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РАЗРАБОТКА НАБОРА РЕАГЕНТОВ 
ДЛЯ КОЛИЧЕСТВЕННОГО ОПРЕДЕЛЕНИЯ МОЛЕКУЛ 
ДНК TREC И KREC В ЦЕЛЬНОЙ КРОВИ И СУХИХ ПЯТНАХ 
КРОВИ МЕТОДОМ МУЛЬТИПЛЕКСНОЙ ПЦР В РЕЖИМЕ 
РЕАЛЬНОГО ВРЕМЕНИ
Гордукова М.А.1, Оскорбин И.П.2, 3, Мишукова О.В.2, Зимин С.Б.1, 
Зиновьева Н.В.1, Давыдова Н.В.1, Смирнова А.С.1, Никитина И.А.1, 
Корсунский И.А.1, Филипенко М.Л.2, 3, Продеус А.П.1
1 ГБУЗ «Детская городская клиническая больница № 9 им. Г.Н. Сперанского» ДЗ Москвы, Москва, Россия  
2 Институт химической биологии и фундаментальной медицины СО РАН, г. Новосибирск, Россия  
3 Новосибирский государственный исследовательский университет, г. Новосибирск, Россия

Резюме. Первичные иммунодефициты (ПИД), тяжелый комбинированный иммунодефицит 
(ТКИН) и Х-сцепленная агаммаглобулинемия, характеризуются отсутствием функциональных Т- 
и В-лимфоцитов соответственно. Без своевременной ранней диагностики и лечения дети с ПИД 
страдают от инфекционных заболеваний с тяжелым течением, что приводит к их инвалидизации 
или смерти. 

Цель: разработать и апробировать на группе детей с верифицированными диагнозами ТКИН 
и Х-сцепленной агаммаглобулинемией простую, недорогую, высокопропускную методику на основе 
количественного определения молекул ДНК TREC и KREC с помощью ПЦР в режиме реального 
времени. 

В настоящем исследовании мы разработали и валидировали метод проведения мультиплексной 
полимеразной цепной реакции в режиме «реального времени» для количественного анализа молекул 
ДНК TREC и KREC. Нами было показано, что в области концентраций от 109 коп/мл до 5 × 104 коп/ мл 
для всех мишеней наблюдается линейный диапазон изменения Сt в зависимости от концентрации 
с коэффициентом корреляции R2 не хуже 0,98. Наименьшее количество копий, надежно детектиру-
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емых в одной ПЦР реакции объемом 25 мкл, было: 10 для TREC, 5 для KREC и 5 для внутреннего 
контроля – локуса IL17RA. Нами определены референсные значения для количества TREC и KREC 
в цельной крови в зависимости от возраста в группе из 29 мальчиков и 27 девочек с нормальными 
иммунологическими параметрами. Были определены граничные значения для содержания TREC 
и KREC в сухих пятнах крови в зависимости от метода экстракции ДНК.

Предложенная методика показала 100% диагностическую чувствительность и специфичность 
на исследуемой выборке. Метод может быть предложен как скрининговый для диагностики ТКИН 
и Х-сцепленной агаммаглобулинемии как в цельной крови, так и в сухих пятнах крови. Требуется 
дальнейшая апробация методики на выборках большего объема.

Ключевые слова: первичный иммунодефицит, диагностика, TREC, KREC, количественная ПЦР

DEVELOPMENT OF REAL-TIME MULTIPLEX PCR FOR THE 
QUANTITATIVE DETERMINATION OF TREC'S AND KREC'S IN 
WHOLE BLOOD AND IN DRIED BLOOD SPOTS
Gordukova M.A.a, Oskorbin I.P.b, c, Mishukova O.V.b, Zimin S.B.a, 
Zinovieva N.V.a, Davydova N.V.a, Smirnova A.S.a, Nikitina I.A.a, 
Korsunsky I.A.a, Filipenko M.L.b, c, Prodeus A.P.a
a G.N. Speranskiy Children Hospital No 9, Moscow, Russian Federation  
b Institute of Chemical Biology and Fundamental Medicine, Siberian Branch of the Russian Academy of Sciences, 
Novosibirsk, Russian Federation  
c Novosibirsk State University, Novosibirsk, Russian Federation

Abstract. Primary immunodeficiencies (PID) such as severe combined immunodeficiency (SCID) and 
X-linked agammaglobulinemia are characterized by the lack of functional T- and B-cells, respectively. Without 
early diagnosis and prompt treatment children with PID suffer from severe infectious diseases, leading to their 
death or disability. Our purpose was developing of simple, inexpensive, high throughput technique based on the 
quantitative determination of TREC and KREC molecules by real-time PCR, and its validation in a group of 
children with a verified diagnosis of SCID and X-linked agammaglobulinemia. 

In this study, we developed and validated multiplex real-time PCR for the TREC’s and KREC’s quantitative 
analysis. We have shown that linear range of Ct changes depending on the concentrations of targets with a 
correlation coefficient R2 not worse than 0.98 was observed at concentrations from 109 to 5 × 104 copies per ml. 
The lowest amount of targets reliably detected in a reaction volume was 10 TREC’s copies, 5 KREC ‘s copies 
and 5 copies of internal control (IL17RA). We determined the age-depended reference values of TRECs and 
KRECs in whole blood in 29 boys and 27 girls with normal immunological parameters. The normal cut-offs for 
TRECs and KRECs were defined in dry blood spots depending on the method of extraction. 

The proposed method showed 100% diagnostic sensitivity and specificity in the studied group. The method 
can be proposed as a screening tool for the diagnosis of SCID and X-linked agammaglobulinemia both in whole 
blood and in the dry blood spots. The further investigation is required with larger number of samples.

