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В СУХИХ ПЯТНАХ КРОВИ НОВОРОЖДЕННЫХ РАЗНОГО 
СРОКА ГЕСТАЦИИ В СВЕРДЛОВСКОЙ ОБЛАСТИ
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Резюме. В ходе подготовительного этапа работы по внедрению генетического тестирования на тяже-
лый комбинированный иммунодефицит в программу неонатального скрининга в Свердловской обла-
сти проведено исследование по количественному определению маркеров Т- и В-клеточного неогенеза 
(TREC и KREC соответственно) в крови условно здоровых новорожденных. Материалом исследования 
служили архивные образцы сухих пятен крови, собранных на тест-бланки для рутинного неонаталь-
ного скрининга у 26 девочек и 26 мальчиков, родившихся доношенными и не имевших тяжелых за-
болеваний на первом году жизни. Дополнительно исследовано влияние гестационного возраста плода 
на количество данных маркеров (TREC и KREC) у недоношенных новорожденных разного срока ге-
стации. Обследованы образцы крови 55 недоношенных детей, родившихся преждевременно (23-36 не-
дель гестации). Показано, что уровни TREC и KREC последовательно возрастали с увеличением срока 
гестации, однако динамика данных изменений концентрации маркеров оказалась различной. В связи 
с этим рекомендуемый срок взятия образца крови для скрининга на ТКИН полностью соответству-
ет срокам взятия образцов, принятым для большинства наследственных скринируемых заболеваний. 
Исключение составляет получение результата с полным отсутствием TREC или KREC в образце кро-
ви новорожденного любой степени недоношенности (при валидном количестве копий контрольного 
гена), что должно служить сигналом для незамедлительного назначения этому ребенку консультации 
врача-иммунолога и проведения углубленного иммунологического обследования, поскольку это может 
явиться первым прогностическим признаком фатального заболевания. Для получения корректных по-
роговых уровней TREC/KREC необходимы дополнительные исследования на большей выборке ново-
рожденных (1000-5000) с последующей валидацией полученных референсных границ в исследованиях 
с включением больных с разными формами первичных иммунодефицитов.

Ключевые слова: тяжелая комбинированная иммунная недостаточность, первичные иммунодефициты, TREC, KREC, 
массовое обследование новорожденных, ретроспективная диагностика 
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Abstract. As a preparatory stage for implementation of genetic testing for severe combined immunodeficiency 
under a neonatal screening program, a study was performed in Sverdlovsk Region which concerned quantitative 
determination of T and B cell neogenesis markers (TREC and KREC, respectively) in blood of conditionally 
healthy newborns. Archived samples of dry blood spots collected in test-forms for routine neonatal screening 
were used as biological material for the study of full-term 26 girls and 26 boys who did not exhibit serious 
illnesses during first year of their life. In addition, we investigated potential effects of foetal gestational age upon 
the number of TREC and KREC in preterm infants. Blood samples from 55 preterm infants (23 to 36 gestational 
weeks) were also examined. It was shown that the levels of TREC and KREC increased sequentially with the 
increased gestation terms, but the quantitative changes of markers showed different dynamics. In this respect, 
the recommended terms of blood sample collection for SCID screening is entirely consistent with timing of 
blood sampling for routine newborn screening. An alternative result was obtained with a complete absence of 
TREC or KREC in blood sample of a newborn, irrespectively of prematurity degree (at valid copy numbers of 
a control gene) which should serve as an indication for immediate consulting of the child by immunologist and 
in-depth immunological examination, because it may be a first prognostic sign of a fatal disease.

In order to obtain correct cut-off levels for TREC/KREC, additional studies are needed on a larger sample 
of newborns (1.000 to 5.000), followed by validation of the obtained reference boundaries in studies involving 
patients with different forms of primary immunodeficiencies.

Keywords: severe combined immunodeficiency, primary immunodeficiency, TREC, KREC, newborn screening, retrospective diagnosis

Введение
Современные достижения иммунологии все 

явственнее указывают на то, что в патогенезе 
многих заболеваний существенная роль отводит-
ся иммунной системе [5, 7, 10]. Работы последних 
лет в области фундаментальной иммунологии, 
клеточной биологии, белковой и генной инже-
нерии позволили по-новому взглянуть на неко-
торые механизмы функционирования иммунной 
системы и определить спектр и локализацию 
нарушений, приводящих к развитию различных 
видов иммунопатологии, в том числе первичных 
иммуннодефицитных состояний (ПИД). 

Повышенная восприимчивость новорож-
денных к инфекции является общей проблемой 
в неонатологии и считается одной из самых глав-
ных уязвимостей ребенка в неонатальный пери-
од жизни: инвазивные неонатальные инфекции 
являются причиной почти 36% случаев ранней 

младенческой смертности [40, 41, 52], выжившие 
после сепсиса новорожденные имеют повышен-
ный риск длительного пребывания в стациона-
ре, развития бронхолегочной дисплазии и плохо 
корригируемых отклонений в психомоторном 
развитии [9, 27, 40, 44, 45, 50]. 

Результаты недавних исследований [28] ясно 
показывают, что «зерно» для проявления раз-
личных иммунологически опосредованных за-
болеваний, впервые проявляющихся в зрелом 
возрасте, закладывается в раннем послеродовом 
периоде жизни. Именно на протяжении этого 
периода иммунная система новорожденного под-
вергается тонкой самонастройке с помощью раз-
личных функциональных «клавиш» и в условиях 
прямой стимуляции факторами окружающей 
среды [25, 28, 38].

