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УДК 616-053.32-097:577.213.32]-07 Е.А. Полякова1, Д.В. Остроушко2, 
М.В. Стёганцева1, И.Е. Гурьянова1, 
Ю.В. Тимохова1, М.В. Белевцев1

ОЦЕНКА СОДЕРЖАНИЯ КОЛЬЦЕВЫХ МОЛЕКУЛ ДНК Т- И 
В-КЛЕТОЧНОГО РЕЦЕПТОРА (TREC/KREC) У НОВОРОЖДЕННЫХ 

РАЗЛИЧНОГО ГЕСТАЦИОННОГО ВОЗРАСТА
1ГУ «РНПЦ детской онкологии, гематологии и иммунологии», г. Минск, Беларусь; 

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

В данном исследовании были определены границы нормальных значений TREC и 
KREC в периферической крови 58 здоровых доношенных новорожденных. Количество 
копий TREC составило 3383 – 238848 копии (Q1-Q3), KREC: 2729 – 236953 копии на 1 
млн лейкоцитов (Q1-Q3). Исследовано влияние гестационного возраста 117 новорожден-
ных, родившихся преждевременно (22,5-37,8 недель), на количество данных маркеров. 
Показано, что количество как TREC, так и KREC возрастало с увеличением гестацион-
ного возраста. Выявлено, что вес как доношенных, так и недоношенных новорожденных 
различной гестационной зрелости не влияет на количество TREC и KREC. 

Ключевые слова: новорожденные, Т- и В-клеточный рецептор, TREC, KREC, ПЦР в 
реальном времени

Введение

Состояние иммунитета новорожденно-
го определяет выраженность адаптивных 
реакций. Иммунная система является од-
ним из важнейших механизмов адаптации 
организма, направленным на поддержание 
гомеостаза. Новорожденные, в особен-
ности недоношенные со сроком гестации 
менее 37 недель, подвержены высокому 
риску инфекционной патологии, которая 
является основной причиной смертности 
ввиду незрелости врожденного и адаптив-
ного звеньев иммунитета [1-4]. Данные 
проявления иммунодефицита описаны в 
литературе как «физиологические», одна-
ко, важным этапом является разграничение 
врожденного патологического процесса, 
выражаемого «сбоем» иммунной системы, 
от физиологического состояния иммуните-
та в периоде новорожденности [5-6].

Дифференцировать данные состо-
яния возможно путем количественного 
определения кольцевых молекул дезок-
сирибонуклеиновой кислоты (ДНК) Т- и 
В-клеточного рецептора TREC (от англ. 

T-cell receptor excision circles) и KREC (от 
англ. kappa-deleting recombination excision 
circles), как суррогатных маркеров ти-
мических мигрантов и/или наивных Т- и 
В-лимфоцитов.

TREC – кольцевые фрагменты ДНК, 
которые образуются в результате реаран-
жировки генов Т-клеточного рецепто-
ра во время процесса дифференцировки 
Т-лимфоцитов в тимусе. Важным усло-
вием для успешной перестройки альфа 
локуса является удаление дельта цепи 
Т-клеточного рецептора (ТКР). Делеция 
ТКР-дельта необходима в Т-клеточной 
дифференцировке и служит сигналом 
окончательного формирования αβТКР. 
Удаление ТКР-дельта, как правило, проис-
ходит посредством специфической реаран-
жировки между δRec и ΨJα, что приводит 
к образованию специфических δRec-ΨJα 
TREC, которые обнаружены более, чем в 
70% αβТ-лимфоцитов [7, c.610-611]. TREC 
не подвергаются дальнейшей репликации 
в делящихся клетках, таким образом пред-
ставляют собой стабильные кольцевые 
фрагменты ДНК, которые являются сурро-
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гатным маркером недавно образованных 
Т-лимфоцитов [7 c. 611]. В свою очередь, 
KREC являются продуктом рекомбинации 
генов В-клеточного иммуноглобулинового 
рецептора. В результате чего происходит 
удаление из генома клетки локуса Ig каппа 
(IGK) с образованием кольца, содержащего 
каппа-делецированный элемент – KREC [8, 
9]. KREC также является косвенным марке-
ром эффективности развития В-клеточного 
звена в онтогенезе иммунной системы.