Keywords: primary immunodeficiency, diagnostics, TREC, KREC, real-time PCR

Сокращения: TRECs – T cell receptor (TCR) excision circles – эксцизионное кольцо Т-клеточного 
рецептора; KREC- kappa-deleting recombination excision circle – рекомбинационное кольцо каппа-де-
леционного элемента; ТКИН – тяжелая комбинированная иммунная недостаточность; ОВИН – об-
щая вариабельная иммунная недостаточность.
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Введение
Созревание функциональных Т- и В-клеток 

человека сопровождается рекомбинацией и пе-
рестройками в генах, кодирующих Т- (ТCR) и В- 
(BCR) клеточные рецепторы [1, 2]. Так, для сбор-
ки полноценного Т-клеточного рецептора должна 
произойти перестройка локуса TCRB, в ходе 
которой происходит соединение D и J сегмента 
и последующее присоединение V сегмента, и так-
же слияние V и J сегментов локуса TCRA. При 
этом образуется третий гипервариабельный до-
мен (CDR3) бета- и альфа-цепи соответственно. 
Во время каждого из этих процессов вырезаемые 
участки образуют эксцизионные кольца ДНК, 
получившие название TRECs (TCR rearrangement 
excision circles). В соответствии c числом сег-
ментов Va, Ja, Vb, Db и Jb могут образовываться 
разные типы TRECs: несколько сот различных 
TRECs при Va-Ja рекомбинации, десятки для Vb-
Db и, по крайней мере, 13 для Db-Jb. Во время 
перестройки TCRA локуса в большинстве незре-
лых Т-лимфоцитов происходит делеция TCRD 
локуса, находящегося внутри и фланкирован-
ного Vα и Jα сегментами. Этот процесс является 
специфичным и проходит при участии делецион-
ных последовательностей δRec и ΨJα. Генериру-
емая при этом кольцевая молекула была названа 
sjTREC (signal joint TCR rearrangement excision 
circle), она присутствует практически у всех αβ+ 
T-лимфоцитов, выходящих из тимуса, и, таким 
образом, может служить суррогатным маркером 
их количества [3].

Процесс формирования функционального 
рецептора в В-клетках начинается с рекомби-
национных событий в IGH локусе, несущем на-
бор различных Vh, D и Jh сегментов, в котором 
также генерируется большое количество эксци-
зионных колец ДНК [4]. Если перестройка про-
шла правильно, начинается рекомбинация в IGK 
локусе, кодирующем последовательности легкой 
каппа-цепи иммуноглобулинов. Она начинает-
ся слиянием Vk и Jk сегментов и в дальнейшем 
может сопровождаться рекомбинацией с уча-
стием интронной рекомбинационной последо-
вательности (Jκ-Cκ intronRSS) и каппа-делеци-
онным элементом (Kde), что делает каппа-локус 
нефункциональным, ввиду делеции энхансера 
и константного района [5]. Данная перестройка 
ведет к образованию рекомбинационного коль-
ца каппа-делеционного элемента, или KREC 
(kappa-deleting recombination excision circle), ко-

торое присутствует в 30% Igκ+ и почти всех Igλ+ 
зрелых наивных В-лимфоцитах [5]. ДНК KREC 
также может быть суррогатным маркером зрелых 
наивных В-лимфоцитов, а также использоваться 
для оценки их пролиферативной истории [6]. 

Количество TREC и KREC может быть оце-
нено с помощью количественной ПЦР с детек-
цией в режиме реального времени (ПЦР-РВ) и, 
ввиду прямого маркирования зрелых наивных Т- 
и В-лимфоцитов, имеет высокий диагностиче-
ский потенциал. Количественный анализ TREC 
активно применяется для оценки функции ти-
муса и неогенеза Т-клеток. Он был использован 
для диагностики иммунодефицитов [7], для нео-
натального скрининга ПИД у новорожденных 
[8], и как предиктор восстановления Т-клеточной 
функции после пересадки костного мозга [9].

Квантификация TREC с помощью ПЦР в ре-
жиме реального времени и конструирование 
плазмиды, несущей фрагмент TREC, необхо-
димой для построения калибровочной кривой, 
была описана Douek c соавторами еще в 1998 году 
[3]. В дальнейшем были предложены другие ва-
рианты ПЦР-РВ (моноплексные и мультиплекс-
ные с мишенью, отражающей количество геном-
эквивалентов в исследуемой ДНК), при этом 
для некоторых из них была проведена достаточно 
тщательная аналитическая и клиническая вали-
дация. 

Например, в работе [10] пытались оценить воз-
можность применения количественного анализа 
TREC в ДНК, полученной из Guthrie-карточек, 
применяемых рутинно в скрининге новорожден-
ных (примерно 3 мкл крови). Авторы показали, 
что тест адекватен для выявления новорожден-
ных детей с ПИД, и в настоящее время он при-
меняется для этих целей в штате Висконсин, 
США. Для анализа авторы использовали систе-
му, предложенную в работе Douek et al., 1998 [3]. 
Sottini с соавторами предложили одновременное 
определение TREC и KREC, но в дуплексном 
варианте и только с использованием прибора 
7500 FastReal-Time PCR (Applied Biosystems) [11]. 
Авторы декларировали аналитическую чувстви-
тельность не менее 10 молекул TREC и KREC 
в реакции. Borte et al. в 2012 использовали систе-
му Sottini et al., 2010 в триплексном варианте [12]. 
Однако авторы не привели аналитических ха-
рактеристик их варианта системы, выставляя до-
вольно низкие уровни отсечения – 15 TRECs/ мкл 
и 10 KRECs/мкл для скрининга врожденных им-
мунодефицитов. Они также использовали только 



470

Gordukova M.A. et al.
Гордукова М.А. и др.

Medical Immunology (Russia)/Meditsinskaya Immunologiya
Медицинская Иммунология

приборы ABI 7500 и ViiA7 от Applied Biosystems. 
Кроме этого, работа содержит явные ошибки 
и разночтения. Таким образом, описанная авто-
рами система не может быть использована без 
дальнейшего ее улучшения и адаптации.

Задача, решаемая в нашей работе, заключа-
лась в разработке высокочувствительного метода 
для одновременного определения концентрации 
TREC и KREC как в образцах ДНК из перифери-
ческой крови, так и ДНК, полученной из сухих 
пятен крови, собираемых в ходе национальной 
программы скрининга новорожденных. 

Материалы и методы
Образцы и экстракция ДНК 
Исследование было одобрено этическим 

ДГКБ № 9 им. Г.Н. Сперанского в последней 
редакции 25 сентября 2014 года (протокол № 5). 
От родителей несовершеннолетних пациентов 
было получено информированное согласие. 

Образцы от условно здоровых детей разного 
возраста без иммунодефицитных состояний были 
получены из поликлинического отделения ДГКБ 
№9. Все образцы цельной крови от этих детей 
были исследованы не только помощью ПЦР-РВ 
для определения количества TREC и KREC, но 
и с применением метода проточной цитометрии, 
а также у них были определены сывороточные 
иммуноглобулины для того, чтобы подтвердить, 
что все иммунологические параметры у них на-
ходятся в норме по возрасту. Всего было исследо-
вано 29 образцов крови от мальчиков и 27 образ-
цов крови от девочек для определения граничных 
значений нормы TREC и KREC в цельной крови 
в зависимости от возраста и метода экстракции 
ДНК. 