Многие исследователи объясняют «несостоя-
тельность» первичного иммунного ответа ново-
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рожденного незрелостью его иммунной системы 
на момент родов, ее функциональной неполно-
ценностью по аналогии с не полностью сформи-
рованными органами (мозг, легкие) и системами 
(нервная, дыхательная) [28, 29]. Другая теория 
рассматривает угнетенное состояние иммунной 
системы, наблюдаемое и у плода, и у матери, 
как обязательное условие их взаимного симбиоза 
в течение всей беременности, обеспечивающее 
«сдерживание» иммунного конфликта. После 
рождения иммунная система ребенка начинает 
активно «дозревать» и вскоре приобретает все 
черты специфической реактивности взросло-
го [1, 29, 37].

Однако рецидивирующие хронические ин-
фекции, а также симптомы обычных инфек-
ций, особенностью которых является тяже-
лое или атипичное течение и отсутствие ответа 
на стандартные терапевтические воздействия, 
нередко могут быть настораживающими призна-
ками особой группы заболеваний – первичных 
иммунодефицитов [6, 13, 14, 21]. В этой связи 
особую важность для врача-клинициста приоб-
ретает возможность выявления ребенка с пер-
вичным иммунодефицитом, у которого «сбой» 
иммунного ответа обусловлен не физиологиче-
ским состоянием новорожденности, а наличием 
генетического дефекта, нарушающего нормаль-
ное функционирование одного или нескольких 
ключевых компонентов иммунной системы. 

Особого внимания заслуживают дети, родив-
шиеся на малом сроке гестации (до 32 нед.) и дети, 
родившиеся с экстремально низкой массой тела. 
Известно, что распространенность сепсиса ново-
рожденных обратно коррелирует с гестационным 
возрастом и массой тела при рождении [40, 44, 
45]; следовательно, дети, рожденные преждев-
ременно, могут быть отнесены к группе риска 
по развитию инфекций. Поскольку состояние 
иммунодефицита у недоношенных детей не под-
вергалось всесторонней оценке до начала скри-
нирования на данную патологию, в настоящее 
время такие дети рассматриваются как имеющие 
повышенный риск развития инфекций и требу-
ют соответствующих условий выхаживания [17, 
20, 33]. В этом контексте, незрелость иммунной 
системы как фактор, имеющий временный эф-
фект, обусловленный гестационным возрастом, 
трудноотделим от специфических факторов, свя-
занных с состоянием здоровья недоношенных 
новорожденных: врожденных аномалий, инфек-
ционных, эндокринных осложнений и наруше-
ний обмена веществ. [25, 28, 38]. Поэтому крайне 
важно иметь алгоритм уточнения дефектных ме-
ханизмов, лежащих в основе иммунных реакций 

у новорожденных любого гестационного возрас-
та, который будет способствовать раннему рас-
познаванию пациентов с врожденной иммунной 
недостаточностью.

Благодаря возросшему в последнее вре-
мя вниманию к данной проблеме со стороны 
Всемирного общества здравоохранения (ВОЗ) 
и международных медицинских организаций 
(ESID, J-Project, JMF) отмечается постепенное 
исчезновение «диагностического провала» сре-
ди больных ПИД за счет появления надежных 
методов диагностики тяжелых форм иммунной 
недостаточности (ТКИН) [26, 33, 46]. Во мно-
гих странах мира разрабатываются и внедряются 
в национальные программы массового обследо-
вания новорожденных новые, улучшенные ме-
тоды скринирования на расширенный список 
иммунодефицитных состояний, тем самым под-
черкивается значительный потенциал этой пре-
вентивной стратегии здравоохранения [18, 20]. 

Попытки создать единую российскую базу 
данных больных первичными иммунодефици-
тами пока не увенчались успехом. По данным  
отечественных исследователей, в России ежегодно 
фиксируется около 180 новых случаев ПИД [14].

В Свердловской области регистр ПИД за 5 
лет (2010-2015) увеличился со 163 (взрослых 43) 
до 372 (взрослых 104) пациентов. Ежегодно ре-
гистр пополняется на 20-70 человек, что состав-
ляет от 15 до 43% всероссийского регистра. В то 
же время большое количество пациентов с пер-
вичным иммунодефицитом до сих пор не имеют 
точного диагноза, что означает безвозвратную 
потерю времени для назначения адекватной те-
рапии, необратимые повреждения внутренних 
органов и, как следствие, невозможность вернуть 
человека на иной, качественно новый уровень 
жизни. 

На сегодняшний день эффективным спосо-
бом оценки пролиферации Т-лимфоцитов при-
знано определение TREC (T-cell receptor excision 
circle). TREC представляют собой кольцевые 
фрагменты ДНК, образующиеся при реаранжи-
ровке Т-клеточного рецептора (ТКР) и содержа-
щие определенные константные последователь-
ности, по которым их можно обнаружить [2, 12].

Количество копий TREC в образце ДНК из-
меряется с помощью количественной ПЦР в ре-
альном времени (кПЦР-РВ) и отражает число 
наивных Т-клеток, вышедших из тимуса в крово-
ток. Любой генетический дефект, который нару-
шает развитие Т-клеток, индуцирует их апоптоз 
или блокирует их дифференцировку в тимусе, 
приводит к Т-клеточной лимфопении и низко-
му уровню TREC [4, 20, 33, 46]. Таким образом, 



88

Deryabina S.S. et al.
Дерябина С.С. и др.

