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ДИАГНОСТИЧЕСКАЯ ЗНАЧИМОСТЬ ОПРЕДЕЛЕНИЯ ПРОДУКТОВ 
РЕАРАНЖИРОВОК Т- И В-КЛЕТОЧНЫХ РЕЦЕПТОРОВ TREC И KREC  

У ПАЦИЕНТОВ С ВРОЖДЕННЫМИ ОШИБКАМИ ИММУНИТЕТА

Аннотация. Врожденные ошибки иммунитета, такие как первичные иммунодефициты у детей, представляют 
значимую проблему для здравоохранения, поэтому исключительно важным является совершенствование лаборатор-
ной диагностики данной патологии путем создания новых, эффективных методов раннего выявления нарушений, 
вовлекающих иммунные механизмы. 

Цель данного исследования –  оценка диагностической  значимости определения  количества  копий кольцевых 
фрагментов ДНК Т- и В-клеточных рецепторов (TREC и KREC) посредством мультиплексной ПЦР в режиме реаль-
ного времени у пациентов с генетически установленным диагнозом «первичный иммунодефицит». 

Были исследованы образцы ДНК периферической крови здоровых детей (n = 98) в возрасте 0,0 (0–15,0) года, ко-
торые составили контрольную группу, и пациентов с генетически подтвержденным первичным иммунодефицитом 
(n = 95) в возрасте 7,2 (0,1–18,0) года.

Согласно полученным результатам, определение количества продуктов реаранжировок Т- и В-клеточных рецеп-
торов (TREC и KREC) обладает высокой диагностической ценностью при тяжелой комбинированной иммунной не-
достаточности, синдромах хромосомной нестабильности, таких как атаксия-телеангиоэктазия и синдром Ниймегена,  
а также при заболеваниях, связанных с иммунной дисрегуляцией, агаммоглобулинемией. Определение продуктов 
TREC и KREC обладает низкой информативностью, а следовательно, не имеет диагностической значимости при та-
ких видах первичных иммунодефицитов, как синдром Вискотта–Олдрича и хроническая гранулематозная болезнь.

Таким образом, определение продуктов реаранжировок рецепторов Т- и В-лимфоцитов (TREC и KREC) облада-
ет высокой диагностической ценностью и может быть применимо в диагностике врожденных ошибок иммунитета, 
связанных с Т- и В-клеточной лимфопенией.

Ключевые слова: TREC, KREC, первичные иммунодефициты, полимеразная цепная реакция в режиме реаль-
ного времени, ROC-анализ, диагностическая значимость
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DIAGNOSTIC SIGNIFICANCE OF DETERMINING TREC AND KREC  
T- AND B-CELL RECEPTOR REARRANGEMENT PRODUCTS  

IN PATIENTS WITH INBORN IMMUNE ERRORS

Abstract. Inborn immunity errors such as primary immunodeficiencies in children represent a significant problem for 
public health, and it is undeniably important to improve the laboratory diagnosis of this pathology by creating new, effective 
methods for early detection of disorders involving immune mechanisms.

The ROC analysis was used  to evaluate  the diagnostic  significance of determining  the copy number of T- and B-cell 
receptor DNA circle fragments (TREC/KREC) by multiplex real-time PCR in patients with a genetically determined diag- 
nosis of primary immunodeficiency.
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Peripheral blood DNA samples of healthy children (n = 98) aged 0.0 (0–15.0) years, who constituted the control group, 
and of patients with genetically confirmed primary immunodeficiency (n = 95) aged 7.2 (0.1–18.0) years were examined.

It has been established that determining the number of T and B cell receptor rearrangement products (TREC and KREC) 
has a high diagnostic significance in severe combined immunodeficiency, chromosomal instability syndromes such as ataxia-
teleangioectasia and Niimegen syndrome, diseases associated with immune dysregulation, agammoglobulinemia. Determi- 
ning TREC and KREC is not informative in immunodeficiencies with non-lymphoid cell dysfunction or disorders that do not 
affect  T-  and B-cell  receptor  gene  rearrangement  such  as  the Wiskott–Aldrich  syndrome  and  the  chronic  granulomatous 
disease.