Образцы от пациентов с ПИД – ТКИН 
и Х-сцепленной агаммаглобулинемией – были 
собраны в период с 2007 по 2014 год в отделении 
иммунопатологии ДГКБ №9. Всего в исследо-
вание вошли 8 детей с диагнозом ПИД, ТКИН 
и 7 детей с Х-сцепленной агаммаглобулинемией. 
При этом всем детям наряду с анализом TREC 
и KREC стандартно проводились общий ана-
лиз крови, иммунофенотипирование и опреде-
ление сывороточных иммуноглобулинов. Дети 
с Х-сцепленной агаммаглобулинемией получа-
ют терапию внутривенными иммуноглобулина-
ми в отделении иммунопатологии ДГКБ № 9, 
в связи с чем были госпитализированы неодно-
кратно. При каждой госпитализации уровень 

IgM и IgA в сыворотке у таких больных не пре-
вышал 0,05 г/л. Повторная госпитализация де-
тей с Х-сцепленной агаммаглобулинемией дала 
возможность апробировать предложенный метод 
оценки копий TREC и KREC в динамике и про-
демонстрировать стабильность работы этой си-
стемы. 

В связи с тем, что среди коммерчески до-
ступных наборов реагентов для экстракции ДНК 
не так много тех, которые позволяют работать 
с сухими пятнами, с целью выбора набора реаген-
тов и установления нормальных значений TREC 
и KREC в сухих пятнах были созданы искусствен-
ные сухие пятна крови, симулирующие реальные 
пятна, получаемые в ходе скрининга новорожден-
ных. Для создания таких пятен была взята цель-
ная кровь от условно здоровых детей первого года 
жизни с известными, нормальными значениями 
TREC и KREC. Кроме того, этим детям был про-
веден анализ клеточного иммунного статуса, ко-
торый доказал, что все показатели у них находи-
лись в норме по возрасту. Вместе с тем, для того, 
чтобы можно было достоверно отличить норму 
от патологии, для создания сухих пятен крови 
также применялась кровь с различными количе-
ствами копий TREC с шагом в порядок: 104, 103, 
102, 101 и 0 копий TREC на 105 ДНК-содержащих 
клеток крови. Цельная кровь в объеме 50 мкл на-
носилась на чистые карты новорожденных 903 
Wallac Russia CE Card (GE Healthcare Bio-Sciences 
Corp, США), и после высушивания и хранения 
таких карт в течение недели из карт с помощью 
дырокола Harris UNI-CORE (Qiagen GmBH, Гер-
мания) вырезались одинаковые диски. Из них 
была выделена ДНК с использованием рекомен-
дованного в зарубежных работах [11, 13] набора 
QIAamp DNA Investigator Kit (Qiagen GmBH, Гер-
мания), а также комплектов реагентов для экс-
тракции РНК/ ДНК из клинического материала 
«АмплиПрайм РИБО-преп» и «АмплиПрайм 
РИБО-сорб» («НекстБио», Россия). Экстрак-
цию проводили согласно инструкции произво-
дителя с некоторыми модификациями, а именно 
на стадии после лизиса и до стадии преципита-
ции ДНК удаляли из раствора остатки бумаги. 
Это достигалось путем перенесения лизата над 
бумагой в другую пробирку, содержащую рас-
твор для преципитации. Дальнейшая процедура 
экстракции не отличается от инструкции про-
изводителя. Объем элюции в случае сухих пятен 
крови составляет 50 мкл с целью концентрирова-
ния образца ввиду малого количества материала. 
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Нуклеиновые кислоты из образцов цельной кро-
ви выделяли «ручным» методом и с помощью ав-
томатической станции. Для «ручной» экстракции 
использовали комплект реагентов «АмплиПрайм 
РИБО-преп» («НекстБио», Россия). Объем ис-
следуемого материала составлял 100 мкл, ДНК 
элюировали также в 100 мкл РНК-буфера, входя-
щего в состав набора реагентов. Для автоматиче-
ской экстракции ДНК из 200 мкл цельной кро-
ви применяли комплект реагентов «Prepito viral 
NA/gDNA KIT» на станции Prepito (PerkinElmer, 
США), ДНК элюировали в 80 мкл буфера.

Фенотипическая характеризация пациентов ме-
тодом проточной цитофлюорометрии

Иммунофенотипирование лимфоцитов 
(CD3+; CD4+; CD8+; CD16+CD56+; CD19+) осу-
ществляли методом проточной лазерной цитоме-
трии с использованием моноклональных антител 
фирмы BD Biosciences с помощью проточного 
цитометра BD FACSCanto™ II (BD Biosciences, 
Le Pont de Claix), данные анализированы с по-
мощью BD FACSDiva software version 7.0 (BD 
Biosciences, San Jose, CA).

Получение стандартных плазмидных образцов
Фрагменты TREC, KREC и гена IL17RA 

для конструирования стандартных образцов ам-
плифицировали с помощью праймеров, приве-
денных в таблице 1, в следующих условиях: реак-
ционная смесь ПЦР объемом 50 мкл содержала: 
1х буфер для Taq-полимеразы (65 мМ Tris-НСl 
(рН 8,9); 16 мМ (NH4)2SO4; 0,05% Tween 20; 3,5 
мМ MgCl2), 0,2 мМ дНТФ, 50 нг геномной ДНК 
человека, 1 е.а. Taq-полимеразы (Биосан), 0,5 
е.а. Pfu-полимеразы (Биосан). Амплификацию 
проводили в амплификаторе «Терцик» (ДНК-
технология) согласно следующей программе: 
3 мин при 95 °С начальной денатурации, 35 ци-
клов: 10 с при 95 °С для денатурации, 10 с при 
60 °С для гибридизации праймеров, 40 с при 
72 °С для элонгации.

Продукты амплификации с праймерами 
TREC3/TREC4 длиной 1192 п.н., IL17Ra3/IL17-
Ra4 длиной 455 п.н. и KREC3/KREC4 длиной  
482 п.н. гидролизовали эндонуклеазой рестрик-
ции HindIII (Сибэнзим, г. Новосибирск) и лиги-
ровали с вектором pBluscriptII SK(+), гидроли-
зованным той же эндонуклеазой, в течение 3-х 
часов с 100 ед.акт. Т4 ДНК-лигазы (Биосан). Ли-
газной смесью трансформировали компетент-
ные клетки E. coli штамма XL1-Blue (Stratagene). 
У плазмидных клонов, отобранных по резуль-
татам рестрикционного анализа, для подтверж-

дения структуры определяли нуклеотидную 
последовательность вставки секвенированием 
по методу Сенгера. Секвенирование было выпол-
нено на автоматическом секвенаторе ABI 3130XL 
Genetic Analyzer (Applied Biosystems, США) с ис-
пользованием набора Big dye 3.1 (Центр кол-
лективного пользования «Геномика», ИХБФМ 
СО РАН). Плазмидные ДНК (pST-TREC, pST-
KREC и pST-IL17RA) выделяли из 100 мл ноч-
ной культуры в среде LB с помощью QIAGEN 
Plasmid Midi Kit (QIAGEN) согласно инструкции 
фирмы-производителя.