Medical Immunology (Russia)/Meditsinskaya Immunologiya
Медицинская Иммунология

количественная оценка уровня TREC позволяет 
выявить детей с типичной ТКИН, а также с дру-
гими заболеваниями, затрагивающими числен-
ность и функционирование Т-клеточного зве-
на иммунной системы (например, синдром Ди 
Джорджи или синдром CHARGE). 

Новорожденные дети с ТКИН имеют очень 
низкие или неопределяемые уровни TREC, имен-
но это позволяет выявлять таких детей на первой 
неделе жизни как угрожаемых по данному забо-
леванию и направлять на углубленное иммуноло-
гическое исследование до манифестации клини-
ческих проявлений болезни.

По состоянию на сентябрь 2016 года неона-
тальный скрининг на ТКИН полностью реа-
лизован в 41 штате США и находится в стадии 
разработки еще в нескольких других штатах. Из-
раиль также выполняет скринирование на ТКИН 
в рамках государственной программы, несколько 
пилотных проектов осуществляются в странах 
Европы, Ближнего Востока и Азии [19, 32, 39,  
42, 51].

Проблема идентификации больных 
с В-клеточными дефектами, приводящими к раз-
витию не менее тяжелых и угрожающих жизни 
состояний (агаммаглобулинемия Брутона, гипер-
иммуноглобулинемия М, ТКИН с отсутствием 
В-клеток), в настоящее время решается скрини-
рованием на KREC (kappa-deleting recombination 
exercise circle) [22, 42, 47]. 

KREC – аналог кольцевой молекулы TREC, 
образующийся в процессе созревания В-клеток 
в костном мозге. Как и в случае TREC, KREC 
не может реплицироваться в клетке, является 
стабильной структурой и встречается более чем 
в 50% В-лимфоцитов [34, 47]. Тестирование но-
ворожденных на KREC потенциально полезно 
для выявления больных с дефектами раннего со-
зревания В-клеток в костном мозге [33, 34, 47].

Большим преимуществом является возмож-
ность комбинировать данные тесты: TREC 
и KREC могут быть измерены одновременно 
в реакции мультиплексной ПЦР, что позволяет 
обнаруживать суммарно больше первичных им-
мунодефицитов, чем при отдельном тестирова-
нии TREC или KREC. Благодаря применению 
такой комбинации маркеров возрастает количе-
ство больных детей, получивших возможность 
на основании результата скрининга своевремен-
но начать адекватную патогенетически обосно-
ванную терапию, что, в конечном итоге, ведет 
к снижению общей заболеваемости и младенче-
ской смертности, обусловленных данными нозо-
логиями.

В Российской Федерации в настоящее время 
ПИД, включая и его фатальную форму – ТКИН, 
диагностируется после манифестации клини-
ческих признаков. Учитывая то, что ПИД имеет 
несколько фенотипических масок и часто «ми-
микрирует» под другие заболевания, а у врачей 
первичного звена отсутствует настороженность 
относительно данной нозологии, российским 
больным приходится преодолевать «диагности-
ческую одиссею» – длинную последовательность 
клинических диагностических исследований 
и направлений, предшествующих окончатель-
ной диагностике состояния. Между тем, толь-
ко по данным областной детской клинической 
больницы № 1 (ОДКБ № 1) г. Екатеринбурга, 
ежегодно в получении консультации специали-
ста-иммунолога нуждаются около 12 000 детей 
с патологическими нарушениями функциониро-
вания иммунной системы, не редко находящие-
ся уже в состоянии крайней тяжести по причине 
инфекционных, воспалительных, аутоиммунных 
и других осложнений. Осложнения, которые по-
лучает больной ребенок во время данного диа-
гностического пути, зачастую становятся необ-
ратимыми, несмотря на проводимое лечение. 

Возможность на основании сниженного коли-
чества в крови TREC и KREC формировать груп-
пу риска по ПИД среди детей еще в неонаталь-
ный период позволило бы вывести диагностику 
данных заболеваний на новый качественный 
уровень, своевременно назначать пораженным 
детям адекватную, патогенетически обоснован-
ную терапию и, в конечном итоге, достичь ста-
бильного общего состояния таких пациентов. 

Поскольку подобных исследований в россий-
ской популяции новорожденных не проводилось, 
первоочередной задачей в этом направлении яв-
ляется определение нормативных значений со-
держания копий TREC и KREC в лимфоцитах 
условно здоровых детей данного возраста и недо-
ношенных детей с разным сроком гестации. 

Материалы и методы
Образцы и экстракция ДНК
В ходе исследования было выполнено количе-

ственное определение копий TREC, KREC и гена 
рецептора интерлейкина 17– IL17RA (в качестве 
внутреннего контроля взятия материала) в лим-
фоцитах 52 условно здоровых новорожденных 
(26 девочек и 26 мальчиков) и 55 новорожденных, 
родившихся преждевременно. 

Материалом для исследования служили об-
разцы крови детей, родившихся в Свердловской 
области в период с 01.01.2011 по 31.07.2016, у ко-
торых брали кровь на фильтровальные карточки 
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для неонатального скрининга 903 Wallac Russia 
CE Card (GE Healthcare Bio-Sciences Corp, США). 
Фильтровальные карточки хранились в Лабора-
тории неонатального скрининга ГБУЗ СО «Кли-
нико-диагностический центр „Охрана здоровья 
матери и ребенка“» (КДЦ «ОЗМР», г. Екатерин-
бург, главный врач – Е.Б. Николаева), хранение 
карточек производилось при комнатной темпе-
ратуре.

