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Резюме. В настоящей работе мы использовали популяционную выборку сухих пятен крови ново-
рожденных на картах Гатри размером 2739 индивидуальных образцов для определения референсного 
интервала значений молекул ДНК TREC и KREC с целью диагностики первичных иммунодефи-
цитных состояний в неонатальном скрининге. Медиана полученных абсолютных значений TREC 
и KREC составила 195 (CI95%: 185-206) и 185 (CI95%: 176-197) копий на мкл, соответственно, нор-
мированных значений для TREC – 2780 (CI95%: 2690-2840) и для KREC – 2790 (CI95%: 2700-2900) 
копий на 2 × 105 копий гена альбумина или 105 ядросодержащих клеток. Референсный интервал рас-
считывался для 99 и 99,9 перцентилей всех величин TREC и KREC. Для фильтрации «выпадающих» 
значений (outliers) был применен критерий Тьюки после логарифмической трансформации данных, 
ввиду их несимметричного распределения. При анализе абсолютных значений (TREC/KREC на мкл 
крови) не было идентифицировано «выпадающих» значений TREC, для KREC из дальнейшего ана-
лиза было исключено 18 значений (от 9,8 до 13,5). В нормированных значениях TREC/KREC «вы-
бросов» не выявлено. Полученные референсные значения TREC и KREC (на уровне 0,1 перцентиля) 
составили 458 и 32 на 105 ядросодержащих клеток, 23 и 17 на мкл крови новорожденных соответ-
ственно.

Ключевые слова: первичные иммунодефициты (ПИД), Т-лимфоциты, В-лимфоциты, скрининг, TREC, KREC, 
новорожденные, референсные интервалы, нормы
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Abstract. In this work, we used a reference population of newborns and sampled dried blood spots on 
Guthrie cards of 2,739 individual samples to determine the reference intervals for TRECs and KRECs values, 
in order to diagnose primary immunodeficiency by means of neonatal screening. The median absolute values 
for TRECs and KRECs were 195 (CI95%: 185-206) and 185 (CI95%: 176-197) copies per μl, respectively; 
the normalized value for TRECs was 2780 (CI95%: 2690-2840), and for KRECs, 2790 (CI95%: 2700-2900) 
copies per 2 × 105 copies of the albumin gene or 105 cells. The reference interval was calculated for 99 and 
99.9 percentiles of total TRECs and KRECs individual values. Due to asymmetric distribution of data, the 
outliers were filtered off, using the Tukey’s criterion applied after logarithmic transformation of the data. When 
analyzing absolute values for TREC/KREC (per μL of blood), no “drop-down” TRECs values were identified; 
for KRECs, 18 experimental values were excluded from further analysis (from 9.8 to 13.5). The outlying values 
were not identified among the normalized values of TRECs/KRECs. The obtained reference values for TRECs 
and KRECs (at the 0.1 percentile level) were, respectively, 458 and 32 per 105 cells, or 23 and 17 per μl of blood 
samples from neonates.

Keywords: primary immunodeficiency (PID), T cells, B cells, screening, TREC, KREC, newborn, reference intervals

Введение
Референсные интервалы являются важной ча-

стью интерпретации результатов лабораторных 
исследований и представляют собой наиболее 
широко используемый инструмент принятия ме-
дицинских решений [23]. Концепция референс-
ных интервалов впервые описана в 1969 году [21] 
и сегодня является обязательной для всех разра-
ботанных клинико-лабораторных тестов.

Для определения референсных интервалов 
требуется группа клинически здоровых индиви-
дуумов с целью установления «нормальных» зна-
чений тестируемого аналита [19]. Этот процесс 
является дорогостоящим, трудоемким и слож-
ным. Международная федерация клинической 
химии и лабораторной медицины (IFCC) опу-
бликовала рекомендации по созданию и исполь-
зованию лабораторных референсных интервалов 
[46]. Минимальная референсная группа должна 
быть не менее 120 человек, в которой 90 % до-
верительные границы референсного интерва-
ла должны определяться непараметрическими 
методами [23]. Значительно большие группы 
(до 700) должны быть исследованы в случае, если 
распределение значений аналита имеет значи-

тельную асимметрию и не соответствует нор-
мальному [33].