Получение калибраторов
Концентрацию полученных стандартных 

плазмидных ДНК определяли спектрофотоме-
трически и флюорометрически (набор Qubit™ 
BR, Invitrogen). А именно – 2 мкг ДНК подвер-
гали гидролизу эндонуклеазой рестрикции EcoRI 
для линеаризации. Полученные линейные стан-
дарты разводили до концентрации 107-101 копий 
плазмидной ДНК на мкл в стерильном буфере, 
содержащем 10 мМ TrisHCl pH7.6 и ДНК фага 
лямбда 5 нг на мкл. Концентрацию ДНК в полу-
ченных стандартах уточняли с использованием 
цифровой ПЦР на платформе QX100™ Droplet 
Digital™ PCR System (Bio-Rad, США) согласно 
инструкциям фирмы-производителя. Для этого 
готовили 20 мкл ПЦР-смеси, содержащей иссле-
дуемую ДНК (< 66 нг на 20 мкл), 1X ПЦР-смесь 
(Bio-Rad), 300 нМ олигонуклеотидные праймеры 
и 100 нМ Taq-man зонд. Для получения микро-
капель 20 мкл приготовленной ПЦР-смеси и 70 
мкл масла для генерации капель помещали в со-
ответствующие лунки картриджа DG8. 40 мкл по-
лученных микрокаплей переносили 96-луночную 
ПЦР плашку, запечатывали фольгой и помещали 
в амплификатор. Программа амплификации: 
96 °С – 10 мин и далее 50 циклов 96 °С – 15 с, 
60 °С – 40 с с финальным прогревом в течение 10 
мин при 98 °С. После это микрокапли подвергали 
считыванию с помощью прибора Droplet Reader, 
полученные данные обрабатывали в программе 
QuantaSoft (Bio-Rad, США). 

Количественный анализ TREC и KREC методом 
ПЦР-РВ 

Для количественного анализа TREC и KREC 
проводили мультиплексную ПЦР-РВ. Смесь 
для ПЦР (объемом 25 мкл) содержала олигону-
клеотидные праймеры (см. табл. 1) TREC2fo, 
TREC2re, KREC3 и KREC4 – 0,3 мкМ; IL17RA-U 
и IL17RA-R – 0,25 мкМ, флюоресцентно-ме-
ченые зонды TRECp2 и KREC4P – 0,2 мкМ, 
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IL17RA-P – 0,15 мкМ, а также 1х буфер для Taq-

полимеразы (65 мМ Tris-НСl (рН 8,9); 16 мМ 

(NH4)2SO4; 0,05% Tween 20; 3,5 мМ MgCl2), 

0,2 мМ дНТФ, 1 е.а. Taq-полимеразы («Био-

синтек», Россия) и геномную ДНК человека. 

Реакцию амплификации проводили в ампли-

фикаторах CFX96 (Bio-Rad, США), Rotor-Gene 

3000 (Corbett Research, Австралия) и ABI 7500 

(Applied Biosystems, США) согласно следующей 

программе: 15 мин при 95 °С начальной денату-

рации для активации фермента, 4 цикла: 10 с при 

95 °С для денатурации, 30 с при 61 °С для гибри-

дизации праймеров, 15 с при 72 °С для элон-

гации, далее 39 циклов: 10 с при 95 °С, 30 с при 

60 °С, съем флуоресцентного сигнала на каналах 

FAM/ HEX/ ROX, 15 с при 72 °С. Для каждого об-

разца анализ проводили в трех повторах, для по-

строения калибровочной кривой использова-

ли стандартные образцы 107, 105, 5 × 103 копий 

на мл. Количество копий анализируемых ДНК 

мишеней рассчитывали по формуле, выведенной 

из графика калибровочной кривой с помощью 

программного обеспечения к соответствующему 

прибору. 

Клиническую интерпретацию количества 
копий ТRЕC/KRЕC проводили с учетом опре-
деленных геном-эквивалентов ядросодержащих 
клеток крови (копии IL17RA) по формуле: Кол-
во ТRЕC(КRЕC) = (кол-во копий ТRЕC(КRЕC) 
на мл / кол-во копий IL17RA)*200000 (для экс-
тракции с помощью комплекта реагентов «Ам-
плиПрайм РИБО-преп»). 

Результаты
Выбор олигонуклеотидных праймеров и зондов, 

оптимизация условий мультиплексной ПЦР
На первом этапе работы мы попытались ис-

пользовать для квантификации TREC в образ-
цах геномной ДНК человека последовательности 
олигонуклеотидных праймеров и зондов, опи-
санные в работе Baker et al., 2009 [10] (табл. 1). 
Однако указанная система в нашем исполнении 
обладала недостаточной эффективностью ам-
плификации (данные не приведены). Праймеры 
и зонды для ПЦР подобраны с учетом структур 
TREC и KREC таким образом, чтобы исключить 
отжиг на матрице геномной ДНК (перестроенной 
и не перестроенной в Т- и В-лимфоцитах и в лю-
бых других клетках человека не лимфоцитарного 

ТАБЛИЦА 1. НУКЛЕОТИДНЫЕ ПОСЛЕДОВАТЕЛЬНОСТИ ИСПОЛЬЗОВАННЫХ ОЛИГОНУКЛЕОТИДНЫХ ПРАЙМЕРОВ 
И Taq-man ЗОНДОВ

№ Название Последовательность
1 TREC2FO 5’-GTGATGCCACATCCCTTTCAA-3’
2 TREC2RE 5’-ACGGTGAATGAAGAGCAGACA-3’
3 TRECP2 5’-FAMCTCTGGTTTTTGTAAAGGTGCC-BHQ-3’
4 KREC3 5’-GTTCTCTTTCCCTTAGTGGCA-3’
5 KREC4P 5’ – R6G- CCAGCTCTTACCCTAGAGTTTCTG- BHQ-3’
6 KREC4 5’-CTGGGTGGGACTCCAGGA-3’
7 IL17RA-U 5’-CTTGATGCTCTCGCTCTTCG-3’ 
8 IL17RA-R 5’-TGTAGCCCTGGTCAGACTG-3’
9 IL17RA-P 5’-ROX-CTGCCGCTGCTCCTCCTCG-BHQ-3’
10 IL17-RA3 5’-CCAAAGCTTCTCTGACCCCATCGTGTCC-3’
11 IL17-RA4 5’-CCGAAGCTTGAAATAGCGTCCTCTTCCTC-3’
12 TREC3 5’-CCAAAGCTTCCTGGTTGACTATGTGTGAC-3’
13 TREC4 5’-GCAAAGCTTCAGAGGTTGGGACAGAAAAG-3’

