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УДК: 616-053.32-097:577.213.3 Е.А. Полякова1, С.А. Берестень2, 
М.В. Стёганцева1, И.Е. Гурьянова1, 
Д.В. Луцкович1, М.В. Белевцев1

ОЦЕНКА ВЛИЯНИЯ ПЕРИНАТАЛЬНЫХ И ИНТРАНАТАЛЬНЫХ 
ФАКТОРОВ НА КОЛИЧЕСТВО КОПИЙ ТРЭК/КРЭК 

У НЕДОНОШЕННЫХ НОВОРОЖДЕННЫХ
1ГУ «РНПЦ детской онкологии, гематологии и иммунологии», Минск, Беларусь; 

2ГУ «РНПЦ «Мать и дитя», Минск, Беларусь

В данном исследовании были определены количественные значения кольцевых фраг-
ментов ДНК Т и В-клеточного рецепторов (ТРЭК и КРЭК) в периферической крови 115 
недоношенных новорожденных со сроком гестации 23,4-37,0 недель. Показано, что пе-
ринатальные и интаранатальные факторы, такие как анамнестические, акушерско-гине-
кологические осложнения течения беременности, тип родоразрешения, одноплодная и 
многоплодная беременность не оказывают значимого влияния на количество копий ТРЭК 
и КРЭК в периферической крови недоношенных детей, следовательно, не оказывают зна-
чимого влияния на функциональное состояние иммунитета в период новорожденности.

Ключевые слова: недоношенность, ТРЭК, КРЭК, интранатальные факторы, пери-
натальные факторы, репродуктивные потери, тип родоразрешения

Введение

Эффективным методом оценки состоя-
ния Т- и В-клеточного звеньев иммуните-
та является метод количественного опре-
деления кольцевых фрагментов ДНК Т- и 
В-клеточного рецептора ТРЭК (от англ. 
«T-cell receptor excision circles») и КРЭК (от 
англ. «kappa-deleting recombination excision 
circles») [1, 2]. Оценка количества продук-
тов реаранжировок Т- и В-клеточного ре-
цепторов (ТРЭК и КРЭК) может служить 
первоначальным критерием оценки нали-
чия дефицита иммунитета [3-5].

В настоящее время очень мало иссле-
дований посвящено изучению влияния пе-
ринатальной патологии на состояние им-
мунной системы недоношенных новорож-
денных. Несколько исследований демон-
стрируют низкие значения ТРЭК и КРЭК у 
недоношенных детей и связывают данный 
феномен с физиологическим развитием 
иммунной системы новорожденных, пред-
полагая необходимость контрольных диа-
пазонов, связанных с гестационным воз-
растом [6, 7]. Более того, повышенная уяз-
вимость иммунитета недоношенных детей 

основана на уникальных событиях иммун-
ного созревания, которые происходят во 
время критических периодов в раннем пе-
риоде жизни, включая плод и первые годы 
жизни. В этом отношении иммунная систе-
ма плода формируется и программируется 
в значительной степени внутри утробно и 
перинатальной средой, что может иметь 
связанные с этим неблагоприятные по-
следствия для здоровья в более позднем 
возрасте [8]. С другой стороны, критиче-
ская оценка возможной корреляции между 
значениями ТРЭК и КРЭК с дородовыми и 
неонатальными факторами может помочь 
специалистам интерпретировать их значи-
мость. Крайне важным является разграни-
чение врожденного патологического про-
цесса, выражаемого «сбоем» иммунной 
системы, от физиологического состояния 
иммунитета в периоде новорожденности.

Принято считать, что у детей, рожден-
ных путем операции кесарево сечение вы-
сокий риск развития респираторного-дис-
тресс синдрома, нарушение формирования 
микрофлоры кишечника, аутоиммунных 
заболеваний, таких как астма, аллергия, 

Клиническая медицина
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диабет 1 типа и глютеновая болезнь. Одна-
ко до сих пор неизвестно, оказывает ли тип 
родоразрешения влияние на функциональ-
ное состояние иммунитета недоношенных 
новорожденных [9, 10].