Критерии определения клинически здорового 
индивидуума не всегда очевидны и могут суще-
ственно отличаться в зависимости от заболева-
ния, специфики популяционной группы или те-
стируемого аналита. Например, Национальный 
комитет по клиническим лабораторным стандар-
там в США (NCCLS) рекомендует использование 
как априорных, так и апостериорных критериев 
исключения для выборки анализируемых образ-
цов от здоровых субъектов [38]. Априорные кри-
терии могут включать проводимые до основного 
исследования лабораторные анализы, на осно-
вании которых исключаются больные субъекты. 
Критерии апостериорного исключения применя-
ются после отбора образцов и проведения основ-
ного исследования – определения лабораторных 
измерений. Субъекты, имеющие невыявленные 
медицинские проблемы, могут быть включены 
в референсную группу и давать выбросы изме-
ряемых значений тестируемого аналита. На этом 
этапе стандарт NCCLS позволяет апостериорно 
исключить их значения, если они выявлены кри-
терием Диксона [18], в особенности если для рас-
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четов используются подходы непараметрической 
статистики.

Классический (априорный) подход к фор-
мированию выборки здоровой референсной по-
пуляционной группы часто не может быть при-
менен к детям. Для них референсные группы 
являются труднодоступными, этические сооб-
ражения ограничивают отбор проб крови у здо-
ровых детей с целью определения референсных 
интервалов различных аналитов [5]. Опреде-
ление референсных норм у новорожденных 
стоит в ряду организационно сложных задач, 
для которых популяционные подходы с мини-
мальным отбором на стадии формирования вы-
борки и дальнейшим статистическим анализом 
целевого аналита является методом выбора [40]. 
Особенно это применимо к определению рефе-
ренсных интервалов аналитов, используемых 
для диагностики редких заболеваний, для кото-
рых попадание «больных» субъектов в референс-
ную группу имеет низкую вероятность. К такой 
группе заболеваний относятся первичные им-
мунодефицитные состояния (ПИД), которые 
представляют собой гетерогенную группу врож-
денных дефектов иммунной системы. Тяже-
лый комбинированный иммунодефицит (SCID, 
ТКИН) – это одна из форм ПИД, которая может 
привести к смерти ребенка без ранней терапии, 
а результаты терапии значительно улучшаются, 
если случаи заболевания диагностируются и мла-
денцы получают лечение в течение первых не-
скольких месяцев жизни. Эксцизионные кольца 
Т-клеточного рецептора (TREC) представляют 
собой небольшие кольцевые молекулы эписо-
мальной ДНК, которые образуются во время пе-
рестройки генов Т-клеточного рецептора (TCR) 
в наивных Т-клетках и, таким образом, являются 
суррогатными маркерами для клеток – недавних 
эмигрантов тимуса. Скрининг на ТКИН с ис-
пользованием анализа на эксцизионные коль-
ца Т-клеточного рецептора (TREC) был введен 
во многих странах мира [41]. Также была описа-
на возможность дополнительного исследования 
с тем же подходом с помощью эксцизионных ко-
лец каппа-делеционного элемента (KREC), по-
зволяющая выявлять детей с тяжелыми формами 
ПИД, проявляющимися Т- и В-клеточной лим-
фопенией. Количественный анализ KREC был 
успешно применен для обнаружения пациентов 
с болезнью Брутона (Х-сцепленная агаммагло-
булинемия, XLA) [12], с дефицитом аденозин 
деаминазы (ADA) [48], синдромом повреждения 
Неймегена (NBS) [12], с дефицитом пурин-ну-
клеозид-фосфорилазы (PNP) [30]. Дуплексный 
TREC/KREC анализ успешно использовался 
для скрининга пациентов с ТКИН [47, 50], атак-
сией телеангиэктазией (ATM) [12, 27], синдро-

мом Вискотта–Олдрича (WAS) [11], синдромом 
делеции 22q11.2 или синдромом Ди Джоржи [16, 
20, 32] и трисомией по 21-й хромосоме [54].