Использование TREC и KREC нашло 
широкое применение при проведении пи-
лотных исследований по скринингу ново-
рожденных в Соединенных Штатах Аме-
рики (США), а также во многих европей-
ских государствах. За пределами США 
скрининг новорожденных на лимфопению 
и первичный иммунодефициит (ПИД) про-
водится в Израиле, Норвегии, Швейцарии, 
Швеции, Финляндии, Германии, Исландии, 
Испании (Каталония), Италии (Тоскана), 
Китае, Тайване. Так к примеру, в Израиле в 
2015-2017 годы было обследовано 290864 
новорожденных, благодаря чему было вы-
явлено 13 детей с тяжелым комбинирован-
ным иммунодефицитов (ТКИН), тогда как 
в Тайване за 7 лет (2010-2017) было обна-
ружено 7 случаев ТКИН из 920398 ново-
рожденных, подвергшихся скринингу, что 
отражает различный уровень заболеваемо-
сти ТКИН в разных странах [10-17].

Для того, чтобы определить наличие 
Т и/или В-клеточной лимфопении у ново-
рожденного и отнести его к группе риска 
по ПИД, необходимо знать нормативные 
показатели TREC и KREC. Отклонения 
от нормативных значений – повод прове-
сти более детальное иммунологическое и 
молекулярно-генетическое обследование 
новорожденного. Границы нормальных 
популяционных значений количества ко-
пий TREC и KREC были разработаны в 
США, Иране, Чехии, а также в Российской 
Федерации (РФ) [10, 16]. В литературе су-
ществует множество вариантов диагности-
ческих значений TREC и KREC. Так, ми-
нимальный пороговый уровень для TREC 
колеблется от ˂25 до ˂250 копий различ-

ными методами определения [17, 18]. Для 
KREC конкретный пороговый уровень не 
установлен. По данным иранских авторов, 
в результате проведенного исследования 
определения количества копий TREC и 
KREC в разных возрастных группах (от 
0 до 60 лет) количество копий TREC для 
новорожденных составило 246 копий/3 мм 
сухого пятна крови, для KREC это диапа-
зон составил 81 копию/3 мм сухого пятна 
крови [19]. По данным чешских исследо-
вателей нижняя граница нормы TREC и 
KREC для новорожденных составила 1400 
копий/1 мкл ДНК и 700 копий/1мкл ДНК 
соответственно [16]. Российские исследо-
ватели установили нормированные зна-
чения для новорожденных: TREC – 2690-
2840 копий и KREC – 2700-2900 копий на 
105 ядросодержащих клеток [20]. 

В связи с наличием различных мето-
дик детекции и подсчета количества ко-
пий TREC и KREC, а также ограничен-
ностью выборки, нами была поставлена 
задача установить диапазон физиологи-
ческих значений для доношенных здоро-
вых новорожденных и выявить, влияет 
ли гестационный возраст новорожденных 
детей на количество TREC и KREC. В на-
стоящем исследовании мы использовали 
количественный метод, стандартизиро-
ванный по количеству копий ТРЕК/KREC 
на количество клеток.

Цель: Определить границы физио-
логических значений TREC и KREC в 
периферической крови здоровых доно-
шенных новорожденных. Определить 
количество копий TREC и KREC у не-
доношенных новорожденных различной 
гестационной зрелости. Выявить воз-
можную корреляционную взаимосвязь 
между количеством TREC/KREC и весом 
при рождении у доношенных и недоно-
шенных новорожденных.

