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Изобретение относится к медицине, клинической и лабораторной практике. Способ

определения абсолютной длины теломер (АДТ) лейкоцитов с помощью метода
проточной цитометрии заключается в том, что измеряют длину теломер на проточном
цитометре для определения значения средней интенсивности флуоресценции (СИФ).
Далее получают значения СИФ. Строят калибровочную прямую для перевода СИФ в
молекулярный эквивалент флуоресценции (МЭФ). Затем получают уравнение для
перевода СИФ в МЭФ. Получают значения МЭФ. Рассчитывают значения АДТ на
основе регрессионной модели. При этом регрессионную модель получают на основе
регрессионного анализа значений МЭФ и с использованием данных АДТ, полученных
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Изобретение относится к медицине, клинической и лабораторной практике, а
именно к способу определения абсолютной длины теломер лейкоцитов методом
проточной цитометрии на основе регрессионного анализа с результатами определения
длины теломер с помощью полимеразной цепной реакции в реальном времени.

Теломерами называют концевые участки хромосом, которые состоят из тандемных
нуклеотидных повторов (TTAGGG), соединенных с белками [1, 2]. Известно, что
после каждого деления клетки происходит укорочение хромосом, в среднем, на 50-60
нуклеотидов [3]. Это укорочение происходит за счет потерь теломерных повторов,
количества которых хватает на несколько десятков делений, поэтому не происходит
потери важной генетической информации, вследствие чего теломеры являются
критически важными в поддержании и жизнеспособности клетки [4].

Укорочение теломер в клетках крови наблюдается при некоторых заболеваниях, в
частности, при врожденном дискератозе, апластической анемии, циррозе печени,
идиопатическом легочном фиброзе [5-7]. Большое количество исследований
посвящено изучению роли теломер в канцерогенезе. Предполагается, что
значительное укорочение длины теломер приводит к геномной нестабильности и
образованию хромосомных поломок, которые нередко обнаруживаются как при
различных онкогематологических заболеваниях, так и солидных новообразованиях [8-
11].

Несмотря на несомненную актуальность исследования, стандартизованный
лабораторный метод определения длины теломер к настоящему моменту отсутствует.

Золотым стандартом измерения абсолютной длины теломер по данным литературы
признается анализ концевых рестрикционных фрагментов с помощью блот-
гибридизации по Саузерну. Однако этот метод достаточно трудоемкий, отсутствуют
стандартные протоколы, воспроизводимость - низкая, присутствует субъективность
анализа, а также необходимость использования радиоактивных меток сильно
ограничивает применение этого метода [12, 13]. Более подходящими для рутинной
практики могут быть полимеразная цепная реакция (ПЦР) в реальном времени и
проточная цитометрия - flow-FISH (объединение проточной цитометрии (flow
cytometry) и флуоресцентной гибридизация in situ (FISH)) [14-17].

Определение длины теломер с помощью ПЦР в реальном времени имеет свои
преимущества, такие как простота выполнения, возможность проведения
исследования образца даже с низким количеством ДНК, высокая пропускная
способность, а главное, возможность получить абсолютную длину теломер (АДТ)
[18]. Недостатком этого метода является низкая воспроизводимость, вариабельность
результатов, трудности в определении длины коротких теломер [12].

В ряде исследований показаны достоинства метода flow-FISH, такие как высокая
чувствительность, специфичность, воспроизводимость и возможность определения
длины теломер в целевых популяциях клеток без предварительного сортинга [12].
Однако этот метод позволяет определить только относительную длину теломер
(ОДТ), то есть относительно некоторого контроля, в роли которого обычно выступают
клеточная линия 1301, клетки бычьего или мышиного тимуса или костного мозга
мышей [19, 20]. Получение относительной длины теломер (ОДТ) делает мало
сопоставимыми результаты разных исследовательских групп. Поэтому
разрабатываются подходы для пересчета флуоресценции в абсолютную длину в
тысячах пар нуклеотидов (килобазах, кб).

Известен способ пересчета АДТ с помощью метода flow-FISH, используя
клеточную культуру 1301, и зная тот факт, что длина теломер этих клеток равна
приблизительно 70 кб [21]. В другом исследовании сопоставляли результаты flow-
FISH и результаты анализа концевых рестрикционных фрагментов Саузерн-блотом.
Получив значимую корреляцию (г=0,9; p<0,0001) авторы получали уравнение
линейной регрессии [19] (прототип).

Таким образом, методы, которые применяются для определения длины теломер,
разнообразны и имеют разную физическую основу. Метод flow-FISH является
наиболее подходящим для рутинной практики, относительно прост в исполнении и
обладает высокой воспроизводимостью, чувствительностью и специфичностью,
однако для сопоставления результатов разных лабораторий необходим способ
получения длины теломер в абсолютном выражении.