В исследование были включены условно здо-
ровые дети, отобранные случайным образом 
из архива лаборатории неонатального скринин-
га. Критерием отбора в данную группу служили 
отрицательные результаты неонатального скри-
нинга по 16 заболеваниям [8] и отсутствие дан-
ных о тяжелых заболеваниях ребенка на первом 
году жизни.

Для выяcнения характера влияния гестацион-
ного возраста плода на количество образующих-
ся TREC и KREC в исследование были включены 
55 недоношенных новорожденных (11 детей, ро-
дившихся на сроке 23-25 недель гестации, 15 – 
на сроке 27-28 недель, 16 – на сроке 30-32 недели 
и 15 детей, родившихся на сроке 35-36 недель ге-
стации). 

Экстракция ДНК из сухих пятен крови 
для методики количественной ПЦР в реальном 
времени проводилась с помощью набора «ДНК-
сорб-В» (Амплисенс, Россия). Поскольку в даль-
нейшем требовалось количественно оценивать 
наличие маркеров TREC и KREC в единице объ-
ема цельной крови в пересчете на определенное 
количество лейкоцитов пациента, было принято 
решение о модификации протокола, заявленного 
фирмой-производителем. Учитывались следую-
щие моменты: 

– биологический материал из фильтроваль-
ной карточки должен быть взят в минимальном 
количестве;

– этого количества должно быть достаточно 
для выделения качественной ДНК; 

– цифровое значение количества должно быть 
удобным для последующих расчетов. 

Исходя из этого, в реакцию выделения ДНК 
брали 3 диска, выбитых из сухих пятен кро-
ви на фильтре ручным дыроколом (Single Hole 
Punch, 1/8” Hole Size, США). Учитывая, что один 
выбитый стандартный диск размером 3,2 мм со-
держит в себе 3,0-3,2 мкл цельной крови [47], 
приняли, что объем крови, взятой для экстрак-
ции ДНК, в нашем случае приблизительно равен 
10 мкл. 

Указанные диски (3 шт. от каждого образца) 
выбивали в пробирки объемом 1,5 мл типа «Эп-
пендорф», заливали 150 мкл лизирующего буфе-

ра (из набора), тщательно встряхивали на шейке-
ре и после краткосрочного центрифугирования 
в течение 15 с инкубировали в термостате при 
65 °С в течение 30-45 минут. Для исключения 
контаминации соседних образцов область ножа 
пробойника после каждого образца обрабатыва-
ли 70% раствором этанола и обжигали в пламени. 
По окончании инкубации пробирки помещали 
в центрифугу “Mini Spin” (Eppendorf, США), 
после чего центрифугировали в течение 1 ми-
нуты 12 500 оборотов/мин. Надосадочную жид-
кость переносили в чистую пробирку и добавля-
ли 15 мкл Сорбента, входящего в состав набора. 
Дальнейшая процедура экстракции не отлича-
лась от инструкции фирмы-производителя. С це-
лью концентрирования образца ввиду малого 
количества материала ДНК элюировали в 50 мкл 
ТЕ-буфера. Хранение образцов ДНК проводили 
при -30 °С без удаления сорбента.

Количественный анализ TREC и KREC методом 
ПЦР в режиме реального времени

Количественное определение маркеров наив-
ных Т- и В-клеток было проведено с помощью 
мультиплексной тест-системы, разработанной 
в Институте химической биологии и фунда-
ментальной медицины Сибирского отделения 
Российской академии наук (ИХБФМ СО РАН, 
г. Новосибирск) и Новосибирского государ-
ственного исследовательского университета 
(г. Новосибирск) совместно с ГБУЗ «Детская го-
родская клиническая больница № 9 (ДГКБ № 9) 
им. Г.Н. Сперанского» (Москва) [2].

Мультиплексную ПЦР в режиме реально-
го времени проводили в амплификаторе CFX96 
(Bio-Rad, США), для построения калибровочных 
кривых использовали входящие в состав набо-
ра калибраторы с концентрацией 107, 105, 5 × 103 

копий в 1 мл каждого аналита (TREC/KREC/
IL17RA). Количество копий анализируемых ДНК 
мишеней рассчитывали, исходя из полученных 
калибровочных кривых с помощью программ-
ного обеспечения Bio-Rad CFX Manager (Bio-
rad, США). Тангенс угла наклона калибровочной 
кривой составлял не более -3,2 с коэффициентом 
корреляции R^ > 0,98, что соответствовало обще-
принятым значениям [35]. Разница в пороговом 
цикле между дублями составляла не более 0,5 
цикла. 

Использование в исследуемой тест-системе 
референсного гена IL17RA в качестве внутрен-
него контрольного образца позволяло контро-
лировать этапы экстракции ДНК и проведения 
реакции амплификации. Это явилось также 
свое образным показателем адекватности ко-
личества материала, взятого для исследования, 
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поскольку фильтровальные карточки отдель-
ных образцов имели различные сроки хранения 
(от нескольких месяцев до 3-х лет), что могло 
сказаться на эффективности экстракции ДНК. 
В дальнейшем экспериментальным путем было 
подтверждено, что данный объем крови (3 дис-
ка) отвечает всем вышеуказанным требованиям. 
Концентрация полученных растворов ДНК со-
ставляла 10- 30 нг/ мкл, отношение поглощения 
при длинах волн 260 нм и 280 нм (коэффициент 
A260/A280) находилось в пределах 1,7-1,9, что сви-
детельствовало о высокой чистоте препаратов. 
Измерение концентрации ДНК и степени ее чи-
стоты определяли спектрофотометрическим ме-
тодом с использованием NanoDrop 2000 (Thermo 
Scientific, США). 