Материал и методы исследования

Пациенты

Были исследованы образцы перифе-
рической крови, взятой из пятки 58 здо-
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ровых доношенных новорожденных: 32 
мальчиков и 26 девочек сроком гестации 
от 38,5 до 41 недели, весом 2840-4290 г. 
Оценка по шкале Апгар не менее 8 на 1 
минуте жизни. На момент рождения и в 
раннем неонатальном периоде ни у кого 
из детей не было зафиксировано инфек-
ционных заболеваний. Для выявления 
влияния гестационного возраста на ко-
личество копий TREC и KREC в иссле-
дование были включены 117 недоношен-
ных новорожденных: 70 мальчиков и 47 
девочек сроком гестации 22,5-37,8 не-
дель, весом 710-3020 г. Оценка по шкале 
Апгар для группы недоношенных ново-
рожденных на первой минуте жизни со-
ставила 7,00±0,12 баллов, на пятой ми-
нуте – 8,00±0,0 балла. Количество копий 
TREC и KREC определялось методом 
полимеразной цепной реакцией (ПЦР) в 
реальном времени.

Периферическая кровь из пятки ново-
рожденных была набрана методом «сухой 
капли» на фильтровальной бумаге типа 
TFN (MUNKTELL, Швеция). Все ново-
рожденные проходили первичный осмотр 
на базе государственного учреждения 
«Республиканский научно-практического 
центр «Мать и дитя»» (ГУ «РНПЦ «Мать 
и дитя»»). На базе «Республиканского на-
учно-практического центра детской онко-
логии, гематологии и иммунологии» всем 
новорожденным было выполнено опре-
деление количества TREC и KREC. Все 
исследования были проведены в рамках 
научно-исследовательской темы (НИР № 
госрегистрации 20191042, задание 02.01. 
«Разработать и внедрить метод отдель-
ных нарушений, вовлекающих иммунный 
механизм у недоношенных новорожден-
ных с использованием кольцевых моле-
кул ДНК Т- и В-клеточного рецептора 
(TREC/KREC)» при согласовании с Эти-
ческим комитетом ГУ «РНПЦ «Мать и 
дитя»». На участие в исследовании было 
получено информированное согласие от 
родителей/законных представителей но-
ворожденных детей.

Пробоподготовка материала для ис-
следования

В качестве материала для исследова-
ния использовали геномную ДНК, выде-
ленную из «сухого пятна» крови. Из пятна 
крови на фильтровальной бумаге выбивали 
3 диска при помощи ручного дырокола и 
далее проводили выделение методом лизи-
са с дальнейшей фенол-хлороформной экс-
тракцией. Концентрацию выделенной ДНК 
измеряли на спектрофотометре DeNovix 
(США). Качество ДНК определяли по по-
казателям 260/280 и 230/260.

Определение количества копий TREC 
и KREC методом реакции ПЦР в «реаль-
ном времени»

Количество TREC и KREC определя-
ли методом ПЦР с детекцией результатов 
в «режиме реального времени» на ампли-
фикаторе CFX96 (Bio-Rad, США). В каче-
стве внутреннего контроля использовали 
ген альбумин (ALB). Для количественной 
оценки копий TREC и KREC и контроль-
ного гена ALB использовали серийные 
разведения линеаризированной плазмид-
ной ДНК, содержащих вставки TREC, 
KREC и альбумин, соответственно, с кон-
центрацией 102, 103, 104, 105 копий в 5 
мкл. Данные анализировали с помощью 
программного обеспечения Real-time 
RCR Data Anals (Bio-Rad, США). Количе-
ство копий TREC/KREC рассчитывалось 
по формуле: [1000000 × среднее TREC 
(KREC)/среднее ALB/2]. 

Статистический анализ данных

Статистическую обработку данных 
проводили с использованием программы 
«GraphPad Prizm 6.0». Выявление корре-
ляционной взаимосвязи между событиями 
осуществлялось методом рангового корре-
ляционного анализа по Спирмену. Корреля-
ционную зависимость считали статистиче-
ски значимой при rS от 0,73 до 0,96; р<0,05. 
Нормальность распределения данных в 
выборке проверяли при помощи критерия 
Шапиро-Уилка (Shapiro-Wilk’s W-test), На 
основании варьирования показателя и за-
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кономерности распределения использовали 
непараметрические методы представления 
данных в виде медианы и интерквантиль-
ного размаха (Q1-Q3). Значимость различий 
оценивали с помощью непараметрического 
критерия Манна-Уитни. Различия считали 
статистически значимыми при p <0,05.