В данном исследовании мы демон-
стрируем влияние перинатальных и ин-
транатальных факторов на функциональ-
ную активность тимуса и костного мозга 
недоношенных детей, включая возраст 
матерей, тип течения беременности, на-
личие/отсутствие репродуктивных потерь, 
тип родоразрешения, влияние одноплодно/
многоплодной беременности.

Цель: определить количество копий 
ТРЭК и КРЭК у недоношенных детей и 
оценить влияние различных перинаталь-
ных и интранатальных факторов на полу-
ченный диапазон значений.

Материал и методы исследования 

В исследование было включено 115 не-
доношенных новорожденных, со сро-
ком гестации 23,4-37,0 недель (Ме=35,4). 
70 мальчиков и 45 девочек, весом 710-
3020 г. Оценка по шкале Апгар на первой 
минуте жизни составила 7,00±0,12 баллов, 
на пятой минуте ‒ 8,00±0,0 балла.

Пробоподготовка материала для ис-
следования

В качестве материала для исследова-
ния использовали геномную ДНК, выде-
ленную из «сухого пятна» крови. 

Метод количественного определения 
ТРЭК/КРЭК

Количество копий ТРЭК/КРЭК опреде-
лялось методом полимеразной цепной реак-
цией (ПЦР) в реальном времени с исполь-
зованием амплификатора Bio-Rad CFX96 
(Bio-Rad, США). В качестве гена внутрен-
него контроля использовали ген альбумин 
(АЛБ). Данные анализировали с помощью 
программного обеспечения Real-time RCR 
Data Analis (Bio-Rad, США). Конечный объ-
ем реакционной смеси составлял 25 мкл и 
включал: Art Mix (АртБиоТех, Беларусь), 
воду и смесь праймеров с концентрацией 

6 пмоль для прямого и обратного прайме-
ров и 4 пмоль для флуоресцентной пробы 
(FAM, HEX, ROX). (Прайметех, Беларусь).  
Количество копий ТРЭК/КРЭК рассчитыва-
ли на 1 млн лейкоцитов по формуле: 

Количество ТРЭК (КРЭК) = [1000000 × 
среднее ТРЭК/КРЭК/среднее АЛБ/2]

Все новорожденные проходили пер-
вичный осмотр на базе государственного 
учреждения «Республиканский научно-
практического центр «Мать и дитя»». На 
базе «Республиканского научно-практиче-
ского центра детской онкологии, гематоло-
гии и иммунологии» всем новорожденным 
было выполнено определение количества 
ТРЭК/КРЭК. На участие в исследовании 
было получено информированное согласие 
от родителей/законных представителей но-
ворожденных детей.

Статистический анализ данных

Статистическую обработку данных 
проводили с использованием программы 
«GraphPad Prizm 6.0». Нормальность рас-
пределения данных в выборке проверя-
ли при помощи критерия Шапиро-Уилка 
(Shapiro-Wilk’s W-test). На основании ва-
рьирования показателя и закономерности 
распределения использовали непараме-
трические методы представления данных в 
виде медианы и интерквантильного разма-
ха (2,5-97,5%). Достоверность статистиче-
ских различий определяли с помощью не-
параметрического критерия Манна-Уитни. 
Различия считали статистически значимы-
ми при p <0,05.

Результаты исследования 

Проведена оценка влияния перина-
тальных и интранатальных факторов на 
количество копий ТРЭК/КРЭК в перифе-
рической крови недоношенных новорож-
денных. Оценивались перинатальные и 
интранатальные факторы: анамнестиче-
ские (возраст матери 18-39/40 и более лет); 
акушерско-гинекологические (наличие/от-
сутствие репродуктивных потерь в анам-
незе); осложнения течения беременности 
(наличие/отсутствие угрозы прерывания 
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беременности); тип родоразрешения (есте-
ственное родоразрешение/ путем операции 
кесарева сечения); одноплодная/много-
плодная беременность.