Целью настоящего изобретения является разработать точный и надежный способ
определения абсолютной длины теломер в тысячах пар нуклеотидов методом flow-
FISH с использованием регрессионного анализа.

параллельно методом полимеразной цепной реакции в реальном времени (ПЦР РВ).
Изобретение обеспечивает простой, быстрый, точный и универсальный способ
определения АДТ. 2 з.п. ф-лы, 4 пр., 5 ил.



Техническим результатом изобретения является его простота, точность, быстрота,
а также универсальность, которые позволяют лаборатории, оснащенной проточным
цитометром, определять абсолютную длину теломер.

Дополнительным техническим результатом является то, что данный способ
доступен для проведения исследований в рутинной лабораторной практике, позволяет
сравнивать результаты разных исследовательских групп и, в дальнейшем, применять
его в клинических исследованиях.

Поставленная цель достигается благодаря разработке способа определения длины
теломер методом проточной цитометрии на проточном цитометре с помощью
регрессионного анализа.

Заявленный способ включает измерение длины теломер методом проточной
цитометрии на проточном цитометре с получением молекулярных эквивалентов
флуоресценции (МЭФ), которые сопоставляют с результатами количественного
измерения длины теломер методом ПЦР в реальном времени и проводят
регрессионный анализ, получают уравнение зависимости МЭФ от длины теломер,
определенной методом ПЦР. Получение этого уравнения регрессии позволяет в
дальнейшем переводить МЭФ от клеток любого исследуемого образца в абсолютную
длину теломер и сопоставлять эти данные с результатами исследований, проведенных
в других лабораториях, а также проводить их совместный анализ.

Существенными признаками разработанного способа определения абсолютной
длины теломер являются:

- измерение длины теломер на проточном цитометре для определения значения
средней интенсивности флуоресценции (СИФ),

- получение значения СИФ,
- построение калибровочной прямой для перевода СИФ в молекулярный

эквивалент флуоресценции (МЭФ),
- получение уравнения для перевода СИФ в МЭФ,
- получение значения МЭФ,
- получение значения абсолютной длины теломер (АДТ) с помощью уравнения

регрессии зависимости от МЭФ, определенного на основе проведенного
регрессионного анализа,

- регрессионный анализ проводят однократно для конкретного цитометра с
использованием данных АДТ, полученных при параллельном исследовании методом
ПЦР в реальном времени.

Существенным отличием заявляемого способа является то, что в отличие от
прототипа в разработанном способе не используют блот-гибридизацию по Саузерну,
которая трудно выполнима вследствие необходимости применения радиоактивных
меток, а также характеризуется субъективностью анализа и высокой трудоемкостью и
времязатратностью. А для проведения регрессионного анализа применяют результаты
исследования ПЦР в реальном времени, которая является более универсальной и
характеризуется доступностью, быстротой проведения и простотой постановки.

Полученные уравнения регрессии несколько отличаются для разных цитометров,
несмотря на использование одних и тех же частиц для расчета МЭФ. Была
подтверждена высокая сходимость анализа данных, полученных с разных
цитометров, что указывает на стабильность и воспроизводимость метода.
Следовательно, при планировании многоцентровых исследований, является
необходимым построение калибровочных прямых и выведения уравнения для
пересчета АДТ в индивидуальном порядке. Кроме того, эти уравнения можно
применять при условии сохранения флуоресцентного сигнала на постоянном уровне,
а это значит, что калибровка прибора является обязательной, так как способствует
сохранению воспроизводимости данных.

В найденных источниках информации авторами не обнаружено сведений,
касающихся реализованного способа.

Сущность предлагаемого изобретения пояснена на графических материалах:
Фиг. 1 - Пример точечных диаграмм, получаемых при определении длины теломер

методом проточной цитометрии: (а) без добавления теломерного зонда, меченого
флуорохромом FITC (отрицательный контроль) и (б) с добавлением теломерного
зонда; в результате анализа которых получают среднюю интенсивность
флуоресценции мононуклеаров, связавших теломерный зонд.

Фиг. 2 - Построение калибровочной прямой с помощью флуоресцентных сфер с
известным числом молекул флуорохрома (FluoroSpheres 6-Peak, Dako) и получение
уравнение для перевода средней интенсивности флуоресценции (СИФ) в
молекулярный эквивалент флуоресценции (МЭФ).