Результаты исследования 

У 58 доношенных новорожден-
ных было выполнено определение ко-
личества копий эписомальной ДНК Т-и 
В-клеточного рецептора TREC и KREC. 
Полученные значения варьировали в диа-
пазоне для TREC от 2206 копий до 446 618 
копий (Ме = 40538,5), для KREC в диапа-
зоне от 2012 до 298 778 (Ме = 20010) копий 
на 1 млн клеток периферической крови, 
что показано на рисунке 1.

Далее был проведен расчёт диапазона 
нормальных значений. Данный диапазон 
охватывает 95% всех референтных значе-
ний полученных результатов. Количеcтво 
копий TREC составило от 3383 до 238848 
копии на 1 млн лейкоцитов (Q1-Q3). Коли-
чество KREC составило от 2729 до 236953 
копии на 1 млн лейкоцитов (Q1-Q3). В ис-
следованиях, опубликованных к настоя-
щему времени, количество TREC и KREC 
пересчитывают как на мкл крови, 3 мм вы-
битого дыроколом пятна крови, так и на 
количество лейкоцитов. Мы сравнили по-
лученные нами показатели с значениями 
TREC и KREC, полученных в исследовани-
ях Гордукова М.А. и др. Так, рассчитанные 
показатели в РФ на количество ядросодер-
жащих клеток, отличаются несколько боль-
шими значениями: (TREC CI 95%: 2690-
2840, KREC CI 95%: 2700-2900) копий на 
105 ядросодержащих клеток [20]. Однако 
в исследовании Гордукова М.А. и др. были 
проанализированы образцы крови 2739 но-
ворожденных. В нашем исследовании по 
причине небольшой выборки истинно ре-
ферентные значения не вычислялись.

С целью исследования влияния геста-
ционого возраста на количественные по-
казатели TREC и KREC было проведено 
исследование содержания этих маркеров 

в группах детей с различной гестацион-
ной зрелостью: 36-37 недель (детей 46, 
исследований 49), 32-35 недель (детей 58, 
исследований 65), 29-31 недели (детей 9, 
исследований 10), 28 недель и менее (де-
тей 4, исследований 5). Полученные значе-
ния TREC варьировали в диапазоне от 301 
копии до 324 520 копий на млн лейкоцитов 
(Ме = 23950,0). Значения KREC варьиро-
вали в диапазоне от 504 копий до 540 080 
копий на млн лейкоцитов (Ме=12339). Как 
и в результатах, полученных другими ис-
следователями (Дерябина и др., Kanegae 
М. et al., Vogel В. et al., Rechavi E. et al.), ко-
личество TREC нарастало с увеличением 
гестационного возраста новорожденных, 
что, вероятно, связано с пополнением пула 
T-клеток по мере «созревания» иммунной 
системы новорожденного [12 c. 5, 21-24]. 
Так медиана значений TREC составила 
1043 копии в группе недоношенных ново-
рожденных 28 недели и менее, 12423 (29-
31 недель), 22148 (32-35 недель), 34834 
(36-37 недель), оставаясь значимо ниже 
(p<0,01) у недоношенных новорожденных 
с 28 по 36 неделю гестации в сравнении 
с значениями TREC доношенных детей. 
Медиана KREC у детей 28 недели соста-
вила 12044 копии, 7759 (29-31 недель), 
13254 (32-35 недель), 13931 (36-37 недель), 
оставаясь достоверно ниже у недоношен-
ных детей с 28 недели и менее по 32 не-
делю (p<0,05) в сравнении с доношенными 

Рисунок 1 – Показатели диапазона 
полученных значений количества копий 

TREC и KREC на 1 млн лейкоцитов 
у доношенных новорожденных. 