Оценка влияния анамнестических 
факторов на количество копий ТРЭК/
КРЭК в периферической крови недоно-
шенных новорожденных

В течение последних трех десятилетий 
средний детородный возраст неуклонно 
увеличивался в развитых странах. Женщи-
ны в возрасте 40 лет и старше в настоящее 
время составляют значительную часть бе-
ременных [11]. У женщин, у которых бе-
ременность наступила в возрасте старше 
40 лет, повышается риск генетических ано-
малий в развитии эмбриона в несколько раз 
[12, 13]. Хотя связь между возрастом мате-
ри и осложнениями беременности хорошо 
известна, иммунологические механизмы 
влияния на плод изучены недостаточно. 
Нами была проведена оценка влияния воз-
раста матерей, беременность которых на-
ступила до 40, и женщин, беременных по-
сле 40 лет, на состояние функционального 
иммунитета недоношенных детей.

Возраст матерей обследованных детей 
колебался от 18 до 45 лет (Ме=32,0 года). 
Для оценки влияния возраста матери на ко-
личество ТРЭК/КРЭК недоношенных де-
тей дети были поделены на группы:

I группа (n=107) – новорожденные от 
матерей до 40 лет со сроком гестации 25,5-
37,0 недель (Ме=34,0 (32,5-35,0));

II группа (n=8) – новорожденные от 
матерей после 40 лет со сроком гестации 
27,5-37,0 недель (Ме=34,5 (31,5-36,0)).

При оценке анамнестических факторов 
было установлено, что у новорожденных от 
женщин в возрасте 18-39 лет количество ко-
пий ТРЭК и КРЭК составило: Ме=24 031,5 
и Ме=13 931. У новорожденных от матерей 
старше 40 лет ТРЭК – Ме=21 315, количе-
ство КРЭК составило Ме=10 448 копий на 
106 лейкоцитов периферической крови.

Достоверно значимо по количеству ко-
пий ТРЭК и КРЭК группы не различались 
между собой (рисунок 1).

Оценка влияния репродуктивных по-
терь в анамнезе матери на количество 
ТРЭК/КРЭК недоношенных детей

В настоящее время недостаточно опубли-
кованных исследований по оценке влияния ре-
продуктивных потерь на состояние иммуните-
та плода при последующей беременности.

При анализе акушерско-гинекологиче-
ского анамнеза у матерей обследованной 
группы детей установлено, что репродук-
тивные потери регистрировались в анам-
незе у 60/52,2%, репродуктивные потери 
не отмечались у 55/47,8% женщин.

Для исследования влияния репродук-
тивных потерь матери на количество ТРЭК 
и КРЭК недоношенных новорожденных 
дети были поделены на группы:

I группа (n=55) – новорожденные от 
матерей без репродуктивных потерь со 
сроком гестации 26-37 недель (Ме=35,4);

Рисунок 1 – Показатели диапазона 
полученных значений количества копий 

ТРЭК и КРЭК на 1 млн лейкоцитов 
у недоношенных новорожденных в 
зависимости от возраста матерей 

Клиническая медицина
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II группа (n=60) – новорожденные от 
матерей с репродуктивными потерями со 
сроком гестации 27-37 недель (Ме=35,7).

Было установлено, что у новорожден-
ных от женщин без репродуктивных по-
терь в анамнезе количество копий ТРЭК 
и КРЭК составило: Ме=21 084 и 15 873, 
соответственно. У новорожденных от 
матерей с репродуктивными потерями в 
анамнезе количество копий ТРЭК и КРЭК 
составило: Ме=28 349 и Ме=12 249,5, со-
ответственно (рисунок 2) без достоверно 
значимых различий по значениям ТРЭК и 
КРЭК между группами.

Оценка влияния угрозы прерыва-
ния беременности на количество копий 
ТРЭК/КРЭК в периферической крови не-
доношенных новорожденных

К угрозе прерывания беременности от-
носят множество факторов, таких как пси-
хоэмоциональные состояния, экологиче-
ские факторы, а также гинекологическую и 
экстрагенитальную патологию.