Фиг. 3 - Получение регрессионного уравнения при параллельном исследовании
длины теломер методами flow-FISH и ПЦР в реальном времени, позволяющим



перевести МЭФ в абсолютный показатель длины теломер (кб).
Фиг. 4 - Взаимосвязь между показателями МЭФ, полученных от одних и тех же

проб на цитометрах BD FACSCanto II и CytoFLEX.
Фиг. 5 - Взаимосвязь длины теломер, определенной методами ПЦР и Flow-FISH на

цитометрах CytoFLEX и BD FACSCanto II.
Сущность изобретения пояснена примерами его реализации и использования,

которые не ограничивают его объем.
Пример 1. Осуществление способа
Определение длины теломер методом проточной цитометрии проводят с помощью

коммерческого набора Telomere PNA Kit/FITC (Dako, Дания). Пробоподготовка
проводится в соответствии с рекомендациями производителя этого набора. В качестве
контроля гибридизации зонда используют клеточную линию 1301 (АТСС,
Великобритания). Выделенные мононуклеары (0,5-2 млн) периферической крови
смешивают с эквивалентным количеством клеток линии 1301, затем разделяют на
равные части в четыре пробирки и добавляют в две из этих четырех пробирок раствор
с теломерным зондом, а в две другие - раствор без зонда. После гибридизации и
инкубации проводят отмывку от не связавшегося зонда. Получают две исследуемые
пробы (пробирки с зондом) и две контрольные пробы (пробирки без зонда). Далее
проводят цитометрический анализ (Фиг. 1), где определяется средняя интенсивность
флуоресценции (СИФ) мононуклеаров для канала FITC в каждой из 4 проб.
Рассчитывается среднее значение СИФ двух исследуемых проб (с зондом) и двух
контрольных проб (без зонда). Затем вычитается из среднего значения проб с зондом
среднее значение проб без зонда - это и есть конечный показатель СИФ по
теломерному зонду для исследуемых мононуклеаров периферической крови.

С целью перевода полученных СИФ в показатель молекулярного эквивалента
флуоресценции (МЭФ) применяют набор FluoroSpheres 6-Peak, Sensitivity Particles
(Dako, Дания). Набор содержит 6 вариантов частиц размером 3,2 дм с разным
содержанием флуорохромов на поверхности - МЭФ. С каждой группы шариков
снимается показатель СИФ, а затем строится калибровочная прямая (Фиг. 2) и
рассчитывают уравнение перевода СИФ в МЭФ. Данная процедура проводится
предпочтительно каждый день перед выполнением новой серии исследований.

Параллельно с определением длины теломер с помощью flow-FISH проводят
исследование методом ПЦР, позволяющим получить абсолютную длину теломер в
килобазах [12, 18]. Далее проводят регрессионный анализ полученных МЭФ и АДТ и
выводят соответствующее уравнение пересчета (Фиг. 3).

Пример 2. Получение уравнения регрессии
Для получения уравнения регрессии провели исследование образцов

периферической крови, полученных от 21 здорового донора.
Способ получения согласно примеру 1. Для каждого из образцов рассчитали

значения СИФ мононуклеаров по теломерному зонду и перевели эти показатели в
МЭФ для двух цитометров CytoFLEX (Beckman Coulter, КНР) и BD FACSCanto II
(Becton Dickinson, США).

Анализ клеток выполняли параллельно на двух цитометрах CytoFLEX (Beckman
Coulter, КНР) и BD FACSCanto II (Becton Dickinson, США). Перед новой серией
измерений проводили калибровку цитометра CytoFLEX с целью поддержания выхода
флуоресцентного сигнала с помощью набора FluoroSpheres 6-Peak, Sensitivity Particles
(Dako, Дания). Регулировка напряжения на фотоумножителях цитометра BD
FACSCanto II проводилась с применением Cytometer Setup & Tracking Beads kit (BD
Biosciences, США).

Гейтирование выполняли с помощью программы Kaluza 2.1 (Beckman Coulter,
США). Определяли среднюю интенсивность флуоресценции (СИФ) по каналу FITC
для мононуклеаров и клеток линии 1301. В пробах, инкубированных с
гибридизационным буфером без зонда, СИФ отражала аутофлуоресценцию клеток,
которую вычитали из СИФ от проб, инкубированных с зондом. Затем подсчитывали
среднее значение полученных разниц СИФ.

Набор FluoroSpheres 6-Peak, Sensitivity Particles применяли для построения
калибровочных прямых с целью перевода полученных средних СИФ к показателю
молекулярного эквивалента флуоресценции (МЭФ) [19, 21].

Параллельно проведено исследование методом ПЦР и получены АДТ в килобазах
[12, 18].

Статистическая обработка выполнена с помощью программного обеспечения
GraphPad Prism 6 и R 3.4.4. Корреляционный анализ выполняли с использованием
критерия Пирсона, так как выборки были с нормальным распределением. Проверку
нормальности распределения осуществляли с помощью критерия Шапиро-Уилка. При
анализе линейной регрессии проверяли остатки регрессии на гомоскедастичность и



нормальность распределения. Статистически значимыми считали различия при
p<0,05.