Ранее нами была разработана мультиплекс-
ная ПЦР в режиме реального времени для ко-
личественного анализа молекул ДНК TREC 
и KREC [1]. В настоящей работе мы использо-
вали популяционную выборку сухих пятен кро-
ви новорожденных на картах Гатри с минималь-
ными критериями исключения для определения 
референсного интервала значений молекул ДНК 
TREC и KREC с дальнейшей целью диагности-
ки первичных иммунодефицитных состояний 
в нео натальном скрининге. 

Материалы и методы
Сухие пятна крови на картах Гатри были по-

лучены из ГБУЗ МО МОНИКИ им. М.Ф. Вла-
димирского (заведующая лабораторией С.Г. Ка-
линенкова, директор Д.Ю. Семенов). Карты 
были собраны в ходе стандартной программы 
скрининга новорожденных [4]. Сбор пяточной 
крови от новорожденных детей осуществлял-
ся на специальные фильтровальные бумажные 
тест-бланки – карты Гатри – на 4-5 день жизни 
ребенка.

Критерии исключения: недоношенность 
(срок гестации менее 37 недель), количество ко-
пий гена ALB (гена сывороточного альбумина, 
присутствующего в гаплоидном геноме в единич-
ной копии) менее 105 на мл цельной крови. 

Экстракцию ДНК проводили с помощью 
комплекта реагентов для выделения РНК/
ДНК из клинического материала «РИБО-преп» 
(ЦНИИ Эпидемиологии, Москва) с удлинени-
ем времени инкубации с лизирующим раствором 
до 45 минут и переносом жидкой фазы в отдель-
ную пробирку с раствором для преципитации 
для того, чтобы избежать ингибирования ПЦР 
бумагой. Полученный препарат ДНК растворяли 
в 50 мкл буфера. 

Количество молекул ДНК TREC и KREC опре-
деляли с помощью ПЦР в режиме реального вре-
мени и набора реагентов «БиТ-тест» (ООО «АБВ-
ТЕСТ», Москва) на приборах CFX96 (Bio-Rad, 
США) и Rotor-Gene 3000 (Corbett Research) со-
гласно инструкции производителя. Нормирован-
ные значения TREC и KREC рассчитывали на 105 
ядросодержащих клеток (лейкоцитов) с учетом 
внутреннего контроля ALB по формуле: кол-
во TREC (KREC) = (кол-во копий TREC (KREC) 
на мл/кол-во копий ALB)*200000.

Статистическая обработка данных
Анализ нормальности распределения зна-

чений молекул ДНК TREC и KREC прово-
дили с помощью теста Д’Агостино–Пирсона 
[15]. Построение 99 и 99,9% «левосторонних» 
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(референсное нижнее значение аналита) рефе-
ренсных интервалов выполняли с помощью не-
параметрического метода определения перцен-
тилей [24] с помощью программного обеспечения  
MedCalk v. 11.

Результаты
Международная федерация клинической хи-

мии и лабораторной медицины (IFCC) рекомен-
дует использовать для оценки референсных зна-
чений аналита по меньшей мере 120 субъектов. 
В нашем исследовании мы использовали значи-
тельно большую выборку (2739 индивидуальных 
образцов пятен крови на картах Гатри), что было 
обусловлено анализом предварительных данных, 
показывающих несимметричное распределение 
значений TREC и KREC.

С помощью количественной ПЦР в режиме 
реального времени (кПЦР-РВ) нами определено 
количество молекул ДНК TREC и KREC, а также 
гена альбумина, маркирующего количество ядро-

содержащих клеток в образце сухого пятна кро-
ви. В основном до настоящего времени большая 
часть исследователей проводила нормировку ко-
личества значений TREC и реже KREC (которые 
просто хуже изучены и пока реже использова-
лись для скрининга ПИД) к 1 мкл крови на карте  
Гатри. 

