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ПЕРСПЕКТИВЫ ИСПОЛЬЗОВАНИЯ КОЛЬЦЕВЫХ МОЛЕКУЛ ДНК (TREC)  
ДЛЯ ОЦЕНКИ Т-КЛЕТОЧНОГО ЗВЕНА ИММУНИТЕТА ПАЦИЕНТОВ

С ПЕРВИЧНЫМ ИММУНОДЕФИЦИТОМ
М.В. Стёганцева, И.Е. Гурьянова, И.С. Сакович, А.М. Кустанович, С.О. Шарапова 

Республиканский научно-практический центр детской онкологии, гематологии и иммунологии

Первичные иммунодефициты (ПИД) — группа заболеваний, в основе которых лежат врожденные 
генетически детерминированные нарушения функций иммунной системы. В настоящее время описано уже 
более 140 генетических дефектов, определяющих развитие различных форм ПИД. Распространенность ПИД по 
данным Европейского Общества по Первичным Иммунодефицитам (ESID), составляет один случай на 25000–
100000 населения [1]. Диагностика ПИД на сегодняшний день затруднена в связи с высокой гетерогенностью 
симптомов и молекулярно-генетических характеристик. В то время как множество генетических дефектов 
идентифицировано, постановка молекулярного диагноза для многих пациентов затруднена [2]. Различные 
варианты генетических нарушений в генах, ответственных за развитие заболевания, могут привести к 
разнообразным клиническим проявлениям [3]. В связи с этим необходим новый дополнительный метод для 
ранней идентификации заболевания и собственно диагностики с возможностью оценки вероятных осложнений. 

Один из новых разработанных методов включает подсчет кольцевых молекул ДНК, которые образу-
ются на ранних стадиях созревания лимфоцитов в процессе реаранжировки уникального Т- и В-клеточного 
рецептора. Процесс перестройки генов рецептора осуществляется за счет двухцепочечных разрывов ДНК, 
вносимых RAG1 и RAG2 на границе двух генных сегментов, окруженных сигнальной последовательностью 
рекомбинации. Образующиеся последовательности генных сегментов лигируются с образованием кодирую-
щего и сигнального соединений, последнее из которых замыкается в кольцо. Это стабильные продукты, кото-
рые не реплицируются в клетке, не дуплицируются в процессе митоза и соответственно разводятся в процессе 
клеточного деления, в то время как специфический рецептор наследуется дочерними клетками [4].

Материал и методы. Объектом исследования послужили образцы ДНК костного мозга и перифери-
ческой крови 41 пациента с диагнозом «первичный иммунодефицит». Информация о пациентах представле-
на в таблице. 

Таблица 

Иммунофенотипическая и молекулярно-генетическая характеристика пациентов
с врожденным иммунодефицитом

Диагноз Количество 
пациентов

Медиана возраста, 
годы Иммунофенотип Молекулярный диагноз*

Атипичный T (low) 
B+ ТКИН 5 1,175 Т+B+NK+, Т-B+NK+ IL7-R

Атипичный T (low) 
B- ТКИН 5 3,05 Т+B-NK+ RAG1

Классический Т- 
ТКИН 4 0,175 T-B-NK-, T-B+NK+ Jak3, CD132, g-IL-2, IL7-R

Оменн синдром (Т+) 
ТКИН 2 0,1 Т+B+NK+ RAG1, IL7-Ra

Синдром Ди-
Джорджи 1 НВ** НВ НВ

NBS 15 6,5 НВ NBS1
НВ 9 НВ НВ НВ

Примечание — *Указаны гены, в которых найдены патогенетические мутации/полиморфизмы. Каждый из пациен-
тов имеет дефекты только в одном гене; **не выявлено.

Клетки для проточной цитофлюориметрии выделяли на градиенте плотности Hystopaque и помеща-
ли в пробирки с фосфатно-солевым буфером для последующего окрашивания. Клетки для молекулярно-
генетического анализа выделяли методом осмотического лизиса эритроцитов. ДНК выделяли методом фенол-
хлороформной экстракции.

Проточная цитофлюориметрия. Периферические мононуклеары окрашивали для подсчета целевых 
клеточных популяций: CD3+CD4+ (Т-хэлперы) и CD4+CD45RA+CD31+ (тимические мигранты). Окрашивание 
было произведено с использованием CD4+ — коньюгированный PC-5, CD45RA+ — коньюгированный флюо-
ресцеин (FITC), CD31+ — коньюгированный фикоэритрин (PE) (Beckman coulter). Также в рамках первичной 
диагностики было произведено иммунофенотипирование пациентов в рамках расширенной панели клеток.
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Сортировка клеток. CD3+CD4+ и CD4+CD45RA+CD31+ популяции клеток окрашивались соответ-
ствующими антителами, как описано выше, и разделялись на отдельные фракции. Данные популяции клеток в 
последующем использовали для количественного определения копий TREC с помощью ПЦР в реальном вре-
мени (ПЦР-РВ). 