Для исследования того, как влияет 
угроза прерывания беременности на коли-
чество копий ТРЭК и КРЭК в перифери-
ческой крови недоношенных детей, были 
сформированы группы:

I группа (n=41) – новорожденные от 
матерей с физиологической беременно-
стью со сроком гестации 29-37 недель 
(Ме=35,5);

II группа (n=74) – новорожденные от 
матерей, беременность которых протекала 
с угрозой прерывания, со сроком гестации 
23-37 недель (Ме=35,1). 

У детей от матерей с физиологиче-
ским течением беременности количество 
копий ТРЭК составило: Me = 25 502, ко-
личество копий КРЭК – Me = 11 819 на 
106 лейкоцитов периферической крови, 
соответственно.

У детей от матерей с угрозой прерыва-
ния беременности количество копий ТРЭК 
составило: Me = 22 491, количество копий 
КРЭК – Me = 14 369,5 копий на 106 лей-
коцитов периферической крови, соответ-
ственно (рисунок 3).

Рисунок 2 – Показатели диапазона 
полученных значений количества 

копий ТРЭК и КРЭК на 1 млн 
лейкоцитов у недоношенных 

новорожденных в зависимости от 
репродуктивных потерь матерей 

Рисунок 3 – Показатели диапазона 
полученных значений количества копий 

ТРЭК и КРЭК на 1 млн лейкоцитов 
у недоношенных новорожденных 

в зависимости от осложнения 
течения беременности матерей
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Оценка влияния типа родоразреше-
ния на количество копий ТРЭК и КРЭК 
в периферической крови недоношенных 
новорожденных

Для исследования того, как влияет тип 
родоразрешения на количество копий ТРЭК 
и КРЭК в периферической крови недоно-
шенных детей, были сформированы группы:

I группа (n=21) – новорожденные, рожден-
ные через естественные родовые пути матери 
со сроком гестации 29-36 недель (Ме=35,6);

II группа (n=94) – новорожденные, рож-
денные путем операции кесарево сечение, 
со сроком гестации 23-37 недель (Ме=35,4). 

У детей, рожденных через естествен-
ные родовые пути, количество копий ТРЭК 
составило: Me = 29 556, количество копий 
КРЭК – Me = 13 254,5 на 106 лейкоцитов 
периферической крови, соответственно.

У детей, рожденных путем операции 
кесарево сечение, количество копий ТРЭК 
составило: Me = 23 392, количество копий 
КРЭК – Me = 13 328 копий на 106 лейкоци-
тов периферической крови, соответствен-
но (рисунок 4).

Оценка влияния одноплодной/много-
плодной беременности на количество 
копий ТРЭК/КРЭК в периферической 
крови недоношенных новорожденных

Для изучения того, как влияет одно-
плодная/многоплодная материнская бе-
ременность на количество ТРЭК и КРЭК, 
были сформированы 2 группы детей:

I группа (n=67) – новорожденные от 
матерей с одноплодной беременностью со 
сроком гестации 23-37 недель (Ме=35,0);

II группа (n=48) – новорожденные, 
рожденные от матерей с многоплодной 
беременностью, со сроком гестации 30-37 
недель (Ме=35,9). 

У детей, рожденных от одноплодной 
беременности матери, количество копий 
ТРЭК составило: Me = 21 198, количество 
копий КРЭК – Me = 13 931 на 106 лейкоци-
тов периферической крови, соответственно.

У детей, рожденных от многоплодной 
беременности матери, количество копий 

Рисунок 4 – Показатели диапазона 
полученных значений количества 

копий ТРЭК и КРЭК на 1 млн 
лейкоцитов у недоношенных 

новорожденных в зависимости от 
типа родоразрешения матерей

Рисунок 5 – Показатели диапазона 
полученных значений количества 

копий ТРЭК и КРЭК на 1 млн 
лейкоцитов у недоношенных 

новорожденных в зависимости от 
плодности беременности матерей

Клиническая медицина
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ТРЭК составило: Me = 27 436,7, количе-
ство копий КРЭК – Me = 12 759,5 копий 
на 106 лейкоцитов периферической крови, 
соответственно (рисунок 5).