Пример 3. Оценка воспроизводимости МЭФ и сходимости данных
Была оценена воспроизводимость МЭФ, полученных от одних и тех же проб на

разных цитометрах. Обнаружена сильная прямая связь между МЭФ, полученными
при анализе проб на BD FACSCanto II и CytoFLEX (r=0,97; p<0,0001) (Фиг. 4).

При корреляционном анализе результатов ПЦР в реальном времени и результатов
flow-FISH была обнаружена значимая взаимосвязь между АДТ и МЭФ, полученных и
на BD FACSCanto II, и CytoFLEX. Далее рассчитали уравнения зависимости АДТ от
МЭФ для обоих приборов: для CytoFLEX у=0,0043х (доверительный интервал
(ДИ)=0,0040 - 0,0046); для BD FACSCanto II у=0,0051х (ДИ=0,0048 - 0,0055) (Фиг. 5).

По регрессионным моделям для CytoFLEX и BD FACSCanto II были подтверждены
гомоскедастичности (р=0,10 и р=0,09) и нормальности распределения остатков
регрессии (р=0,29 и р=0,35 соответственно). Проведенные проверки регрессионного
анализа указывают на правомерность применения выведенных уравнений для
перевода МЭФ в АДТ. Эти уравнения можно использовать для перевода
относительных значений флуоресценции в абсолютные значения длины теломер.
Высокая сходимость анализа данных, полученных с двух цитометров, указывает на
стабильность и воспроизводимость метода.

Пример 4. Пример проведения исследования
Пациент А.Б. - мужчина, 26 лет. Проводилась дифференциальная диагностика

между идиопатической апластической анемией и врожденным дискератозом. Из
образца периферической крови были выделены мононуклеары и проведена процедура
пробоподготовки с помощью набора Telomere PNA Kit/FITC (Dako, Дания).
Исследование проводилось на цитометре CytoFLEX (Beckman Coulter, КНР).

Для двух пробирок с теломерным зондом получены СИФ: 6673 и 6746, а для двух
повторов без зонда: 1360 и 1340. Рассчитано конечное значение СИФ для
мононуклеаров: (6673+6746)/2 - (1360+1340)/2=5359,5.

С помощью FluoroSpheres 6-Peak, Sensitivity Particles получено уравнение перевода
СИФ в МЭФ: у=0,5289х-612,79. Подставляя в это уравнение вместо «х» полученное
значение СИФ, получаем МЭФ=2221,8.

Далее используя ранее выведенное уравнение для перевода МЭФ в абсолютные
значения длины теломер для цитометра CytoFLEX (у=0,0043х) (Фиг. 5), получаем
АДТ=0,0043x2221,8=9,6 кб.

Заключение: длина теломер мононуклеров периферической крови пациента А.Б.
составила 9,6 килобаз. Что указывает на то, что диагноз врожденного дискератоза
маловероятен.

Таким образом, предложенный способ определения абсолютной длины теломер
методом проточной цитометрии на основе регрессионного анализа с результатами
определения длины теломер с помощью полимеразной цепной реакции в реальном
времени позволяет достаточно быстро, просто, но при этом с высокой точностью
получить значение абсолютной длины теломер методом проточной цитометрии.
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Формула изобретения
1. Способ определения абсолютной длины теломер (АДТ) лейкоцитов с помощью

метода проточной цитометрии, включающий следующие стадии:
- измеряют длину теломер на проточном цитометре для определения значения

средней интенсивности флуоресценции (СИФ),
- получают значения СИФ,
- строят калибровочную прямую для перевода СИФ в молекулярный эквивалент

флуоресценции (МЭФ),
- получают уравнение для перевода СИФ в МЭФ,
- получают значения МЭФ,
- рассчитывают значения АДТ на основе регрессионной модели, отличающийся

тем, что регрессионную модель получают на основе регрессионного анализа значений
МЭФ и с использованием данных АДТ, полученных параллельно методом
полимеразной цепной реакции в реальном времени (ПЦР РВ).

2. Способ по п. 1, отличающийся тем, что регрессионный анализ МЭФ,
полученных с помощью проточной цитометрии, и АДТ, полученных методом ПЦР РВ,
проводят однократно и индивидуально для используемого цитометра и получают
регрессионную модель в виде уравнения линейной регрессии.

3. Способ по п. 1, отличающийся тем, что построение калибровочной прямой и
получение уравнения для перевода СИФ в МЭФ предпочтительно проводить как
минимум ежедневно перед новой серией исследований.
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