Determining TREC, KREC has a high diagnostic significance and can be applied in diagnosis of congenital immunity 
errors associated with T- and B-cell lymphopenia.

Keywords: TREC, KREC, primary  immunodeficiencies,  real-time polymerase chain  reaction, ROC assay, diagnostic 
significance
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Введение. Количественное определение внехромосомных кольцевых фрагментов ДНК Т-кле-
точного рецептора (TREC) (англ. T-cell receptor excision circles) и В-клеточного рецептора (KREC) 
(англ. kappa-deleting recombination excision circles) может быть применимо для мониторинга не-
давних тимических эмигрантов и неогенеза лимфоцитов костного мозга и сопровождаться вы-
сокой информативностью получаемых результатов [1]. TREC и KREC являются побочными про-
дуктами  эписомальной  кольцевой  ДНК,  которые  образуются  при  прохождении  рецепторами 
наивных Т- и В-лимфоцитов процесса V(D)J рекомбинации, который контролируется генами ан-
тигенных рецепторов с активными или неактивными ядерными компартментами и изменения-
ми в архитектуре хроматина. V(D)J рекомбинация происходит только в лимфоцитах, где она ре-
гулируется в контексте клональной специфичности [2, 3]. В этом контексте нарушается процесс 
образования TREC и KREC и, соответственно, отмечается их низкое содержание либо полное 
отсутствие [3].

Подбор праймеров и зондов, специфичных к эксцизионным фрагментам рецепторов Т- и В-лим- 
фоцитов, а также создание калибраторов позволяют разработать количественный метод посред-
ством ПЦР в режиме реального времени для определения значений TREC и KREC в перифери-
ческой  крови  [4–6].  Исследование  уровней  TREC/KREC  особенно  значимо  при  врожденных 
ошибках иммунитета – первичных иммунодефицитах (ПИД), мониторинге иммунного восста-
новления при приобретенных иммунодефицитах,  обусловленных трансплантацией  гемопоэти-
ческих стволовых клеток, лучевой терапией, а также при скрининге новорожденных [7–11].

Дефекты V(D)J рекомбинации лежат в основе ПИД [12].
Согласно литературным данным, результаты проведенных исследований по выявлению ПИД 

с использованием определения TREC/KREC показали, что TREC коррелирует с Т-клеточной лим- 
фопенией у детей с тяжелой комбинированной иммунной недостаточностью (ТКИН) [12], а KREC –  
с уровнем В-лимфоцитов у пациентов с Х-сцепленной агаммаглобулинемией [13, 14]. Некоторые 
формы ПИД, такие как комбинированные иммунодефициты, характеризующиеся лимфопенией 
Т-  и  В-лимфоцитов,  также  могут  быть  диагностированы  с  помощью метода  количественного 
определения копий TREC и KREC [14].

Цель исследования – оценить диагностическую значимость определения количества копий 
кольцевых фрагментов ДНК Т- и В- клеточных рецепторов (TREC и KREC) с использованием 
мультиплексной ПЦР в режиме реального времени у пациентов с генетически установленным 
диагнозом первичного иммунодефицита. 

Материалы и методы исследования. Объектом исследования послужили образцы перифе-
рической крови 98 здоровых детей в возрасте 0,0 (0–15,0) года, которые составили контрольную 
группу, и 95 пациентов с ПИД в возрасте 7,2 (0,1–18,0) года (из них с ТКИН – 12 детей, с атаксией- 
телеангиоэктазией – 14, с синдромом Ниймегена – 17, с Х-сцепленной агаммаглобулинемией – 15,  
с заболеваниями иммунной дисрегуляции – 15, с синдромом Виксотта–Олдрича (СВО) – 10,  
с Х-сцеп-ленной хронической гранулематозной болезнью (ХГБ) – 12 пациентов).
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Для ПЦР были использованы праймеры и флуоресцентные метки: прямой праймер ALB 
(5′-tgaacaggcgaccatgctt-3′),  обратный  праймер  5′-ctctccttctcagaaagtgtgcatat-3′,  флуоресцентная  метка 
5′-FAM-tgctgaaacattcaccttccatgcaga-BHQ1-3′; для TREC – прямой праймер 5′-ccatgctgacacctctggtt-3′, об-
ратный праймер cttcattcaccgttctcacga, флуоресцентная метка HEX-cacggtgatgcataggcacctgc-BHQ1-3′; 
для KREC – прямой праймер 5′-tcagcgcccattacgtttct-3′, обратный праймер 5′-gtgagggacacgcagcc-3′, флу-
оресцентная метка 5′-ROX -ccagctcttaccctagagtttctgcacgg-BHQ2-3′ («Праймтех», Беларусь) [11–13].