Baker et al., 2009
14 TREC1 5’-CACATCCCTTTCAACCATGCT-3’
15 TREC2 5’-GCCAGCTGCAGGGTTTAGG-3’
16 TRECP 5’-FAM-ACACCTCTGGTTTTTGTAAAGGTGCCCACT-FQ-3’
17 B-ACTINU 5’-ATTTCCCTCTCAGGCATGGA-3’
18 B-ACTINR 5’-CGTCACACTTCATGATGGAGTTG-3’
19 B-ACTINP 5’-R6G-GTGGCATCCACGAAACTA-FQ-3’
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ряда), а также с учетом минимизации образуемых 
в мультиплексной реакции праймер-димеров. 
При этом пары праймеров подбирались с уче-
том того, что желаемая длина ампликона лежала 
в пределах от 80 до 180 п.о. 

В результате нами были разработаны 3 пары 
олигонуклеотидных праймеров (табл. 1) для ко-
личественного определения TREC, KREC и гена 
IL-17ra (стандартный однокопийный геномный 
локус для определения количества геном-эквива-
лентов ДНК в образце), показывающие приемле-
мую эффективность амплификации (более 90%) 
как в моноплексном, так и в мультиплексном ва-
рианте проведения ПЦР. Оптимизация условий 
ПЦР-РВ включала подбор оптимальных концен-
траций олигонуклеотидных праймеров и зондов, 
параметров программы амплификации и кон-
центрацию ионов магния. Для повышения чув-
ствительности и специфичности ПЦР был при-
менен «горячий старт», который обеспечивается 
использованием химически модифицированной 
Taq-полимеразы. Оптимальные параметры раз-
работанной системы приведены в разделе «Мате-
риалы и методы».

Аналитическая характеристика разработан-
ной системы для количественного анализа TREC 
и KREC

Для проверки специфичности разработанной 
ПЦР использовали ДНК клеточных линий не-
лимфоидного происхождения, несущих непере-
строенные Т- и В-клеточные рецепторы, а имен-
но – HEK293, HeLa, Н460, а также образцы гДНК 
из мочи и слюны. По результатам проведенного 
тестирования специфичность составила 100% . 

Линейный диапазон количественного опре-
деления копийности TREC, KREC и IL17RA 
определяли с помощью ПЦР на разведениях 
стандартных плазмид от 109 коп/мл до 103 коп/мл,  
при этом обращали внимание на коэффициент 

R2 и разброс значений Ct для повторов (рис. 1, 

см. 3-ю стр. обложки). Нами было показано, что 
в области концентраций от 109 коп/мл до 5 × 104 
коп/ мл для всех трех мишеней наблюдается ли-
нейный диапазон изменения Сt от концентрации 
с коэффициентом корреляции R2 не хуже 0.98. 
Наименьшее количество копий, надежно детек-
тируемых в одной ПЦР реакции объемом 25 мкл, 
было: 10 для TREC, 5 для KREC и 5 для IL17RA.

Далее мы оценивали чувствительность сис-
темы, моделируя весь процесс анализа крови 
пациента. Для этого была взята кровь от больного 

с ТКИН (возраст 7 мес., фенотип Т-B+NK-, 
с содержанием CD3+ = 1,1%, абсолютное число –  
5 клеток/мкл крови). Анализ ДНК этого 
пациента с помощью ПЦР не выявил TREC. 
Были подобраны образцы крови от детей 
с возрастом до 1 года с количеством CD3+ кле-
ток от 60 до 70% (абс. число – 3800-5000 кл/ мкл). 
Для нивелирования эффекта разброса, был 
приготовлен пулированный образец путем 
объединения 50 мкл крови от каждого условно 
здорового донора. Образцы пулированной крови 
были разбавлены кровью от больного с ТКИН 
в различных соотношениях от 1% до 100%, и из 
100 мкл реконструированных образцов крови 
была выделена ДНК с использованием комплекта 
реагентов «АмплиПрайм РИБО-преп». Дальней-
ший ПЦР-анализ показал, что система может 
воспроизводимо оценивать количество молекул 
TREC в модельных образцах крови, содержащих 
всего 10% крови здоровых детей (табл. 2). Можно 
заключить, что 10 мкл крови достаточно для про-
ведения подобного анализа. 

Аналогичный эксперимент был проведен 
для мишени KREC. Пулированный образец 
крови от больных агаммаглобулинемией был 
получен путем объединения 100 мкл крови 4-х 
больных, у которых по результатам иммунно-
го фенотипирования полностью отсутствовали 
В-клетки (CD19-) как в процентном, так и в абсо-
лютном исчислении. Усредненный нормальный 
образец крови был получен путем объединения 
равных количеств крови от 4-х условно здоровых 
детей. Искусственно реконструированные образ-
цы крови с разными концентрациями наивных 
В-лимфоцитов, в результате смешения в разных 

ТАБЛИЦА 2. ОЦЕНКА ЧУВСТВИТЕЛЬНОСТИ 
РАЗРАБОТАННОЙ ТЕСТ-СИСТЕМЫ НА МОДЕЛЬНЫХ 
ОБРАЗЦАХ КРОВИ, СОДЕРЖАЩИХ РАЗНОЕ 
ПРОЦЕНТНОЕ СОДЕРЖАНИЕ МОЛЕКУЛ TREC И KREC 
ОТ НОРМЫ

Кровь 
здоровые 

дети, %
100 50 40 30 20 10 5 1

ТREC 
на 105 
лейкоци-
тов 6,

15
 ×

 1
04

2,
20

 ×
 1

04

1,
10

 ×
 1

04

2,
53

 ×
 1

04

7,
83

 ×
 1

03

2,
78

 ×
 1

03

3,
09

 ×
 1

03

4,
93

 ×
 1

02

KREC 
на 105 
лейкоци-
тов 3,

56
 ×

 1
03

4,
47

 ×
 1

03

3,
25

 ×
 1

03

1,
22

 ×
 1

03

2,
03

 ×
 1

03

7,
25

 ×
 1

02

7,
71

 ×
 1

02

1,
10

 ×
 1

02
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пропорциях вышеописанных пулов, были ис-
пользованы для экстракции ДНК и ПЦР анализа 
(табл. 2). Предложенная система надежно детек-
тировала мишень KREC при содержании нор-
мальной крови 1%.

Определение референсных значений для TREC 
и KREC в зависимости от возраста

Для определения референсных значений 
для TREC и KREC в зависимости от возраста ис-
пользовали ДНК, полученную из образцов крови 
от 56 условно здоровых детей (29 мальчиков и 27 
девочек) разного возраста с нормальными имму-
нологическими параметрами (табл. 3).

