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П
ервичные иммунодефициты (ПИД) – ​
врожденные нарушения иммунной 
системы, обусловленные генетическими 
дефектами, которые приводят к тяже-
лым хроническим и часто опасным для 
жизни инфекционным и/или аутоим-

мунным процессам при несвоевременной диагностике 
и лечении. По последним данным международного 
союза иммунологических обществ (IUIS), насчиты-
вается 354 наименования различных ПИД, которые 
определяются 344 генными дефектами с весьма разно-
образным спектром фенотипических проявлений [1].

В основу классификации ПИД положено пора-
жение того или иного звена иммунной системы. Бо-
лее половины случаев связано с недостаточностью 
продукции антител, на долю ПИД с четко опреде-
ленным синдромом приходится 12,9%, на аутовос-
палительные заболевания – ​7,1%, на комбинирован-
ные иммунодефициты, дефекты системы фагоцито-
за и компонентов комплемента – ​по 5%, на болезни 
иммунной дисрегуляции – ​2,9% [2].

Растущее с каждым годом количество пациентов 
с первичным иммунодефицитом свидетельствует 
о совершенствовании диагностики, активном вне-
дрении в клиническую практику инновационных 
методик, а не о повышении заболеваемости. Так, ин-
новационная технология секвенирования следую-
щего поколения (NGS) дала возможность исследо-
вать одновременно до 365 генов или целый экзом. 
Уменьшение времени и стоимости по сравнению 
со стандартным генетическим тестированием по-
зволяет начинать лечение раньше.

Однако даже после множества вариантов генети-
ческих и клинических исследований большинство 
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случаев ПИД остается без диагноза. Согласно гло-
бальному отчету о первичных иммунодефицитах 
2018 г., диагностировано более 94 тыс. новых случа-
ев заболевания: 7,38% – ​у пациентов в возрасте до 1 
года, 17,4% – ​от 1 до 4 лет, 38,4,% – ​от 5 до 19 лет (что 
говорит о проблеме ранней диагностики заболева-
ния); около 40% детей погибает до постановки диа-
гноза и начала терапии [1].

Наиболее сложный вариант ПИД – ​тяжелый ком-
бинированный иммунодефицит (ТКИН), включаю-
щий около 14 независимых генетических состояний, 
каждое из которых приводит к серьезным дефектам 
клеточного и гуморального иммунитета. При этом 
наблюдается лимфопения с резким снижением от-
носительного и абсолютного количества Т‑лимфоци-
тов; уровень В‑лимфоцитов может быть в норме или 
превышать ее, но их функция значительно наруше-
на, что требует дополнительного тестирования [3, 4].

Наряду с иммунофенотипированием в последнее 
десятилетие проводится скрининг новорожденных 
на ПИД с применением универсального маркера Т- 
и В‑клеточных иммунодефицитов – ​TREC и KREC 
(T‑cell receptor recombination excision circles, kappa-
deleting recombination excision circle). Это так назы-
ваемые эксцизионные кольца, образующиеся в ре-
зультате реаранжировки генов Т- и В‑клеточного 
рецептора, где часть генетического материала вы-
резается и остается в геноме, а часть замыкается 
в виде кольца и служит маркером соответствующих 
лимфоцитов [5–7]. TREC и KREC представляют со-
бой нехромосомные участки ДНК, которые не ре-
плицируются в процессе митоза, в результате чего 
TREC остается только в одной из дочерних клеток. 
Кольцевые структуры TREC и KREC характерны 
для наивных Т- и В-клеток периферической крови.