Методы математической обработки данных
Статистический анализ полученных данных 

проводили с использованием пакетов приклад-
ных программ Excel, Statistica 7.0 for Windows. 
Методы описательной статистики применялись 
на предварительном этапе сопоставления пока-
зателей различных групп. На основании варьиро-
вания показателя, численности выборок, а также 
закономерности распределения использовали 
непараметрические методы представления дан-
ных в виде медианы и интерквартильного раз-
маха (25%-75%). Сравнение вариационных рядов 
осуществлялось с помощью непараметрического 
критерия Краскела–Уоллиса и Манна-Уитни.

Результаты и обсуждение
Необходимо отметить, что зарубежные иссле-

дователи используют различные подходы к оцен-
ке уровня содержания TREC и KREC: количество 
копий мишеней в расчете на 106 мононуклеаров, 
TREC/CD45+T-клеток, TREC/KREC на микро-
литр крови или TREC/KREC на миллиграмм 
ДНК [2, 12, 46]. 

Согласно инструкции используемой нами 
тест-системы, абсолютное количество молекул 
TREC, KREC и нормировочного локуса IL17RA 
в анализируемом образце ДНК определяется 
с помощью калибровочных кривых. Поскольку 
концентрации TREC, KREC и нормировочного 
локуса IL17RA в калибровочных кривых выраже-
ны в копиях молекул на миллилитр, то и количе-
ство данных маркеров для каждого исследуемого 
образца, определяемое в течение реакции, выра-
жается в тех же единицах – копий на миллилитр. 
Учитывая количество взятого в реакцию объ-
ема раствора ДНК, можно получить размерность 
маркеров в копиях на реакцию, однако для кли-
нициста-иммунолога гораздо важнее знать не аб-
солютное количество TREC и KREC на один 

миллилитр цельной крови пациента или на 
одну абстрактную реакцию, а долю наивных Т- 
и В-клеток (суррогатными маркерами которых 
и являются TREC и KREC соответственно) сре-
ди всех клеток лейкоцитарного ряда. Таким об-
разом, зная количество ядросодержащих клеток 
в единице объема цельной крови, взятой в реак-
цию выделения ДНК, можно легко пересчитать 
количество TREC (KREC) на количество лейко-
цитов. 

При исследовании ДНК, выделенной из цель-
ной крови, количество копий TREC(KREC) в об-
разце рассчитывают на 105 лейкоцитов с учетом 
внутреннего контроля, осуществляемого норми-
ровочным локусом IL17RA, по формуле [2]: 

TREC (KREC) =
TREC (KREC) в 1 мл

IL17RА в 1 мл
× 200 000.

Данная формула учитывает количество ядро-
содержащих клеток в образце крови, взятой 
для выделения ДНК (100 мкл): 1 мл крови со-
держит примерно 106 лейкоцитов, следовательно, 
в 0,1 мл их 105, к тому же, количество клеток в 2 
раза меньше копий IL17RA (в связи с диплоид-
ным набором хромосом у человека). 

При исследовании ДНК, выделенной из сухих 
пятен крови разработанным нами способом, ко-
личество копий TREC(KREC) в образце рассчи-
тывают на 104 лейкоцитов с учетом внутреннего 
контроля IL17RA:

TREC (KREC) =
TREC (KREC) в 1 мл

IL17RА в 1 мл
× 20 000.

Данная формула также учитывает количество 
ядросодержащих клеток в образце крови: количе-
ство клеток в 2 раза меньше копий IL17RA, а объ-
ем материала для выделения ДНК (3 диска, вы-
битых из сухого пятна) в нашем случае составил 
10 мкл (0,01 мл) цельной крови. С учетом объема 
реакции и в пересчете на лейкоциты числитель 
равен 2 × 104 (20 000).

Таким образом, в ходе исследования были 
получены количественные значения маркеров 
TREC и KREC в лимфоцитах 52 условно здоро-
вых новорожденных (табл. 1). 

Полученные количественные значения 
TREC не имели статистически значимых разли-
чий по полу (критерий Манна–Уитни p = 0,11, 
рис. 1), что соответствует результатам, получен-
ным зарубежными исследователями [36, 43]. 

Количество копий KREC, определенных 
для девочек и мальчиков, значимо отличалось 
(критерий Манна–Уитни p = 0,01) (рис. 2). Одна-
ко значимость данного различия, на наш взгляд, 
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Рисунок 1. Количество копий TREC на 104 лейкоцитов 
в группе условно здоровых девочек (Ж) и мальчиков (М)
Примечание. На диаграмме для каждой группы отображены: 
медиана, квартильный размах (Q0,25-Q0,75), размах (минимум, 
максимум) переменной.
Figure 1. TREC values (copy numbers per 104 leukocytes) in the 
group of healthy newborns: 26 girls (F) and 26 boys (M)
Note. Minimum, first quartile; median, third quartile and maximum are 
depicted in the figure.

Рисунок 2. Количество копий KREC на 104 лейкоцитов 
в группе условно здоровых девочек (Ж) и мальчиков (М)
Примечание. На диаграмме для каждой группы отображены: 
медиана, квартильный размах (Q0,25-Q0,75), размах (минимум, 
максимум) переменной. 
Figure 2. KREC values (copy numbers per 104 leukocytes) in the 
group of healthy newborns: 26 girls (F) and 26 boys (M)
Note. Minimum, first quartile; median, third quartile and maximum are 
depicted in the figure.