Выводы

При оценке анамнестических факторов 
было установлено, что у новорожденных 
от женщин в возрасте 18-39 лет количество 
копий ТРЭК и КРЭК составило: Ме = 24 
031,5 и Ме = 13 931. У новорожденных от 
матерей старше 40 лет количество ТРЭК 
и КРЭК составило: Ме = 21 315 и Ме = 10 
448 копий без достоверных различий меж-
ду группами. 

У новорожденных от женщин без ре-
продуктивных потерь в анамнезе коли-
чество копий ТРЭК и КРЭК составило: 
Ме = 21 084 и 15 873, соответственно. У но-
ворожденных от матерей с репродуктивны-
ми потерями в анамнезе количество копий 
ТРЭК и КРЭК составило: Ме = 28 349 и 
Ме = 12 249,5 без достоверно значимых 
различий по значениям ТРЭК и КРЭК меж-
ду группами. 

У детей от матерей с физиологиче-
ским течением беременности количе-
ство копий ТРЭК и КРЭК составило: 
Me = 25 502 и Me = 11 819. У детей от 
матерей с угрозой прерывания беремен-
ности количество копий ТРЭК и КРЭК 
составило: Me = 22 491 и Me = 14 369,5 
копий соответственно без достоверно 
значимых различий между группами.

У детей, рожденных через естествен-
ные родовые пути количество копий 
ТРЭК и КРЭК составило: Me = 29 556, и 
Me =13 254,5, соответственно. У детей, 
рожденных путем операции кесарево сече-
ние, количество копий ТРЭК и КРЭК со-
ставило: Me = 23 392 и Me = 13 328 копий 
без достоверно значимых различий между 
группами детей. 

У детей, рожденных от одноплодной 
беременности матери, количество копий 
ТРЭК и КРЭК составило: Me = 21 198 
и Me = 13 931. У детей, рожденных от 
многоплодной беременности матери ко-
личество копий ТРЭК и КРЭК составило: 

Me = 27 436,7 и Me = 12 759,5, соответ-
ственно без достоверно значимых разли-
чий между группами.

Проведенные исследования демон-
стрируют, что возраст матери, наличие/от-
сутствие репродуктивных потерь, наличие/
отсутствие угрозы прерывания беремен-
ности, тип родоразрешения, одноплодная/
многоплодная беременность значимо не 
влияют на показатели ТРЭК и КРЭК у не-
доношенных детей. 

Все исследования были проведены в 
рамках НИР № госрегистрации 20191042, 
задание 02.01. «Разработать и внедрить 
метод отдельных нарушений, вовлекаю-
щих иммунный механизм у недоношенных 
новорожденных с использованием кольце-
вых молекул ДНК Т- и В-клеточного рецеп-
тора (TREC/KREC).
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E.A. Polyakova, S.A. Beresten, M. V. Stegantseva,  
I.E. Guryanova, D.V. Lutsckovich, M.V. Belevtsev

ASSESSMENT OF THE INFLUENCE OF PERINATAL 
AND INTRANATAL FACTORS ON THE NUMBER OF 

TREC/ KREC COPIES IN PREMATURE INFANTS

This study quantified T and B cell receptor DNA ring fragments (TREC and KREC) in the 
peripheral blood of 115 preterm infants with gestational ages of 23,4-37,0 weeks. It has been 
shown that perinatal and intaranatal factors, such as anamnestic, obstetric and gynecological, 
complications of the course of pregnancy, type of delivery, singleton and multiple pregnancies 
do not have a significant effect on the number of TREC/KREC copies in the peripheral blood 
of premature infants, therefore, do not have a significant effect on functional state of immunity 
during the neonatal period.

Key words: prematurity, TREC, KREC, intaranatal factors, perinatal factors, reproductive 
loss, type of delivery
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