Молекулярно-генетическая диагностика. Для дифференциального диагноза все пациенты были прове-
рены на наличие мутаций в целевых генах, задействованных при определенных типах иммунодефицитов. Об-
щая панель маркеров  включает следующие гены: RAG-1, RAG-2, Jak3, CD40L, Was, ELA-2, ATM, FoxP3, C1N1, 
CYBB, FAS, IL7R, IL2RG, SH2D1A, BTK, ADA, AIRE, XIAP, GATA-2, CoroninA, TACi, ICOS, ITK, Lig4, NBS1. На-
личие мутаций/полиморфизмов определяли методом прямого секвенирования (Applied Biosystems).

Приготовление стандартов. Фрагмент ДНК TREC был амплифицирован в ПЦР реакции, продукт очи-
щен набором Qiaquick PCR Purification Kit (Qiagen). Полученный фрагмент лигировали с плазмидой pTZ57R 
(Fermentas) в соотношении 3:1. Полученную конструкцию трансформировали в компетентные клетки E.coli. 
Концентрация выделенной плазмидной ДНК со встроенным целевым фрагментом TREC определяли методом 
гельэлектрофореза и создавали плазмидные стандарты в концентрации 101–106.

Количественное определение TREC. Количество копий TREC определялось с использованием ПЦР-РВ 
в двух вариантах. Абсолютное количество копий устанавливали с использованием плазмидных стандартов. 
Относительное количество определяли методом 2-∆∆Ct. Для нормализации экспрессии использовали ген аль-
бумин. В качестве калибратора использовали среднее арифметическое 3 здоровых доноров соответствующей 
возрастной группы.

Результаты и их обсуждение. Для отработки методики определения TREC и установления целесоо-
бразности использования данного метода, количество кольцевых молекул ДНК здоровых доноров было опре-
делено с использованием ПЦР-РВ в следующих популяциях Т-лимфоцитов: CD4+CD45RA+CD31+ (тими-
ческие мигранты), CD4+CD45RA+CD31- (наивные Т-лимфоциты) и CD3+CD4+. Результаты показали, что 
количество копий TREC в тимических мигрантах и наивных Т-лимфоцитах, находится в пределах установлен-
ной нормы [5]. В CD4+ Т-лимфоцитах, которые находятся на более поздних стадиях созревания, TREC детек-
тируются в следовых количествах. Соответственно, подобный анализ позволяет оценить функционирование 
Т-клеточного звена иммунитета посредством подсчета ранних форм Т-лимфоцитов, покидающих тимус.

В исследование были включены 41 пациент с различными иммунодефицитными состояниями. Медиана 
возраста составляет 5 мес. (от 24 дней до 14 лет); 39 из них прошли процедуру иммунофенотипирования, т. к. 
5 пациентам диагноз был поставлен посмертно; 18 пациентам дополнительно было определено абсолютное 
и относительное количество тимических мигрантов. Количество TREC было определено у 36 пациентов и их 
содержание было значительно ниже по сравнению с группой контроля здоровых доноров (р=0,01) (рисунок). 
Сравнение количества тимических мигрантов и TREC выявило высокую прямую корреляцию (R=0,89; p<0,05). 

Рисунок — Относительное количество кольцевых молекул ДНК TREC: 1 — группа здоровых доноров; 
2 — пациенты с иммунодефицитом

Данная методика может быть использована в случае, когда невозможно получить цельную кровь для 
иммунофенотипирования. 5 пациентов, которые диагностированы посмертно, были проанализированы на на-
личие �������������������������������������������������������������������������������������������������TREC��������������������������������������������������������������������������������������������� и все они имели дефект Т-клеточного звена иммунитета, что в дальнейшем было подтверждено пу-
тем выявления у этих пациентов  специфических мутаций в генах, участвующих в патогенезе иммунодефицитов. 

Заключение. Методика количественного определения копий TREC успешно применяется для оценки 
функционирования Т-клеточного звена иммунитета. Наличие высокой корреляции количества копий TREС и 
тимических мигрантов позволяет судить об эффективности тимического выхода.



275

APPLICATION PROSPECTS OF CIRCULAR DNA MOLECULES (TREC) TO EVALUATE T-CELL 
IMMUNITY IN PATIENTS WITH PRIMARY IMMUNODEFICIENCY

M.V. Stsiohantsava, A.E. Hurianova, I.S. Sakovich, A.M. Kustanovich, S.O. Sharapova 

This article deals with the quantification assay of TREC copy number by RQ-PCR to assess the functioning of 
T-cell immunity. TRECs are T-cell receptor excision circles which are formed during T-cell receptor gene rearrangement 
process. They determine early forms of T-cells. We found that only recent thymic emigrants (CD4+CD45RA+CD31+) 
and naïve T-cells (CD4+CD45+CD31-) contain TREC. We analysed 44 patients with different primary immune 
disorders (PID). It was found out that patients with PID have dramatically decreased level of TRECs (p=0.01). Also 
there was high correlation between TREC and RTE number (R=0.89; p<0.05). Estimation of TRECs is cheap, simple 
and fast method for identification of thymic output. It can be used in the cases when immunophenotyping is impossible 
and for neonatal screening of innate immune system defects. 