Нами не было получено статистически зна-
чимых различий значений TREC и KREC в за-
висимости от пола (критерий Краскела–Уоллиса 
и Джонкхиера–Терпстра, р > 0,05), что позволило 
объединить выборки девочек и мальчиков только 
по признаку возраста.

Полученные референсные значения приведе-
ны в таблицах 4 и 5.

Диагностическая характериcтика разработан-
ной системы для количественного анализа TREC 
и KREC

В связи с отсутствием скрининговой програм-
мы в нашей стране, вероятно, большее количе-
ство недиагностированных детей с ТКИН поги-
бает на первом году жизни от генерализованных 
вирусно-бактериальных инфекций ввиду отсут-
ствия проведения специализированного лечения, 
поэтому, несмотря на описанную частоту встре-
чаемости ТКИН от 1:50000 до 1:100000 новорож-
денных [8], в коллекции образцов крови от детей 
с ПИД, собранной с 2007 по 2014 год, было всего 
8 образцов от детей с ТКИН. Результаты иммуно-
фенотипирования для них приведены в таблице 7, 
а результаты количественного определения TREC 
и KREC – в таблице 8. Для 7 из 8 образцов не было 
получено сигнала амплификации по каналу TREC, 
и лишь у одного пациента ЦН были обнаружены 
TREC в количестве 9,40 × 101 копий на 105 клеток, 
при норме от 1,2 × 105 до 1,6 × 105 коп/105 клеток. 
Такой результат может быть объяснен ненулевы-
ми количествами CD3+CD4+, которых было 3%, 

ТАБЛИЦА 4. ВОЗРАСТНЫЕ НОРМЫ TREC НА 105 КЛЕТОК 
ЛЕЙКОЦИТОВ

TREC 0-1 год 1-6 лет 6-12 лет 12-18 лет
Макс. 1,6 × 105 3,2 × 105 7,9 × 104 2,5 × 104

Мин. 1,2 × 105 1,4 × 104 7,3 × 103 2,3 × 103

Среднее 1,40 × 105 3,38 × 104 3,86 × 104 5,73 × 103

ТАБЛИЦА 5. ВОЗРАСТНЫЕ НОРМЫ KREC НА 105 КЛЕТОК 
ЛЕЙКОЦИТОВ

KREC 0-17 лет
Макс. 1,0 × 105

Мин. 1,0 × 103

Среднее 1,0 × 104

ТАБЛИЦА 6. ИСПОЛЬЗОВАНИЕ КОЛИЧЕСТВЕННОЙ 
ОЦЕНКИ TREC И KREC

Исследование и дифференциальная диагностика 
лимфопений, ТКИН1, ОВИН2, агаммаглобулинемии 
и других ИДС, например, синдрома ДиДжорджи, 
атаксии телеангиэктазии (синдром Луи–Бар), син-
дрома Оменна, синдрома Вискотта–Олдрича, син-
дрома Ниймеген

Скрининг новорожденных с использованием сухих 
пятен крови на ТКИН и агаммаглобулинемию

Изучение нормального развития Т- и В-лимфоцитов

Оценка восстановления иммунной системы после 
проведения процедуры трансплантации гемопоэти-
ческих стволовых клеток костного мозга

Оценка реактивных состояний организма при угрозе 
жизни пациента (сепсис, менингит)

Изучение ответа на ВААРТ при ВИЧ-инфекции

Оценка возрастных изменений организма и опреде-
ление возраста (судебная медицина)

Оценка активности аутоиммунного заболевания

Примечание. 1 – ТКИН – тяжелая комбинированная 
иммунная недостаточность. 2 – ОВИН – общая вариабельная 
иммунная недостаточность.

ТАБЛИЦА 3. ОПИСАНИЕ ИММУНОЛОГИЧЕСКИХ 
ПАРАМЕТРОВ ДЕТЕЙ, ВЫБРАННЫХ ДЛЯ ОПРЕДЕЛЕНИЯ 
РЕФЕРЕНСНЫХ ЗНАЧЕНИЙ TREC И KREC

Характеристика Значения

1 Возраст  
детей 0-17 лет

2 CD3+ 58-60%
1300-4800 кл/мкл

3 CD3+CD4+ 31-54%
700-3500 кл/мкл

4 CD3+CD8+ 16-38%
500-1040 кл/мкл

5 CD19+ 16-27%
400-1600 кл/мкл
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ТАБЛИЦА 7. ДАННЫЕ ИММУНОФЕНОТИПИРОВАНИЯ У ДЕТЕЙ С ПИД, ТКИН