Количество TREC и KREC определяли методом ПЦР в режиме реального времени с исполь-
зованием амплификатора CFX96 (Bio-Rad, США). 

В качестве калибраторов использовали серийные разведения плазмидной ДНК, содержащей 
вставки альбумина (ALB), TREC и KREC, в концентрации 102, 103, 104, 105 копий в 5 мкл. 

Количественные значения TREC, KREC на 1 млн лейкоцитов периферической крови опреде-
ляли по формуле

[среднее (SQ) TREC (KREC)/среднее (SQ) ALB/2] · 1 000 000.

Реакционная смесь для ПЦР состояла из 12,5 мкл ArtMix («АртБиоТех», Беларусь), 6,25 мкл 
воды и смеси праймеров в концентрации 6 пмоль для прямого и обратного праймеров и 4 пмоль 
для флуоресцентной метки. Постановка опытов осуществлялась в двух повторах. Данные анали-
зировали с помощью программы Real time RCR Data Analysis (Bio-Rad, США).

Для статистической обработки данных и построения графиков использовали программное 
обеспечение GraphPad Prizm 6.0. 

Значимость  статистических  различий  определяли  с  помощью  непараметрического U-кри- 
терия Манна–Уитни  (Mann–Whitney U test).  Различия  считали  статистически  значимыми  при 
p < 0,05. Данные представлены в виде медианы (25 %–75 %).

Диагностическую значимость  анализировали путем построения характеристических ROC-
кривых и определения площади под кривой AUC (AUC – Area Under Curve).

Для  интерпретации  показателя  площади  под  кривой  использовали  общепризнанную  экс-
пертную шкалу [15]. Значение AUC должно варьироваться в диапазоне от 0,5 до 1,0, для высокой 
информативности показатель должен быть близок к 1.

Результаты и их обсуждение. С целью определения значимости исследуемых показателей 
TREC и KREC для прогнозирования наличия иммунологических нарушений проведен анализ 
содержания данных показателей в периферической крови 95 пациентов с генетически подтверж-
денным диагнозом ПИД. 

Для оценки диагностической значимости применения определения TREC/KREC были иссле-
дованы уровни данных показателей в образцах периферической крови 12 пациентов с диагнозом 
ТКИН с мутациями в генах RAG1, IL2RG, IL7R, JAK3, ADA. Контрольную группу составили здо-
ровые дети (n = 63) той же возрастной категории.

В группе здоровых детей уровень TREC и KREC cоставил 34 814  (16 744–75 293) и 17 653 
(7266,5–65991,5) копии соответственно в сравнении с группой пациентов с ТКИН ((Т-В–) и (Т-В+)), 
у которых значения TREC были значимо снижены в сравнении с контрольной группой (p < 0,0001, 
U = 0). 

У пациентов с (Т-В–) и (Т-В+) ТКИН уровни TREC были также снижены в сравнении со здо-
ровыми детьми того же возраста (Ме = 0) (p < 0,0001, U = 0). У пациентов с (Т-В+) ТКИН уровни 
KREC  значимо  не  отличались  от  показателей  здоровых  детей  –  4834  (2750–9429)  (p  =  0,98, 
U = 237).

Для каждой группы была определена диагностическая значимость определения TREC/KREC 
(рис. 1).

AUCTREC + KREC для диагностики Т- и В-клеточной лимфопении у пациентов с ТКИН с иммуно-
фенотипом (T-В–) составила 1,00 ± 0,0 (p < 0,0001), диагностическая чувствительность и специ-
фичность – 100 % (рис. 1, a). Для диагностики ТКИН у пациентов с (Т-В+) ТКИН AUCKREC соста-
вила 0,68 ± 0,11 (p = 0,09), диагностическая чувствительность – 12,2 %, специфичность – 98,9 % 
(рис. 1, b).
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По данным J. Spek van der с соавт., E. Rechavi с соавт., для диагностики ТКИН определение 
TREC в периферической крови имеет наивысшие специфичность и чувствительность в сравнении 
с данными, полученными при иммунофенотипировании, которые демонстрируют более низкие 
показатели как специфичности, так и чувствительности [16–18]. 