Литература
1. ESID Online Database for Primary Immunodeficiency Diseases User Manual. Version 3. — 2011. — P. 1–25.
2. PID comes full circle: applications of V(D)J recombination excision circles in research, diagnostics and newborn 

screening of primary immunodeficiency disorders / M.C. Zelm [et al.] // Front. Immunol. — 2011. — Vol. 2. — P. 1–9.
3. Artemis spliced efects cause atypical SCID and can be restored in vitro by an antisense oligonucleotide / I.J. Speert  [et 

al.] // GenesImmun. — 2011. — Vol. 16. — P. 1036–1044.
4. Replication history of B lymphocytes reveals homeostatic proliferation and extensive antigen induced B-cell expansion / 

M.C. Zelm [et al.] // J. Exp. Med. — 2007. — Vol. 204. — P. 645–655.
5. Test Definition: TREC T-Cell Receptor Excision Circles (TREC). Analysis for Immune Reconstitution / Mayo Clinic.

СТИРАНИЕ ЭМАЛИ В ЩЕЛОЧНОЙ СРЕДЕ В УСЛОВИЯХ ЖЕВАТЕЛЬНОЙ НАГРУЗКИ
О.А. Тарасенко

Белорусский государственный медицинский университет 

В этиологии и патогенезе некариозных заболеваний, развивающихся после прорезывания, многое 
остается неясным. Ряд авторов отмечают роль заболеваний эндокринной, центральной нервной систем и 
желудочно-кишечного тракта [1]. In vitro смоделировано возникновение клиновидного дефекта после 5 дней 
выдержки премоляра в 10%-м растворе серной кислоты при воздействии осевой нагрузки. Макро- и микро-
скопический вид полученного дефекта соответствовал клиновидному дефекту in vivo [4]. Активно изучается 
влияние кислот на твердые ткани зуба, исследуется комбинированное воздействие зубной щеткой или окклю-
зионной нагрузкой [2, 3]. Однако мало известно о воздействии растворов с высоким рН на износ твердых тка-
ней зубов.

Цель работы — оценка влияния щелочной среды на стирание эмали зубов.
Материал  и методы. Было изготовлено 28 образцов эмали, которые разделили на 6 групп: 1 — стира-

ние в щелочной среде (5), 2 — стирание в нейтральной среде (5), 3 — стирание в кислой среде (5), 4 — погру-
жение в нейтральную среду (3), 5 — погружение в щелочную среду (5), 6 — погружение в кислую среду(5). 
Стирание проводили с использованием устройства «УИС-01». Глубину бороздок оценивали профилографи-
чески как среднее арифметическое трех трасс. Для описания результатов использовались непараметрические 
методы статистической обработки — медиана, 25-й и 75-й процентили, критерий Манна–Уитни.

Результаты и их обсуждение. Стирание эмали в щелочной среде составило 632,5 (434,2–645,8) мкм, 
в нейтральной среде — 13,5 (10,7–14,7) мкм, стирание эмали в кислой среде — 39,3 (26,0–51,0) мкм. У об-
разцов, погруженных в раствор гипохлорита натрия, глубина износа составила 0,4 (0,4–0,4) мкм, в дистилли-
рованную воду — 0 (0–0) мкм, у погруженных в раствор лимонной кислоты — 2,4 (2,4–2,4) мкм. Износ эма-
ли в щелочной среде статистически значимо отличался от износа эмали в нейтральной и кислой среде U=0,0 
(р=0,01). Растворение эмали в щелочной среде не имело статистически значимых различий с растворением 
эмали в нейтральной среде (р>0,05), но имело статистически значимые различия с растворением эмали в кис-
лой среде — U=0,0 (р=0,01). В щелочной среде наблюдалось незначительное растворение поверхности образ-
цов. Вполне закономерно отсутствие растворения эмали у образцов, погруженных в дистиллированную воду. 
Растворение образцов эмали, погруженных в раствор лимонной кислоты, согласуется с данными литературы 
[2]. Значительное стирание в щелочной среде может быть вызвано сочетанным воздействием гипохлорита на 
органическую матрицу эмали и воздействием нагрузки во время испытания, причем глубина бороздки значи-
тельно отличалась от таковой при сочетанном воздействием кислоты и нагрузки

Рекомендации по использованию результатов работы. Результаты работы могут быть использованы в 
учебном процессе кафедр стоматологического профиля (терапевтического и ортопедического). 