Данные представлены в виде 
медианы, интерквантильного размаха, 

минимума-максимума значений
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детьми. Данная картина обусловлена тем, 
что во время онтогенеза плода перестрой-
ки генов иммуноглобулинов происходят 
раньше, чем перестройки генов ТКР, что 
согласуется с более ранним появлением 
В-лимфоцитов, чем Т-лимфоцитов в пери-
ферической крови плода (рисунок 2) [25].

Так же наблюдались значимые меж-
групповые различия между новорожден-
ными разного срока гестации: TREC у 
детей 28 недели были ниже в сравнении 
с группами новорожденных 32-35 не-
дель (p<0,02), 36-37 недель (p <0,005), 
в группе 29-31 недели значения были 
ниже по отношении к группе 32-35 не-
дель (p<0,04) и 36-37 недель (p<0,002). 
Межгрупповых различий по количеству 
KREC выявлено не было.

Методом корреляционного анализа по 
Спирмену не было выявлено влияния веса 
(рисунок 3) на TREC и KREC как в группе 

Данные представлены в виде медианы, минимума-
максимума значений и интерквантильного размаха. 

* – p <0,05, ** – p <0,01 по сравнению с группой 
доношенных новорожденных

Рисунок 2 – Количество копий TREC 
и KREC в группах недоношенных 

новорожденный различной 
гестационной зрелости 

А, Б – доношенные новорожденные, В, Г – недоно-
шенные новорожденные различной гестационной 

зрелости. 
Рисунок 3 – Влияние веса на 

количество TREC и KREC в группах 
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доношенных новорожденных, так и в груп-
пе детей с неполным сроком гестации.

Заключение

По результатам проведенного исследо-
вания установлен диапазон физиологиче-
ских значений TREC и KREC для здоровых 
доношенных новорожденных. Количеcтво 
копий TREC составило от 3383 до 238848 
копии на 1 млн лейкоцитов (Q1-Q3). Коли-
чество KREC составило от 2729 до 236953 
копии на 1 млн лейкоцитов (Q1-Q3). 

Основополагающим для исключения 
лимфопении и, как следствие, первичного 
иммунодефицита является минимальное 
значение каждого показателя, так как оно 
является определяющим для диагностики.

Определенный в данном исследовании 
диапазон значений TREC и KREC у здо-
ровых детей может использоваться в каче-
стве диагностических границ при лабора-
торном исследовании на наличие дефекта 
Т- и В-клеточного звеньев иммунитета.

Установлено, что количество копий 
TREC и KREC нарастало с увеличением 
гестационного возраста. 

У недоношенных новорожденных с 
28 недели и менее по 36 неделю гестации 
медиана значений TREC достоверно ниже 
(p<0,01) в сравнении со значениями TREC 
доношенных детей. С 36 недели уровень 
содержания TREC статистически не отли-
чается от доношенных детей. 

 У недоношенных детей с 28 недели 
и менее по 32 неделю гестации значения 
KREC характеризуются достоверно низ-
кими показателями (p <0,05) в сравнении с 
доношенными детьми.

Не было выявлено влияние веса как до-
ношенных, так и недоношенных новорож-
денных различной гестационной зрелости 
на величину значений TREC и KREC. 
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EVALUATION OF THE CONTENT OF CIRCULAR DNA 
MOLECULES T- AND B-RECEPTOR (TREC / KREC) IN 

NEWBORNS OF DIFFERENT GESTATIONAL AGES

In this study, the normal range for TREC and KREC in the peripheral blood of 58 healthy 
full-term infants was determined. The number of TREC copies was 3383-238848 copies 
(Q1- Q3), KREC 2729-236953 copies per 1 million leukocytes (Q1-Q3). The influence of the 
gestational age of 117 newborns born prematurely (22,5-37,8 weeks) on the number of these 
markers was studied. It was shown that the amount of both TREC and KREC increased with 
increasing gestational age. It was revealed that the weight of both full-term and premature new-
borns of different gestational maturity does not affect the number of TREC and KREC

Key words: newborn, Т- and В-cell receptor, TREC, KREC, real-time PCR
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