Пациент CD3+CD4+ CD3+CD8+ CD3+ CD19 CD16+CD56+

% кл/мкл % кл/мкл % кл/мкл % кл/мкл % кл/мкл

ДК 0 0 0 0 10 730 74 540 2 15

ЦН 3 85 2 57 5 142 57 1624 24 684

ДИ 0,82 4 0 0 1,1 5 83 378 0,8 4

ТА 0,15 0 0,05 0 0,6 0 73 621 0.7 0

НМ 1,9 4 0 0 2 5 50 113 15 34

ДД 36 673 1 17 40 748 0,5 10 49 916

НГ 0 0 0 1 1,3 2 3 5 77 131

ДН 16,6 161 1 7 17 165 80 775 2 19

ТАБЛИЦА 8. ДАННЫЕ КОЛИЧЕСТВЕННОГО ОПРЕДЕЛЕНИЯ TREC И KREC У ДЕТЕЙ С ПИД, ТКИН

Пациент Возраст, 
лет Пол Фенотип TREC на 105 

лейкоцитов
KREC на 105 
лейкоцитов

ДК 0,6 м T-B+NK- не обнаружено 2,35 × 101

ЦН 0,5 м T-B+NK+ 9,40 × 101 3,71 × 104

ДИ 0,6 м T-B+NK- не обнаружено 1,46 × 104

ТА 0,9 м T-B+NK+ не обнаружено 2,52 × 103

НМ 2,5 м T-B+NK+ не обнаружено 2,58 × 103

ДД 0,3 ж CD8-B-NK+ не обнаружено не обнаружено

НГ 0,1 ж T-B-NK+ не обнаружено 1,07 × 101

ДН 0,4 ж CD8-B+NK+ не обнаружено 1,05 × 104

Нормальные значения 1,2 × 105 – 1,6 × 105 1,0 × 103 – 1,0 × 105

ТАБЛИЦА 9. РЕЗУЛЬТАТЫ АНАЛИЗА TREC И KREC В ДИНАМИКЕ У ПАЦИЕНТА ШД С Х-СЦЕПЛЕННОЙ 
АГАММАГЛОБУЛИНЕМИЕЙ

Дата забора крови Возраст, лет TREC на 105 лейкоцитов KREC на 105 лейкоцитов

13.11.2012 14,8 5,57 × 104 не обнаружено

25.04.2013 15,2 2,22 × 105 не обнаружено

06.06.2013 15,4 4,26 × 104 не обнаружено

22.01.2014 15,9 2,21 × 104 не обнаружено

23.12.2014 16,9 1,90 × 104 не обнаружено

24.03.2015 17,1 4,19 × 104 не обнаружено

ТАБЛИЦА 10. РЕЗУЛЬТАТЫ АНАЛИЗА TREC И KREC В ДИНАМИКЕ У ПАЦИЕНТА СР С Х-СЦЕПЛЕННОЙ 
АГАММАГЛОБУЛИНЕМИЕЙ

Дата забора крови Возраст, лет TREC на 105 лейкоцитов KREC на 105 лейкоцитов

21.03.2013 12,7 4,85 × 104 не обнаружено

12.11.2013 13,4 3,22 × 104 не обнаружено

09.07.2014 14,0 1,75 × 104 не обнаружено
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что в абсолютном количестве составило 85 клеток 
на мкл. Из всех образцов ТКИН, у которых от-
сутствовали Т-хелперы, этот имел самое высокое 
их количество. В любом случае, выявленные в об-
разце единичные копии TREC позволяли заподо-
зрить серьезный дефицит Т-лимфоцитов у данно-
го пациента. Таким образом, для мишени TREC 
в случае пациентов с диагнозом ПИД, ТКИН 
диагностическая чувствительность системы со-
ставила 100%. Из группы пациентов с ТКИН двое 
практически не имели В-лимфоцитов (0,5% и 3%) 
и имели фенотип CD8-B-NK+ и T-B-NK+ соответ-
ственно. В первом случае результаты амплифи-
кации по мишени KREC были отрицательными, 
а во втором были обнаружены KREC в количе-
стве в 100 раз меньше нижней границы нормы – 
1,07 × 101 копий/105 клеток при норме 1,0 × 103 – 
1,0 × 105 копий/105 клеток. 

Анализ количества TREC и KREC в образцах 
цельной крови от 7-ми детей с Х-сцепленной 
агаммаглобулинемией подтвердил высокую 
диагностическую чувствительность систе-
мы для мишени KREC: ни в одном из случаев 
не было обнаружено неспецифического сиг-
нала. Во всех случаях результат амплификации 
по мишени KREC был отрицательным, что 
полностью согласуется с результатами иммуно-
фенотипирования и клиническими данными. 
В связи с тем, что мутация в гене BTK блоки-
рует дифференцировку В-лимфоцитов до эта-

па созревания функционального В-клеточного 

рецептора, результаты количественной ПЦР 

соответствуют ожидаемым. От двух пациентов 

с Х-сцепленной агаммаглобулинемией образцы 

крови были получены в динамике: 6 образцов 

за период с 2012 по 2015 год от пациента ШД и 3 

образца за 2013-2014 года от пациента СР (табл. 

9 и 10). Рутинно проведенное иммунофенотипи-

рование подтвердило отсутствие В-лимфоцитов 

в периферической крови во всех взятых в дина-

мике образцах, при этом остальные показатели 

иммунного статуса изменялись согласно возра-

сту пациентов. Результат количественной ПЦР 

также во всех случаях не выявил молекул KREC 

вне зависимости от возраста пациента и даты 

взятия материала. Таким образом, на коллекци-

онных образцах крови от пациентов с диагноза-

ми ТКИН и Х-сцепленная агаммаглобулинемия 

было показано, что предложенная система обла-

дает высокой диагностической чувствительно-

стью как для мишени TREC, так и для мишени 
KREC.

Обсуждение
Целью нашей работы являлась разработка 

простого и производительного метода количе-
ственного анализа молекул ДНК TREC и KREC 
в образцах цельной крови человека и в сухих 
пятнах. Для этого нами была использована 
мультиплексная количественная ПЦР в режиме 
реального времени, в которой для нормировки 
количества TREC и KREC использовано из-
мерение количества взятых в реакцию геном-
эквивалентов ядросодержащих клеток за счет 
измерения количества инвариантного локуса 
в гене IL17RA. Это также позволяет контроли-
ровать этапы экстракции ДНК и проведения 
ПЦР, отсутствие в образце ингибиторов ПЦР, 
оценивать адекватность взятия и количество 
материала.

Использование предложенной системы сни-
жает стоимость анализа за счет мультиплекси-
рования, а стандартизация методики уменьшает 
время получения результата. Данная методика 
может быть применима для потокового скринин-
га большого числа образцов одновременно.

Анализ может быть проведен как с использо-
ванием цельной крови, так и с ДНК, полученной 
из сухих пятен крови, собираемых в ходе нацио-
нальной программы скрининга новорожденных. 
В результате амплификации в присутствии ка-
либраторов и количественного подсчета копий 
TREC и KREC можно отличить Т- и В-клеточные 
лимфопении у пациентов с ТКИН и агаммагло-
булинемией от здоровых новорожденных. Од-
нако низкое число копий TREC и KREC также 
может быть результатом других иммунодефицит-
ных заболеваний, таких как синдром DiGeorge, 
либо объясняться применением иммуносупрес-
сивной терапии или незрелостью иммунной си-
стемой в случае недоношенных детей. Во всех 
случаях требуются подтверждающие тесты, а ре-
зультат оценки копий TREC и KREC использу-
ется в комплексной диагностике описанных со-
стояний. 

Нормализованные значения TREC и KREC 
не имели статистически значимых различий 
по отношению к полу, что соответствует резуль-
татам, полученным и опубликованным другими 
исследователями [11, 14, 15]. Надо отметить, что 
полученные в нашей пилотной работе возраст-
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ные нормы TREC и KREC требуют дальнейшего 
уточнения. В особенности этому должно быть 
уделено отдельное внимание при выборе мето-
да выделения ДНК из образцов крови или су-
хих пятен. Например, нами показано (данные 
не приведены), что нормированные значения 
TREC и KREC могут отличаться при использо-
вании методов ДНК, основанных на различных 
физико-химических принципах: преципитации 
суммарной ДНК спиртами или ее селективной 
сорбции на силикагеле в растворах хаотропных 
солей.

Разработанная тест-система может быть ис-
пользована для решения других клинических за-
дач, в которых затрагиваются механизмы генера-
ции наивных T- и B- лимфоцитов (см. табл. 6). 
Однако требуется более тщательное исследова-
ние диагностических характеристик предложен-
ной системы на выборках большего объема, в том 

числе и для определения более четких границ 

нормальных значений TREC и KREC в зависи-

мости от возраста.