В 1998 г. Douek и соавт. впервые продемонстри-
ровали, что TREC специфичен для наивных Т‑кле-
ток и описали их снижение – ​у здоровых людей 
возрастное и при ВИЧ‑инфекции. В 2005 г. К. Чан 
и Дж. Пак (США) предложили использовать TREC 
в качестве скринингового теста на ТКИН. Первое 
пилотное исследование началось в 2008 г. в Шта-
те Висконсин. Программа скрининга новорожден-
ных на ПИД на основе TREC/KREC внедрена уже 
в 50 штатах США, благодаря чему ежегодно око-
ло 12 тыс. детей получают своевременное адекват-
ное лечение [8, 9]. Данный метод позволяет оценить 
эффективность генерации лимфоцитов и пополне-
ние пула периферических клеток со сформирован-
ным рецептором, распознающим антиген. Показана 

целесообразность определения TREC для анализа 
поражений клеточного и гуморального звена имму-
нитета при ПИД [10–13]. Главные критерии, предъ-
являемые к скрининговому тесту: простота поста-
новки, скорость получения результата, высокая про-
изводительность и дешевизна.

Цель настоящего исследования – ​оценить ди-
агностическую значимость кольцевых структур 
TREC и KREC у пациентов с различными вариан-
тами первичных иммунодефицитов.

Объектом исследования послужили 75 образцов 
ДНК периферической крови 51 мальчика и 24 дево-
чек (медиана возраста – ​4,16 года) с установленным 
диагнозом «первичный иммунодефицит», которые 
проходили обследование в Республиканском науч-
но-практическом центре детской онкологии и ге-
матологии. У 7 пациентов диагностирован ТКИН, 
у 13 – ​атаксия–телеангиоэктазия, у 14 – ​синдром 
Ниймеген, у 14 – ​агаммаглобулинемия (АГЕ), у 8 – ​
хроническая гранулематозная болезнь (ХГБ), у 9 – ​
синдром Вискотта – ​Олдрича, у 10 – ​болезни им-
мунной дисрегуляции.

Для установления границы нормальных значений 
TREC и KREC были привлечены 53 донора перифе-
рической крови в возрасте от 1 дня до 15 лет (меди-
ана 9 лет). За норму принималось содержание TREC 
более 1000 копий и KREC более 500 копий на 1 млн 
мононуклеаров периферической крови [14].

На участие в исследовании от всех пациентов 
или их представителей было получено информи-
рованное согласие.

Субпопуляционный состав лимфоцитов опре-
деляли при помощи цитофлуориметра Navious 
(Великобритания) в соответствии со стандарт-
ной диагностической панелью: CD3+, CD3+HLA-
DR+, CD4+CD8-, CD4-CD8+, CD19+, CD16+CD56+, 
CD3+CD16+CD56+, CD3+CD4+RA+, CD3+CD8+RA+. 
Дополнительно оценивали количество ранних ти-
мических мигрантов (RTE) СD4+RA+CD31+. Ис-
пользовали моноклональные антитела Xbio (Чехия).

Количество копий TREC и KREC определя-
ли методом полимеразно-цепной реакции (ПЦР) 
в режиме реального времени на амплификато-
ре CFX96 (США). Матрицей служила геномная 
ДНК пациентов, внутренним контролем – ​ген аль-
бумин (ALB). Для количественной оценки ми-
шеней брали серийные разведения линеаризи-
рованной плазмидной ДНК со вставками TREC, 
KREC, альбумин соответственно с концентрацией 
101, 102, 103, 105 копий в 5 мкл. Число копий TREC 
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МЕДИЦИНА

и KREC на 1 млн клеток рассчитывалось по формуле:  
1000000 × среднее TREC (KREC) / среднее ALB/2.

Реакционная смесь состояла из 12,5 мкл Taq Man 
Master Mix (США), 6,25 мкл воды и стока праймеров 
с концентрацией 6 пмоль для прямого и обратного 
праймеров и 4 пмоль для флуорисцентной пробы. 
Постановка осуществлялась в дублях. Данные ана-
лизировались с привлечением программного обе-
спечения Real_time RCR Data Analysis.

Статистическую обработку проводили с помо-
щью пакета Statistica 8.0. Для сравнения экспери-
ментальных групп применяли критерий Манна – ​
Уитни. Статистически значимыми считали разли-
чия при р<0,05. Полученные данные представлены 
на рисунке.

