شد

  بحث
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In situ hybridization (ISH) is a method that uses labeled complementary single 

strand DNA or RNA to localize specific DNA or RNA sequences in an intact cell or in 

a fixed tissue section. The main steps of ISH consist of: probe selection, tissue or sam-

ple preparation, pre-hybridization treatment, hybridization and washing, detection and 

control procedure. Probe selection is one of the important aspects of successful hybridi-

zation. ISH sensitivity and specificity can be influenced by: probe construct, efficiency 

of labeling, percentage of GC, probe length and signal detection systems. Different 

methods such as nick translation, random priming, end tailing and T4 DNA polymerase 

replacement are used for probe generation. Both radioactive and non-radioactive labels 

can be used in order to probe labeling. Nucleic acid maintenance in samples, prevention 

of morphological changes of samples and probe penetration into tissue section are the 

main aims of sample preparation step. Then, a small amount of solution containing 

probe, is added on slides containing tissue sections for hybridization process, then 

slides are incubated overnight. Next day, washes are carried out to remove the probes 

which are not bound to target DNA or RNA. Finally, in order to be sure that the ob-

served labeling is specific to the target sequence, using several control procedures is 

very important. Various techniques based on ISH consist of: Fluorescence in situ hy-

bridization (FISH), chromogenic in situ hybridization (CISH), genomic in situ hybridi-

zation (GISH), comparative genomic hybridization (CGH), spectral karyotyping (SKY) 

and multiplex fluorescence in situ hybridization (MFISH). One of the most common 

techniques of ISH is fluorescence in situ hybridization. FISH can be used to: 1) detect 

small deletions and duplications that are not visible using microscope analysis, 2) detect 

how many chromosomes of a certain type are present in each cell and 3) confirm rear-

rangements that are suspected after microscope analysis. In this technique different 

fluorescent labels are attached to the probes. In this review article ISH, its different 

types, their application, advantages and disadvantages have been considered. 

 
Keywords: comparative genomic hybridization, DNA probes, in situ hybridization, mo-
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