Мы провели дополнительное уточнение со-
ответствия объема крови площади пятна на кар-
тах Гатри (Whatman 903™»). В результате анализа 
площади сухого пятна крови, полученного нане-
сением 25 мкл свежей периферической крови па-
циентов возрастом от 1 до 12 месяцев, было вы-
яснено, что 2 мм2 соответствуют примерно 1 мкл 
крови (коэффицент вариации не превышал 10%). 
Площадь кружка диаметром 3,2 мм равна 7 мм2. 
Таким образом, в одном анализируемом образце, 
состоящем из трех пятен, в среднем содержится 
около 10,5 мкл крови. В процессе выделения оса-
док ДНК растворяли в 50 мкл буфера и использо-
вали 10 мкл для проведения кПЦР-РВ, что соот-
ветствует анализу около 2 мкл крови. 

ТАБЛИЦА 1. ОПИСАТЕЛЬНАЯ СТАТИСТИКА ЗНАЧЕНИЙ TREC И KREC В ИССЛЕДУЕМОЙ ВЫБОРКЕ ДНК СУХИХ 
ПЯТЕН И НИЖНИЕ РЕФЕРЕНСНЫЕ ЗНАЧЕНИЯ ДЛЯ 1 И 0,1 ПЕРЦЕНТИЛЯ
TABLE 1. DESCRIPTIVE STATISTICS OF TREC AND KREC VALUES IN THE STUDIED DRY SPOTS DNA SAMPLES AND 
LOWER REFERENCE VALUES OF ONE AND 0.1 PERCENTILES.

TREC 
(норма)

TREC (normalized)

KREC 
(норма)

KREC (normalized)

TREC 
на 1 мкл

TREC per mkl

KREC 
на 1 мкл

KREC per mkl

Наименьшее значение
Minimum 389 29 20 17

Наибольшее значение
Maximum 25700 37900 2260 3265

Среднее
Mean 3103 3485 290 289

Медиана
Median 2780 2790 195 185

95% CI для медианы
95% CI for median 2690-2840 2700-2900 185-206 176-197

Коэффициент 
асимметрии
Skewness

2,00 (p < 0,0001) 3,04 (p < 0,0001) 2,00 (p < 0,0001) 2,56 (p < 0,0001)

Тест на нормальное 
распределение 
D'Agostino-Pearson test 

Нет
Not

p < 0,0001

Нет
Not

p < 0,0001

Нет
Not

p < 0,0001

Нет
Not

p < 0,0001
Нижняя граница (99% 
референсный интервал)
Low values  
(99% reference interval)

733 162 26 26

Нижняя граница (99,9% 
референсный интервал)
Low values  
(99,9% reference interval)

458 32 23 17
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На основании этих рассуждений нами были 
рассчитаны абсолютные значения концентрации 
ДНК TREC и KREC на 1 мкл крови новорожден-
ных. Медиана полученных значений составила 
195 (CI95%: 185-206) и 185 (CI95%: 176-197) копий 
на мкл, соответственно (табл. 1). Диаграмма рас-
сеивания полученных значений TREC и KREC 
приведена на рисунке 1, диаграммы распределе-
ний – на рисунке 2. Нормированные значения 
TREC и KREC рассчитывали на 105 ядросодер-
жащих клеток (лейкоцитов) с учетом внутрен-
него контроля ALB. Медиана полученных нор-
мированных значений составила для TREC 2780 
(CI95%: 2690-2840) и для KREC – 2790 (CI95%: 
2700-2900) копий на 2 × 105 копий гена альбумина 
или 105 ядросодержащих клеток (табл. 1).

Определение референсных интервалов моле-
кул TREC и KREC было выполнено на основе 
анализа ДНК из сухих пятен крови на рутин-
но собранных картах Гатри от новорожденных, 
представляющих собой популяционную группу, 
из которой были удалены образцы, полученные 
от недоношенных детей (срок гестации менее 37 
недель), в соответствии с основным положением 
ГОСТа Р 53022.3-2008 [2]. Референсный интервал 
рассчитывался для 99 и 99,9 перцентилей всех ве-
личин TREC и KREC. Проверку соответствия рас-
пределения полученных значений TREC и KREC 
с нормальным проводили обобщенным тестом 
Д’Агостино–Пирсона [15] (табл. 1). Также оце-
нивали наличие асимметрии. Ввиду того, что по-
лученные распределения TREC и KREC отлича-
лись от нормального распределения (p < 0,0001), 
применяли непараметрический метод опреде-
ления 1% и 0,1% перцентилей. Для фильтрации 
«выпадающих» значений (outliers) был применен 
критерий Тьюки [52] после логарифмической 
трансформации данных, ввиду их несимметрич-
ного распределения. При анализе абсолютных 
значений (TREC/KREC на мкл крови) не было 
идентифицировано «выпадающих» значений 
TREC, для KREC из дальнейшего анализа было 
исключено 18 значений (от 9,8 до 13,5). В нор-
мированных значениях TREC/KREC «выбросов» 
не выявлено. Полученные референсные значе-
ния TREC и KREC приведены в таблице 1.