Молекулярной  основой  X-cцепленной  агаммаглобулинемии  (Х-АГЕ)  является  нарушение 
развития В-лимфоцитов из-за мутации тирозинкиназы Брутона (Btk) на уровне пре-В-клеточного 
рецептора.  Пациенты  наследуют  дефект,  который  не  позволяет  клеткам-предшественникам 
(В-клеткам) формировать зрелые циркулирующие В-лимфоциты в костном мозге, а следователь-
но,  данные  клетки  не  могут  пролиферировать  и  дифференцироваться  в  антителопродуциру-
ющие плазматические клетки во вторичных лимфоидных органах. У пациентов с Х-АГЕ отмеча-
ется отсутствие В-лимфоцитов (CD19+) с нормальным уровнем содержания Т-лимфоцитов (CD3+).

Согласно полученным нами данным, количество TREC и KREC в контрольной группе детей 
(n = 64) составило 66494,5 (44 506–97450,25) и 17387,5 (6543,5–62636,25) копии соответственно.

У пациентов обследованной группы количество копий TREC значимо не отличалось от их 
значений у здоровых детей – 16 468 (12179,5–37344,25)  (p = 0,16, U = 329), а количество копий 
KREC было существенно снижено – до 34 (18,5–74,75) (p < 0,0001, U = 0).

Площадь под кривой AUCTREC при анализе данных информативности у пациентов с Х-АГЕ 
cоставила  0,62  ±  0,07  (p  =  0,16),  диагностическая  чувствительность  и  специфичность  –  14  

                                         а                                                                             b

Рис. 1. ROC-кривые показателей TREC (a) и KREC (b) при определении диагностической значимости анализа при ТКИН

Fig. 1. ROC curves of TREC (a) and KREC (b) in determining the diagnostic significance of the assay for SCID diagnosis

                                                          а                                                               b

Рис. 2. ROC-кривые показателей TREC (a) и KREC (b) при определении диагностической значимости анализа  
при агаммаглобулинемии

Fig. 2. ROC curves of TREC (a) and KREC (b) in determining the diagnostic significance of the assay  
for agammaglobulinemia
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и 93,6 % соответственно (рис. 2, a), под кривой AUCKREC – 1,00 ± 0,0 (p < 0,0001), а диагностиче-
ская чувствительность и специфичность –  100 % (рис. 2, b). Это свидетельствует о высокой диа-
гностической значимости определения именно уровней KREC в диагностике X-АГЕ.

Атаксия-телеангиэктазия (AT) и синдром Ниймегена представляют собой две разные, но тес-
но связанные между собой патологии, обусловленные дефектами репарации ДНК. Заболевания 
AT и синдром Ниймегена схожи и включают хромосомную нестабильность, радиочувствитель-
ность и дефекты клеточного цикла, обычно вызываемые ионизирующим излучением [19, 20].

У пациентов с синдромами хромосомной нестабильности субпопуляционный состав минор-
ных лимфоцитов может быть как нормальным, так и характеризоваться Т- и В-клеточной лим-
фопенией, которая прогрессирует с возрастом. В связи с этим заподозрить наличие данной пато-
логии у пациентов только по данным иммунофенотипирования удается не всегда. Определение 
TREC и KREC, по данным ряда авторов может представлять собой реальную альтернативу и име-
ет высокую диагностическую ценность [20, 21].

Нами были исследованы уровни TREC и TREC в группе пациентов с синдромами хромосом-
ной нестабильности  – АТ и  синдромом Ниймегена  с мутациями  в  генах ATM  и NBN.  Группу 
сравнения составили здоровые дети (n = 78) той же возрастной категории.