ТАБЛИЦА 1. КОЛИЧЕСТВЕННЫЕ ЗНАЧЕНИЯ УРОВНЕЙ TREC И KREC, ОПРЕДЕЛЕННЫЕ В СУХИХ ПЯТНАХ КРОВИ 
УСЛОВНО ЗДОРОВЫХ НОВОРОЖДЕННЫХ
TABLE 1 CONCENTRATION OF TREC AND KREC, QUANTIFIED BY REAL-TIME POLYMERASE CHAIN REACTION IN DRY 
BLOOD SPOTS OF HEALTHY NEWBORNS

Статистические параметры 
Statistical parameters

TREC, копий на 104 лейкоцитов
TREC, copies per 104 leucocytes

KREC, копий на 104 лейкоцитов 
KREC, copies per 104 leucocytes

ME 641,9 147,3
Q0,25-Q0,75 419,0-855,0 88,3-232,4
Min-Max 261,9-1620,1 25,4-973,0

Примечание. В таблице для каждого маркера отображены: медиана (Мe), квартильный размах (Q0,25-Q0,75), 
размах (минимум, максимум, Min-Max) переменной.

Note. For each marker, the following indexes are shown: median (Me), Q0,25-Q0,75; minimal and maximal values, (Min-Max). 
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не является определяющим фактором при уста-
новлении порогового уровня для KREC при 
разделении нормального и патологичного ре-
зультатов анализа у детей любого пола и требует 
дополнительной проверки на расширенной вы-
борке испытуемых. 

Все используемые в настоящее время в ми-
ровой практике скрининг-тесты имеют хорошо 
скорректированные диагностические пороги 
для четкого алгоритма дифференцировки «боль-
ных» и «здоровых» новорожденных. Очевидно, 
что для качественного и надежного разделе-
ния здоровых детей и детей с риском развития 

первичного иммунодефицита также требуется 
определить корректные уровни отсечения – 
cut-off – для каждого из исследуемых маркеров. 
Как правило, количественные значения TREC 
и KREC, определенные в общей популяции на-
селения, не имеют нормального распределения, 
поэтому для выбора подходящих диагностиче-
ских уровней отсечения должно быть проанали-
зировано от 5 000 до 10 000 новорожденных по-
пуляции обследуемого региона [20]. 

Однако скрининговые исследования на тя-
желый комбинированный иммунодефицит, про-
водимые в настоящее время в США и странах 
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Европы, до сих пор не стандартизованы мето-
дологически, что приводит к значительной раз-
нице в определении уровня cut-off между раз-
ными лабораториями [2, 31, 33, 46]. Полученные 
нами количественные показатели маркеров Т- 
и В-клеточного неогенеза (TRECи KREC) могут 
быть использованы в качестве «локальных» нор-
мативных значений для новорожденных в Сверд-
ловской области, так как разработаны на осно-
вании имеющейся базы данных обследуемой 
популяции. 

Результаты сравнительного анализа уровней 
TREC и KREC, полученных у детей с иммуно-
зависимой патологией, развившейся на первом 
году жизни, и у новорожденных в контрольной 
группе, показали, что у 40% детей с клинически-
ми признаками первичных иммунодефицитов 
содержание TREC и/или KREC в сухом пятне 
крови уже на первой неделе жизни было значи-
тельно ниже рассчитанных нами нормативных 
интервалов [3]. Таким образом, своевременное 
проведение исследований по количественной 
оценке TREC/KREC у новорожденных могло 
сыграть решающую роль в ранней диагностике 
ПИД у таких пациентов и тем самым предотвра-
тить неминуемые фатальные осложнения, слу-
чившиеся на первом году их жизни.

Определение количества TREC и KREC в об-
разцах сухих пятен крови новорожденных с разным 
сроком гестации

Преждевременные роды являются одной 
из самых значимых проблем современного здра-
воохранения. Показано, что количество прове-
денных мероприятий интенсивного терапевти-
ческого и реанимационного воздействия обратно 
пропорционально гестационному возрасту пло-
да. Ежегодно в отделения интенсивной терапии 
детских больниц поступают до 88% детей, рож-
денных на сроке до 34 недель, 12% родившихся 
на сроке 35-37 недель и только 2,6% младенцев, 
родившихся в срок [25].

Младенцы, родившиеся в срок до 32 недель 
гестации, в большей мере подвержены различ-
ным сердечно-сосудистым, неврологическим, 
метаболическим и желудочно-кишечным за-
болеваниям, а также имеют повышенную вос-
приимчивость к инфекциям органов дыхания 
и мочевыводящих путей [38, 45]. Хотя многие 
из этих факторов риска действительно связаны 
с преждевременными родами, некоторые слу-
чаи тяжелой патологии новорожденных не могут 
быть объяснены только физиологической незре-
лостью жизненно важных органов и систем. Кро-
ме того, в дополнение к незрелости иммунной 
системы, недоношенные дети подвергаются по-

вышенному риску приобретения рецидивирую-
щих бактериальных инфекций в течение первых 
недель жизни из-за частого назначения инвазив-
ных процедур, таких как катетеризация сосудов, 
парентеральное питание или искусственная вен-
тиляции легких [28, 40, 45]. 

В развитых странах уровень недоношенных 
новорожденных составляет от 5 до 18% с тенден-
цией к росту [11]. Согласно данным из отчета об-
ластной службы охраны здоровья матери и ребен-
ка, в Свердловской области за 5 лет (2010-2015 гг.) 
количество детей, родившихся при сроке геста-
ции 22-36 недель, увеличилось с 5,9% до 7,2%.