Обсуждение
Для использования разработанного набора 

реагентов «БиТ» в клинической практике, в част-
ности для неонатального скрининга иммуноде-
фицитных состояний, необходимо определение 
популяционного распределения нормальных 
значений TREC и KREC, которое в дальнейшем 
может быть использовано в качестве клиниче-
ских пороговых значений нормы и патологии. 

Рисунок 1. Диаграмма рассеивания нормированных 
значений TREC и KREC
Figure 1. Scatter diagram of the normalized values of TREC and 
KREC

Рисунок 2. A – распределение абсолютных значений 
количества TREC и KREC на мкл анализируемой 
крови; Б – распределение нормированных значений 
количества TREC и KREC
Примечание. Длинная поперечная линия – медиана, 
короткая – значение 0,1 перцентиля для TREC и KREC на мкл 
крови (А) и нормированных значений TREC и KREC (Б).
Figure 2. A, distribution of the absolute values of TREC and 
KREC copies per μl of blood; B, distribution of normalized 
TREC and KREC values
Note. The long transverse line is the median, the short line is the 0.1 
percentile value for TREC and KREC per μl of blood (A) and for the 
normalized values for TREC and KREC (B).
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Для решения этой задачи были использо-
ваны карты Гатри (собранные в 2017-2018 го-
дах и поступившие в ГБУЗ МО МОНИКИ им. 
М.Ф. Владимирского для проведения рутинного 
неонатального скрининга) для выделения ДНК 
и оценки нормированного на количество анали-
зируемых ядерных клеток уровня TREC и KREC. 
В настоящее время для определения референс-
ного интервала рекомендуется так называемый 
«прямой» подход, где субъекты отбираются 
из исследуемой популяции именно с этой целью 
и фильтруются по отсутствию целевых заболева-
ний [25]. В данном исследовании использован 
«непрямой» метод, где для определения рефе-
ренсных интервалов используют клинические 
образцы, уже собранные для скрининга, диагно-
стики или мониторинга.

Частота ПИД варьирует от региона к реги-
ону и часто связана с наличием регистров дан-
ных заболеваний. Так, согласно Регистру Ве-
ликобритании, частота ПИД составляет 6-7 
случаев на 100 тыс. живых новорожденных [45], 
2-4 случая/100 тыс. новорожденных согласно 
национальному регистру Швейцарии [36], 6,87 
на 100 тыс. во Франции [35] и в целом 6 на 100 
тыс. населения по европейскому региону [34]. 
В национальной программе скрининга на ТКИН 
в США к 2010 частота ТКИН составила 1 на 58 000 
новорожденных [28]. Болезнь Брутона встречает-
ся с частотой 1 на 200 000 новорожденных [51]. 
Наиболее часто встречаемый врожденный син-
дром, также влияющий на количество наивных 
Т- и, возможно, В-клеток, синдром Ди Джоржи 
имеет распространенность 1:4000 [22]. 

Таким образом, так как встречаемость первич-
ных иммунодефицитных состояний, при которых 
может наблюдаться патологически сниженный 
уровень TREC и KREC, в популяции не превы-
шает 1:1000, использование неотобранной по-
пуляционной выборки пациентов оправдано 
(то есть без дополнительной диагностики именно 
здоровых детей). Этот факт также может служить 
основанием для вычисления референсного «ле-
вого» (нижнего) интервала на уровне 0,1 перцен-
тиля, который был применен в нашей работе.