Медиана значений TREC и KREC в группе здоровых детей составила 31 835  (14574,25–
62628,75) и 13 899 (6217,5–40313,75) копий соответственно. Значения копий TREC и KREC в ис-
следуемой  группе  пациентов  были  значимо  снижены  относительно  показателей  контрольной 
группы – медиана значений TREC составила 199 (0–1440,5) копий (p < 0,0001, U = 24), KREC –  
76 (0–369,0) копий (p < 0,0001, U = 24) .

AUCTREC для диагностики Т- и В-клеточной лимфопении у пациентов с дефектами репарации 
ДНК cоставила 0,99 ± 0,007 (p < 0,0001), диагностическая чувствительность – 93,4 %, специфич-
ность – 97,4 % (рис. 3, a). AUCKREC составила 0,98 ± 0,015 (p < 0,0001)), диагностическая чувстви-
тельность –  93,5 %, специфичность – 98,7 % (рис. 3, b).

Полученные данные свидетельствуют о высокой диагностической значимости определения 
TREC/KREC в диагностическом процессе ПИД с синдромами хромосомной нестабильности, та-
кими как АТ и синдром Ниймегена.

При заболеваниях иммунной дисрегуляции имеющиеся лимфоциты могут быть дисфункцио-
нальными, что способствует развитию чрезмерной аутореактивности и, как следствие, аутоим-
мунных заболеваний. Аутоиммунная полиэндокринопатия, кандидоз и эктодермальная дистро-
фия, аутоиммунный лимфопролиферативный синдром, полиэндокринопатия с нарушением им-
мунорегуляции – это нарушения, при которых аутоиммунитет является отличительной чертой 
клинической картины заболевания [22].

     
                                                                     a                                                                 b

Рис. 3. ROC-кривые показателей TREC (a) и KREC (b) при определении диагностической значимости анализа  
при синдромах хромосомной нестабильности

Fig. 3. ROC curves of TREC (a) and KREC (b) in determining the diagnostic significance of the analysis 
in diagnosis of chromosome instability syndromes
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При проведении иммунофенотипирования минорных субпопуляций лимфоцитов не всегда 
удается выявить заболевания, связанные с иммунной дисрегуляцией. В диагностике данной па-
тологии требуются как клинические, так и дополнительные лабораторные исследования [23].

По результатам нашего исследования в контрольной группе здоровых детей (n = 37) медиана 
значений TREC составила 16 493 (9154–29 364), KREC – 7231 (5090–11 917) копию.

Уровни TREC и KREC в исследуемой группе пациентов с мутациями в генах PIK3CD, FAS, 
AIRE были значимо снижены относительно показателей контрольной группы – медиана значе-
ний  TREC  и  KREC  составила  1678  (515,5–3115,5)  (p  <  0,0001,  U  =  4)  и  1668  (299,50–3628,5) 
(p < 0,0001, U = 72) копий соответственно.

Площадь под кривой AUCTREC составила 0,99 ± 0,007 (p < 0,0001), диагностическая чувстви-
тельность – 93,3 %, специфичность – 96,3 % (рис. 4, a). AUCKREC составила 0,87 ± 0,06 (p < 0,0001), 
диагностическая чувствительность – 86,6 %, специфичность – 94,6 % (рис. 4, b).

Полученные данные свидетельствуют и высокой информативности применения анализа на 
определение уровней TREC/KREC в первичной диагностике заболеваний, связанных с иммун-
ной дисрегуляцией.

При СВО наблюдается значительное нарушение функции как B-, так и T-лимфоцитов. Дан-
ное заболевание обусловлено генетической поломкой в гене WAS, кодирующем белок, который 
играет основную роль в реорганизации актинового цитоскелета лимфоцитов, передаче сигналов 
и апоптозе, но не влияет на количество лимфоцитов [24].

Нами не  выявлено  значимых  отличий между  значениями TREC и KREC у  пациентов  
с СВО c мутациями в гене WAS в сравнении с таковыми в контрольной группе, в которую были 
вклю чены  98  здоровых  детей.  Так,  значения  TREC  и  KREC  в  группе  контроля  составили  
40538,5 (17785,75–75 620) и 20 010 (7265,25–77567,25) соответственно, а в исследуемой группе 
пациентов – 11 459 (5377–41 502) (p = 0,18, U = 356) и 7443 (4255–16415,75) копии (p = 0,22, U = 375). 