Тенденция к увеличению доли детей, родив-
шихся с низкой и экстремально низкой массой 
тела, создает дополнительные трудности в обла-
сти неонатологии и педиатрии в целом и предъяв-
ляет определенные требования к осуществлению 
Программ неонатального скрининга в частности, 
поскольку зачастую требует пересмотра порого-
вых уровней биохимических маркеров и исполь-
зования дополнительного (ретестового) исследо-
вания для данной категории новорожденных. 

Более высокая частота аномальных результа-
тов количества TREC у недоношенных новорож-
денных отмечается во многих исследованиях [16, 
20, 32, 48]. В этом контексте незрелость иммун-
ной системы как фактор, имеющий временный 
эффект, обусловленный гестационным возрас-
том, трудно отделим от специфических факторов, 
связанных с состоянием здоровья недоношенных 
новорожденных. Эти факторы могут включать 
в себя врожденные аномалии, инфекционные, 
эндокринологические осложнения и нарушения 
обмена веществ, которые также могут приводить 
к нарушениям функции тимуса и, как следствие, 
к снижению числа тимических мигрантов в пе-
риферической крови [15, 20]. Поэтому крайне 
важно найти алгоритм уточнения дефектных ме-
ханизмов, лежащих в основе иммунных реакций 
у новорожденных, который будет способствовать 
раннему распознаванию пациентов с врожден-
ной иммунной недостаточностью.

В отличие от многочисленных упоминаний 
о низких уровнях TREC среди недоношенных, 
данные о диапазоне значений KREC в этой груп-
пе в литературе представлены весьма незначи-
тельно [24]. 

С целью исследования влияния гестацион-
ного возраста плода на количество маркеров Т- 
и В-клеточного неогенеза (TREC и KREC) мы 
провели исследования данных маркеров среди 
групп новорожденных с разным сроком гестации: 
до 25-ти недель (n = 13), в 27-28 недель (n = 11), 
30-32 недели (n = 15), 35-36 недель (n = 16). 
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Рисунок 3. Значения TREC (копий/104L) 
у новорожденных с разным гестационным возрастом
Примечание. На диаграмме для каждой группы отображены: 
медиана, квартильный размах (Q0,25-Q0,75), размах (минимум, 
максимум) переменной.
Figure 3. TREC data from premature infants in groups at 
different gestational age (< 25, 27-28, 30-32, 35-36 weeks) and 
full-term infants (40 weeks [p = 0.001, Mann–Whitney test])
Note. TREC concentration (copies per 104 leucocytes) is represented in 
box plot showing median, Q0,25-Q0,75, minimal and maximal values.

Рисунок 4. Значения KREC (копий/104L) 
у новорожденных с разным гестационным возрастом 
(p = 0,001, тест Манна–Уитни)
Примечание. На диаграмме для каждой группы отображены: 
медиана, квартильный размах (Q0,25-Q0,75), размах (минимум, 
максимум) переменной. 
Figure 4. KREC data from premature infants in groups at 
different gestational age (< 25, 27-28, 30-32, 35-36 weeks) and 
full-term infants (40 weeks [p = 0.001, Mann–Whitney test])
Note. KREC concentration (copies per 104 leucocytes) is represented 
in box plot showing median, Q0,25-Q0,75, minimal and maximal values.
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Как и следовало ожидать, уровни TREC 
и KREC последовательно возрастали с увели-
чением срока гестации, однако динамика дан-
ных изменений концентрации маркеров ока-
залась различной, что, по нашему мнению, 
соответствовало динамике созревания самих Т- 
и В-лимфоцитов в антенатальном периоде.

Известно, что концентрация В-клеток зна-
чительно возрастает в системе кровообращения 
плода с середины второго триместра беременно-
сти и остается на высоком уровне в течение все-
го третьего триместра, заметно снижаясь перед 
самым рождением [29]. Прирост концентрации 
Т-клеток в тимусе в конце второго и особенно 
третьего триместра беременности заметно от-
стает по срокам от созревания В-клеток, почти 
полностью завершающегося к 30-й неделе [24, 
38]. Отражением данных процессов созревания 
Т- и В-лимфоцитов явилось изменение опреде-
ляемых уровней TREC и KREC. Так, количество 
копий TREC заметно возрастало с увеличени-
ем гестационного возраста: 47,3 (23-25 недель), 
114,6 (27-28 недель), 243,5 (30-32 недели), 312,8 
(35-36 недель) копий/104L (здесь и далее указаны 
значения медиан), оставаясь достоверно ниже 
нормативных значений TREC (469,0 копий/104L) 
у всех недоношенных детей с 24 по 36 недели 
гестации (критерий Манна–Уитни, p = 0,001) 

(рис. 3). Наиболее выраженный прирост концен-
трации Т-клеток наблюдался на протяжении тре-
тьего триместра беременности, что еще раз под-
тверждает данные о том, что последние недели 
внутриутробной жизни являются критическим 
кульминационным периодом для созревания им-
мунной системы плода [23, 24, 49].

Известно, что процесс созревания и диффе-
ренцировки лимфоцитов в тимусе заметно от-
стает по срокам от созревания В-клеток в кост-
ном мозге [30], поэтому у недоношенных детей 
нередко регистрируются низкие уровни маркера 
Т-клеточного неогенеза (TREC) при «нормаль-
ных» уровнях KREC [24]. В-клетки, впервые 
регистрируемые в печени плода с 8-й недели ге-
стации, на 13-й неделе заселяют костный мозг, ко-
торый к середине срока гестации становится пре-
валирующим местом В-клеточного развития, а с 
30-й недели остается единственным органом, по-
ставляющим в кровь зрелые В-лимфоциты [38]. 
Концентрация В-клеток значительно возрастает 
в системе кровообращения плода с середины вто-
рого триместра беременности и остается на высо-
ком уровне в течение всего третьего триместра, 
снижаясь перед самым рождением [29].