Большинство опубликованных к настояще-
му времени исследований определяют уровень 
TREC и KREC на мкл крови новорожденного 
(3 мкл крови в панче (диске) диаметром 3,2 мм 
или 1 мкл в панче диаметром 1,5 мм). Сравнение 
полученных нами абсолютных значений TREC 
и KREC на мкл крови, а также их нижних погра-
ничных значений со значениями, полученными 
в ранее проведенных исследованиях, приведено 
на рисунках 3, 4, 5 и 6 (соответственно). 

Полученные нами медианные значения TREC 
(195 копий на мкл цельной крови) наиболее 
близки к таковым, полученным с использовани-
ем моноплексных “in-house” тест-систем [13, 14, 
26, 29, 31, 41, 44, 47]. Между тем значения TREC 
в исследованиях проведенных с использованием 
коммерческого набора Enlite™ Neonatal TREC 
kit (PerkinElmer, Turku, Finland), отличаются не-
сколько меньшими значениями (96-112 копий 
на мкл) [6, 7, 8, 10, 42, 43]. 

Обращают на себя внимание низкие значе-
ния как TREC, так и KREC, полученные в рабо-
тах [9, 17], выполненных с использованием коли-

Рисунок 3. Медианы значений TREC на 1 мкл крови новорожденных
Figure 3. Median of TREC copies per 1 μl of neonatal blood
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Рисунок 5. Медианы значений KREC на 1 мкл крови 
новорожденных
Figure 5. Median of KREC copies per 1 μl of neonatal blood

Рисунок 4. Выбранные пограничные нижние значения TREC на 1 мкл крови новорожденных
Figure 4. Cut-offs of TREC copies per 1 μl of neonatal blood

Рисунок 6. Выбранные пограничные нижние значения 
KREC на 1 мкл крови новорожденных
Figure 6. Cut-offs of KREC copies per 1 μl of neonatal blood
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использования сильных детергентов и хаотроп-
ных агентов. Например, в работе Nourizadeh и со-
авт. [39] медиана значений копий гена актина, 
используемого в качестве эндогенного контроля, 
составила 2201. В то же время один панч с диа-
метром 3,2 мм с 3 мкл крови должен содержать 
30-60 тысяч геном-эквивалентов, в связи с тем, 
что в 1 мкл крови здоровых новорожденных со-
держится 8-15,4 тыс. лейкоцитов [37]. Кроме 
того, в определенной степени вариабельность 
значений TREC и KREC при различных подхо-
дах разных авторов может быть связана с недо-
статочно точно определенной концентрацией ка-
либраторов, так как в большинстве публикаций 
отсутствует указание на метод проверки их кон-
центрации. В работе Somech и соавт. [47] концен-
трацию KREC рассчитывали по калибраторам 
для TREC, что не могло не повлиять на точность 
полученных значений.

Несмотря на то, что практически все авто-
ры используют амплификацию однокопийного 
геномного локуса (например, гены альбумина, 
РНКазы Р или бета-актина) для контроля экс-
тракции ДНК, среди этих исследований нет 
таких, в которых проводится количественная 
оценка этих генов для оценки эффективно-
сти (количества) выделения ДНК из карт Гатри 
для последующей корректировки значений TREC 
и KREC. В большинстве протоколов для количе-
ственного анализа TREC и KREC амплификация 
эндогенных контрольных локусов интерпретиру-
ется полуколичественно: установлены лишь гра-
ничные значения по копийности или Ct, которые 
позволяют сделать вывод о валидности образца. 
Кроме того, в подавляющем числе исследова-
ний [например, 29, 44, 53] амплификацию локуса 
внутреннего контроля проводили отдельно в мо-
ноплексном варианте и только в том случае, если 
полученное значение TREC оказывалось меньше 
граничного. При этом очевидно, что эффектив-
ность выделения ДНК из пятен крови может ва-
рьировать, что будет сказываться на абсолютных 
значениях TREC и KREC, рассчитанных на мкл 
крови на панч. 

С целью коррекции возможных различий 
в количестве элюированной с карт Гатри ДНК 
нами была введена нормировка значений TREC 
и KREC на количество копий гена альбумина 
в образце (см. Материалы и методы). Получен-
ные нормированные значения (см. табл. 1) де-
монстрируют лучшую стабильность, что может 
сокращать количество ретестов (данные не при-
ведены). 