Выводы
1. Нами разработана тест-система на основе 

количественной ПЦР в режиме реального време-

ни для скрининга первичных иммунодефицитов 

у детей:

Чувствительность: 5 × 103 TREC/KREC на мл, 

специфичность: 100%.

2. Установлены границы нормы по содержа-

нию TREC и KREC у условно здоровых детей.

3. Показана возможность применения данной 

системы в случае детей с ТКИН и Х-сцепленной 

агаммаглобулинемией и конкордантность ре-

зультатов метода «золотого стандарта» – иммун-

ного статуса и предлагаемой тест-системы.



478

Gordukova M.A. et al.
Гордукова М.А. и др.

Medical Immunology (Russia)/Meditsinskaya Immunologiya
Медицинская Иммунология

13. Lang P.O., Govind S., Dramé M., Aspinall R. Comparison of manual and automated DNA purification for 
measuring TREC in dried blood spot (DBS) samples with qPCR. Journal of Immunological Methods, 2012, Vol. 384, 
no. 1-2, pp. 118-127.

14. Ou X., Zhao H., Sun H., Yang Z., Xie B., Shi Y., Wu X. Detection and quantification of the age-related 
sjTREC decline in human peripheral blood. International Journal of Legal Medicine, 2011, Vol. 125, pp. 603-608.

15. Ou X.L., Gao J., Wang H., Wang H.S., Lu H.L., Sun H.Y. Predicting human age with bloodstains by sjTREC 
quantification. PLoS ONE, 2012, Vol. 7, no. 8, p. e42412.

Авторы:

Гордукова М.А. – биолог клинической диагностической 
лаборатории ГБУЗ «Детская городская клиническая 
больница № 9 им. Г.Н. Сперанского» ДЗ Москвы,  
Москва, Россия 

Оскорбин И.П. – аспирант кафедры молекулярной 
биологии, Новосибирский государственный 
исследовательский университет, г. Новосибирск, Россия

Мишукова О.В. – младший научный сотрудник 
лаборатории фармакогеномики, Институт химической 
биологии и фундаментальной медицины СО РАН, 
г. Новосибирск, Россия 

Зимин С.Б. – заведующий отделением иммунопатологии 
ГБУЗ «Детская городская клиническая больница № 9 
им. Г.Н. Сперанского» ДЗ Москвы, Москва, Россия 

Зиновьева Н.В. – к.м.н., заведующая отделением 
аллергологии и иммунологии КДП ГБУЗ «Детская 
городская клиническая больница № 9 им. 
Г.Н. Сперанского» ДЗ Москвы, Москва, Россия 

Давыдова Н.В. – к.м.н., врач клинической 
диагностической лаборатории ГБУЗ «Детская городская 
клиническая больница № 9 им. Г.Н. Сперанского» ДЗ 
Москвы, Москва, Россия 

Смирнова А.С. – врач клинической диагностической 
лаборатории ГБУЗ «Детская городская клиническая 
больница № 9 им. Г.Н. Сперанского» ДЗ Москвы,  
Москва, Россия 

Никитина И.А. – заведующая учебной лабораторией 
кафедры факультетской педиатрии № 2 
педиатрического факультета РНИМУ им. Пирогова 
на базе ГБУЗ «Детская городская клиническая больница 
№ 9 им. Г.Н. Сперанского» ДЗ Москвы, Москва, Россия 

Корсунский И.А. – к.м.н., заведующий московским 
городским центром детской иммунологии и аллергологии, 
ГБУЗ «Детская городская клиническая больница № 9 
им. Г.Н. Сперанского» ДЗ Москвы, Москва, Россия 

Филипенко М.Л. – к.б.н., заведующий лабораторией 
фармакогеномики, Институт химической биологии 
и фундаментальной медицины СО РАН; заведующий 
лабораторией палеогенетики, Новосибирский 
государственный исследовательский университет, 
г. Новосибирск, Россия  

Продеус А.П. – д.м.н., профессор, заместитель 
главного врача по инфекционным болезням ГБУЗ 
«Детская городская клиническая больница № 9 
им. Г.Н. Сперанского» ДЗ Москвы, Москва, Россия 

Authors:

Gordukova M.A., Biologist, Clinical Diagnostic Laboratory, 
G.N. Speranskiy Children Hospital No 9, Moscow, Russian 
Federation  

Oskorbin I.P., Graduate Student, Department of Molecular 
Biology, Novosibirsk State University, Novosibirsk, Russian 
Federation

Mishukova O.V., Junior Research Associate, 
Pharmacogenomics Laboratory, Institute of Chemical Biology 
and Fundamental Medicine, Siberian Branch of the Russian 
Academy of Sciences, Novosibirsk, Russian Federation 

Zimin S.B., Head, Department of Immunopathology, 
G.N. Speranskiy Children Hospital No 9, Moscow, Russian 
Federation 

Zinovieva N.V., PhD (Medicine), Head, Allergy and 
Immunology Department, G.N. Speranskiy Children Hospital 
No 9, Moscow, Russian Federation  

Davydova N.V., PhD (Medicine), Doctor, Clinical Diagnostic 
Laboratory, G.N. Speranskiy Children Hospital No 9, Moscow, 
Russian Federation  

Smirnova A.S., Doctor, Clinical Diagnostic Laboratory, 
G.N. Speranskiy Children Hospital No 9, Moscow, Russian 
Federation  

Nikitina I.A., Head, Training Laboratory of Faculty of 
Pediatrics № 2 of Pirogov Russian National Research Medical 
University, G.N. Speranskiy Children Hospital No 9, Moscow, 
Russian Federation  

Korsunsky I.A., PhD (Medicine), Head, Moscow City Center 
for Pediatric Immunology and Allergy, G.N. Speranskiy 
Children Hospital No 9, Moscow, Russian Federation  

Filipenko M.L., PhD (Biology), Head, Pharmacogenomics 
Laboratory, nstitute of Chemical Biology and Fundamental 
Medicine, Siberian Branch of the Russian Academy of 
Sciences; Head, Paleogenetics Laboratory, Novosibirsk State 
University, Novosibirsk, Russian Federation 

Prodeus A.P., PhD, MD (Medicine), Professor, Deputy Chief 
of Infectious Diseases, G.N. Speranskiy Children Hospital 
No 9, Moscow, Russian Federation 

Поступила 12.06.2015 
Отправлена на доработку 29.06.2015 
Принята к печати 06.07.2015

Received 12.06.2015 
Revision received 29.06.2015 
Accepted 06.07.2015