Поскольку эксцизионные кольца В-кле-
точного рецептора являются суррогатным марке-
ром В-клеточного неогенеза, логично предполо-
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жить, что динамика изменения количества копий 
KREC будет соответствовать динамике созрева-
ния самих В-лимфоцитов.

В нашем исследовании количество копий 
КREC у недоношенных достоверно возрастало 
в период с 22-й по 28-ю недели гестации: 72,4 
(23-25 недель), 191,1 (27-28 недель), 187,8 (30-32 
недели), 269,0 (35-36 недель) (критерий Манна–
Уитни, p = 0,01) и после 28-й недели даже превы-
сило уровень KREC доношенных новорожден-
ных (147,3 копий/104L) (рис. 4.). 

Вполне вероятно, что это связано с усилен-
ной пролиферацией В-клеточного пула лимфо-
цитов (как известно, количество KREC при этом 
не увеличивается) и процессом перераспределе-
ния В-клеток в организме ребенка, необходимым 
для выполнения адаптационных механизмов 
поддержания гомеостаза в меняющихся условиях 
окружающей среды. Таким образом, количество 
копий KREC, полученное в сухом пятне крови 
новорожденного со сроком гестации старше 28 
недель, не ниже рассчитанных нормативных зна-
чений, служит своего рода сигналом адекватного 
(правильного) прохождения процесса созрева-
ния В-клеток в костном мозге и не требует взя-
тия повторного образца для исследования дан-
ного маркера по достижении ребенком 37 недель 
(«возраста доношенности»).

Однако, поскольку в качестве теста для про-
граммы неонатального скрининга на ТКИН 
предлагается использовать мультиплексную ме-
тодику, т.е. одновременное исследование в су-
хом пятне крови сразу двух маркеров (TREC 
и KREC), оптимальный срок выполнения тако-
го тестирования будет определяться маркером, 
для которого свойственно более позднее появле-
ние в системе кровообращения плода. В данном 
случае таковым является TREC.

Это означает, что рекомендуемый срок взятия 
образца крови для скрининга на ТКИН должен 
быть не ранее 37 недель гестации, поскольку 
именно в этом возрасте гарантировано получение 
наиболее информативных данных о состоянии 
иммунной системы ребенка. В этом контексте 
тестирование на ТКИН полностью соответствует 
срокам взятия образцов, принятым для большин-
ства наследственных скринируемых заболеваний.

Однако необходимо учитывать, что полное 
отсутствие TREC или KREC в образце крови но-
ворожденного любой степени недоношенности 
(при валидном количестве копий контрольного 
гена) должно служить сигналом для незамедли-
тельного назначения этому ребенку консульта-
ции врача-иммунолога и проведения углубленно-
го иммунологического обследования, поскольку 
именно этот факт (отсутствие маркеров наивных 
Т- и В-клеток) может явиться первым прогно-

стическим признаком фатального заболевания. 
Четкий алгоритм диагностики (ретестовое опре-
деление TREС и KREC в сухом пятне крови, УЗИ 
тимуса, иммунофенотипирование лимфоцитов, 
измерение уровней сывороточных иммуноглобу-
линов и др. иммунологических параметров) будет 
способствовать повышению уровня диагности-
ческого процесса в каждом конкретном случае 
и установлению истинной причины тяжелого со-
стояния недоношенного ребенка с тяжелой лим-
фопенией, прогрессированием воспалительного 
процесса, нарастанием полиорганной недоста-
точности или другой иммунозависимой патоло-
гией, что было подтверждено в наших дальней-
ших исследованиях (неопубликованные данные). 

Последующая молекулярно-генетическая ве-
рификация диагноза ПИД будет иметь значение 
для семейного анамнеза, поскольку знание о на-
следовании иммунодефицитного заболевания 
в семье позволит вести следующую беременность 
женщины с обязательным наблюдением у имму-
нолога и направлением на медико-генетическое 
консультирование. 

Заключение
Как известно, клинические признаки имму-

нодефицитного состояния не всегда убедитель-
но подтверждаются результатами стандартных 
иммунологических методов лабораторного ана-
лиза. Для дифференциации диагноза во многих 
случаях требуется проведение дорогостоящих 
специализированных иммунологических тестов: 
иммунофенотипирование, определение цитоки-
нового профиля, определение химеризма лим-
фоцитов и др.

Напротив, предлагаемый метод генетического 
тестирования новорожденных на ТКИН и дру-
гие формы ПИД путем простого пяточного теста 
на TREC и KREC в первые дни жизни может зна-
чительно облегчить алгоритм обследования детей 
с подозрением на первичный иммунодефицит 
и другие формы иммунозависимой патологии, 
поскольку позволит формировать среди ново-
рожденных группу риска по данным заболева-
ниям и заметно ускорять время постановки кор-
ректного диагноза в каждом конкретном случае. 
Однако для выбора корректных диагностических 
уровней отсечения необходимы дополнитель-
ные исследования на большей выборке (от 5 000 
до 10 000 новорожденных популяции обследуе-
мого региона) с последующей валидацией полу-
ченных референсных границ в исследованиях 
с включением больных с разными формами пер-
вичных иммунодефицитов.
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