Среди российских исследований на картах 
Гатри ранее была проведена работа Дерябиной 
и соавт., в которой были проанализированы об-
разцы сухих пятен крови 26 девочек и 26 маль-

чиков, родившихся доношенными и не имевших 
тяжелых заболеваний, где была предпринята по-
пытка расчета «нормальных» значений TREC 
и KREC с использованием RUO версии набора 
«БиТ-тест». Однако, в силу небольшого размера 
исследованной выборки, истинно референсные 
значения авторами не вычислялись [3]. 

Для расчета пограничных значений иссле-
дуемого аналита также может быть применен 
альтернативный подход, а именно исследова-
ние двух выборок: условно здоровых и пациен-
тов с подтвержденным диагнозом. С помощью 
ROC-анализа, изменяя пограничное значение 
аналита (в данном случае это пограничное ниж-
нее значение TREC или KREC), может быть 
рассчитано максимально возможное значение 
AUC (площадь под кривой), определяющее оп-
тимальную чувствительность и специфичность 
анализа, и выбран оптимальный референсный 
порог. Данный подход доминирует в опублико-
ванных исследованиях при расчете погранич-
ных TREC для диагностики ТКИН. Тем вре-
менем определенные таким методом нормы 
не позволяют выявлять мягкие формы ПИД, 
а также ряд синдромов, при которых нарушает-
ся нормальная функция и количество наивных 
Т- или В-клеток, например синдром Ди Джор-
жи. Так, Kamae и соавт. сообщали о возможности 
классификации пациентов с ОВИН (общая вари-
абельная иммунная недостаточность) с помощью 
мультиплексного определения уровня KREC/
TREC [25]. Им удалось разделить 40 пациентов 
на 4 группы (A = TREC+/KREC+, B = TREC+/
KREC-, C = TREC-/KREC+, D = TREC-/KREC-)  
и выявить ассоциацию между тяжестью течения 
заболевания и уровнем KREC/TREC. Для про-
ведения такого рода исследований референсные 
нижние значения при анализе KREC и TREC 
должны быть заданы именно нижней границей 
популяционных значений условно здоровых де-
тей, а не значениями для ТКИН и агаммаглобу-
линемии.

Проведенное нами исследование имеет ряд 
очевидных ограничений. Далеко не во всех слу-
чаях нами была проведена повторная экстракция 
ДНК для оценки причин низких абсолютных зна-
чений (на мкл крови) KREC или TREC, в основе 
которых может лежать неэффективная экстрак-
ция ДНК из сухих пятен крови. Вопрос влияния 
метода экстракции ДНК вообще недостаточно 
изучен в приложении к таким малым кольцевым 
молекулам, как TREC или KREC, по сравнению 
с тотальной геномной ДНК.

Также наше исследование несколько про-
игрывает ввиду отсутствия панели Гатри карт 
с образцами крови от детей с подтвержденным 
в дальнейшем клиническим диагнозом ПИД 
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или рассматриваемых врожденных синдромов, 
при которых может уменьшаться количество 
TREC, KREC или TREC/KREC. Для полноты 
оценки адекватности полученных нами гранич-
ных значений KREC или TREC это является 
важным этапом, который должен быть пройден 
в ближайших работах, направленных на внедре-
ние разработанного набора реагентов в систему 
неонатального скрининга ПИД в РФ. 

В настоящий момент более 90% новорожден-
ных в США проходят скрининг на ТКИН. Полу-
ченные результаты свидетельствуют, что анализ 
количества ДНК молекул TREC имеет чувстви-
тельность, близкую к 100%, для диагностики 
ТКИН и ее более мягких форм, например про-
являющихся синдромом Оменна. При раннем 
выявлении эти дети имеют благоприятный про-
гноз после своевременной трансплантации гемо-
поэтических стволовых клеток до манифестации 

инфекционных заболеваний. Таким образом, 
полученные в настоящей работе данные способ-
ствуют развитию эффективного скрининга им-
мунодефицитных состояний в РФ и улучшению 
качества жизни пациентов с этим серьезным диа-
гнозом. 
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