AUCTREC для диагностики СВО составила 0,63 ± 0,1 (p = 0,16), чувствительность и специфич-
ность – 30 и 78,1 % соответственно (рис. 4; 5, а). AUCKREC составила 0,61 ± 0,09 (p = 0,23), чувст-
вительность – 20,0 %, специфичность – 92,35 % (рис. 5, b).

C помощью ROC-анализа установлено, что значения диагностической чувствительности  
и специфичности были статистически не значимы. Это свидетельствует о невысокой ценности 
определения TREC/KREC у пациентов с СВО.

ХГБ представляет собой ПИД, вызванный дефектами в генах, кодирующих любой из компо-
нентов НАДФН-оксидазы, ответственных за респираторный взрыв фагоцитарных лейкоци- 
тов [25]. При данной патологии нарушение затрагивает клетки миелоидного ряда и не нарушает 
реаранжировку генов рецепторов лимфоцитов. Соответственно, количество копий TREC и KREC 
у таких пациентов в диапазоне нормы.

     
                                                                     a                                                                 b

Рис. 4. ROC-кривые показателей TREC (a) и KREC (b) при определении диагностической значимости анализа  
при синдромах с иммунной дисрегуляцией

Fig. 4. ROC curves of TREC (a) and KREC (b) in determining the diagnostic significance of the analysis  
in diagnosis of immune dysregulation syndromes
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В исследованной контрольной группе здоровых детей (n = 11) уровни TREC и KREC составили 
26 369 (14 859,5–30 416) и 7977 (5346,5–12595,5) копий.

Значимых различий между значениями TREC и KREC у пациентов с ХГБ c мутациями в ге- 
не  CYBB  в  сравнении  с  здоровыми  детьми  не  установлено.  Количество  TREC  составило  
26 369 (14 859,5–30 416) (p = 0,3, U = 49), а количество KREС – 18 012 (8814,5– 31 693) (p = 0,1, 
U = 35).

AUCTREC cоставила 0,62 ± 0,012 (p = 0,29), диагностическая чувствительность – 33,4 % и специ-
фичность – 90,1 % (рис. 6, a). AUCKREC составила 0,73 ± 0,11 (p = 0,06), диагностическая чувстви-
тельность – 66,0 %, специфичность – 90,2 % (рис. 6, b).

С помощью ROC-анализа продемонстрировано, что определение TREC/KREC имеет низкую 
чувствительность и высокую специфичность, однако показатели диагностической чувствитель-
ности и специфичности статистически не значимы, что свидетельствует о низкой информатив-
ности определения TREC/KREC у пациентов с ХГБ.

Заключение. Представленные результаты оценки диагностической значимости ROC-анализа 
в выявлении врожденных ошибок иммунитета показали, что определение значений TREC и KREC 
имеет высокую диагностическую ценность, высокую чувствительность и специфичность в вы-
явлении таких первичных иммунодефицитов, как тяжелая комбинированная иммунная недоста-
точность, синдромы хромосомной нестабильности, агаммаглобулинемия и заболевания, связан-
ные с иммунной дисрегуляцией.

     
                                                                       a                                                          b

Рис. 5. ROC-кривые показателей TREC (а) и KREC (b) при определении диагностической значимости анализа  
при синдроме Вискотта–Олдрича

Fig. 5. ROC curves of TREC (A) and KREC (B) in determining the diagnostic significance of the analysis in diagnosis  
of the Wiskott–Aldrich syndrome

                                                            a                                                                       b

Рис. 6. ROC-кривые показателей TREC (а) и KREC (b) при определении диагностической значимости анализа  
при хронической гранулематозной болезни

Fig. 6. ROC curves of TREC (a) and KREC (b) in determining the diagnostic significance of the analysis  
in diagnosis of the chronic granulomatous disease
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Определение уровней TREC и KREC обладает низкой информативностью и, соответственно, 
не имеет диагностической значимости при таких видах первичных иммунодефицитов, как син-
дром Вискотта–Олдрича и хроническая гранулематозная болезнь.

Конфликт интересов. Авторы заявляют об отсутствии конфликта интересов.
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