Включенные в исследование пациенты с ТКИН 
характеризовались разными фенотипами и име-
ли мутации в генах IL‑2RG, FOXN1, RAG1. Дефект 
в них блокирует развитие T‑лимфоцитов, что со-
провождается Т‑клеточной лимфопенией. Медиа-
на значений TREC составила 0, KREC – ​25 копий 
на 1 млн клеток периферической крови. У пациен-
тов наблюдался глубокий дефицит Т- и В‑клеток. 
Только у одного человека с иммунофенотипом T+B-
NK- количество CD3+ превышало норму (92,3%), од-
нако это не говорит об их функциональной актив-
ности, что подтверждается низким содержанием 
копий TREC. Количество ранних тимических ми-
грантов CD4+CD45RA+CD31 также было низкое 
(медиана – ​5,9%). При сравнении количества тими-
ческих мигрантов и копий TREC установлена вы-
сокая прямая корреляция (R=0,92, p<0,05). Обнару-
жена общая тенденция к крайне малым значениям 

TREC у пациентов с ТКИН. Содержание копий TREC 
и KREC было достоверно меньше нормативных зна-
чений, определенных в контрольной группе здоро-
вых доноров (p< 0,01).

У пациентов с агаммаглобулинемией Брутона, 
вызванной мутацией в гене BTK, количество копий 
TREC было в норме (за исключением 4 исследуемых, 
у которых оно было меньше 1000). Поскольку этот 
дефект обусловлен дефицитом гуморального зве-
на иммунитета вследствие блока дифференциров-
ки В‑лимфоцитов, у пациентов данной группы бы-
ло менее 500 копий KREC (Ме 24,5). Медиана про-
центного содержания B‑лимфоцитов составила 0, 
абсолютного – ​0,1×109/л. Различия уровней TREC 
и KREC по сравнению со здоровыми донорами ста-
тистически достоверные (см. рисунок).

В группе пациентов с синдромом Луи – ​Бар (де-
фект в гене ATM) и синдромом Ниймеген (дефект 
в гене NBN) количество копий TREC и KREC бы-
ло достоверно ниже по сравнению с контрольной 
группой.

Мутации в генах ATM и NBN приводят к дву-
нитевым разрывам ДНК в процессе рекомбина-
ции генов иммуноглобулинов и Т‑клеточного ре-
цептора. Вследствие этого наблюдается снижение 
функциональной активности Т‑клеток и наруше-
ние антителообразования.

Среди наблюдаемых с дефектами репарации ДНК 
у 8 пациентов с синдромом Луи – ​Бар отмечалась 
Т‑клеточная лимфопения. Медиана значений TREC 
на 1 млн клеток периферической крови составила 299 
копий, KREC – ​209. Медиана по относительному и аб-
солютному содержанию CD3+ лимфоцитов – ​45,25% 

Рисунок. Медиана количества копий TREC (А) и KREC (Б) у доноров и пациентов с разными формами ПИД; * – p<0,05, ** p< 0,01

АГЕ – агаммаглобулинемия, ТКИН – тяжелый комбинированный иммунодефицит, НС – синдром Ниймеген, АТ – атаксия – телеангиоэктазиия,  
ИДС – болезни иммунной дисрегуляции, ВОС – синдром Вискотта – Олдрича, ХГБ – хроническая гранулематозная болезнь
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и 0,81×109/л, соответственно. В‑клеточная лимфопе-
ния выявлена у 5 пациентов (Ме 4,6). Аналогичные 
результаты (снижение TREC и KREC) описаны в ра-
ботах Kraus M. et al. и Kwan A. et al. [15].

При диагнозе «синдром Ниймеген» было низ-
кое либо не детектируемое содержание копий как 
по мишени TREC, так и KREC (Ме 0 и 7 копий со-
ответственно). Т‑клеточная лимфопения наблюда-
лась лишь у 2 чел.: CD3+ (Мe 45,8%). Однако коли-
чество TREC и KREC было низким более чем в 70% 
случаев. Наивные CD4+ T‑лимфоциты меньше нор-
мы (Ме 4,4). Похожие результаты получены и други-
ми авторами: в проспективном исследовании груп-
пы пациентов с синдромом Ниймеген TREC были 
снижены у 63% пациентов, KREC – ​у 69% [16].

У 2 пациентов с синдромом Вискотта – ​Олдрича 
установлена выраженная лимфопения, медиана от-
носительного количества Т‑лимфоцитов CD3+ со-
ставила 43,5%. У 2 чел. с X‑сцепленной тромбоци-
топенией также наблюдается относительное умень-
шение содержания CD3+ Т‑лимфоцитов (Ме 45%). 
У 1 чел. было 52 копии TREC и еще у одного – ​37 ко-
пий KREC на 1 млн клеток периферической крови, 
В‑лимфоциты в норме. Достоверных различий нет. 
В литературе описано снижение TREC, однако ре-
зультаты неоднозначные [17].

При хронической гранулематозной болезни 
субпопуляционный состав Т‑лимфоцитов в преде-
лах нормы, у 4 пациентов повышено относитель-
ное содержание СD19+ (Me 32,1%). Медиана TREC – ​
23465 копий, KREC – ​18012 копий на 1 млн клеток.

У обследуемых с болезнями иммунной дисрегу-
ляции с мутациями в генах AIRE, FAS показатели 
T- и В‑лимфоцитов и TREC и KREC были в норме. 
Только у 1 пациента количество TREC (695 копий; 
p=0,005) и у 3 – ​KREC было снижено (Ме 344,0; 
p=0,0012). В работах, выполненных израильски-
ми учеными, TREC и KREC при болезнях иммун-
ной дисрегуляции были в диапазоне нормы, одна-
ко со временем снижались, что авторы связывали 
с клиническим иммунодефицитом [18].

Таким образом, нами установлено, что количе-
ство молекул TREC и KREC может служить крите-
рием для предварительной дифференциальной ди-
агностики первичного иммунодефицита, сопрово-
ждающегося нарушением неогенеза лимфоцитов. 
Так, для ТКИН, синдрома Ниймеген, атаксии – ​те-
леангиоэктазии характерен одновременный дефи-
цит TREC и KREC, что подтверждается результа-
тами иммунофенотипирования и характеризует 

фенотипическое проявление данных заболеваний. 
Снижение или отсутствие KREC характерно для 
агаммаглобулинемии. Различия по анализируемым 
маркерам при иммунной дисрегуляции статисти-
чески значимые. Вероятно, это связано с генераци-
ей аутореактивных Т‑клеток, которые избегают се-
лекции в тимусе. Описанная методика может быть 
рекомендована как надежный, простой и легко вос-
производимый скрининговый тест для обнаруже-
ния Т- и В‑клеточной лимфопении.

�� Summary. The reduction of functional T- and B-lymphocytes serves as a 
diagnostic criterion for primary immunodeficiencies. The TREC and KREC circle 
structures have recently been used to detect T- or B-lymphopenia in newborns 
based on region-specific excision levels. Our studies show that the number of 
TREC and KREC is reduced or not detected in patients with severe combined im­
munodeficiency, Nijmegen syndrome and ataxia – telangiectasia, which is com­
parable with the results of immunophenotyping in these groups of patients. Low 
KREC values were found in patients with agammaglobulinemia, and in the group 
with chronic granulomatous disease, no decrease in the number of ring molecules 
was found. Statistically significant differences in the level of TREC and KREC were 
found in the group of patients with immune dysregulation diseases, which are 
associated with impaired immunity – the lymphocyte-receptor repertoire.

�� Keywords: primary immunodeficiency, TREC/KREC excision circles, 
immune dysregulation, Nijmegen syndrome, lymphopenia, agammaglo­
bulimemia.
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