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ДИАГНОСТИЧЕСКАЯ ИНФОРМАТИВНОСТЬ 
ОПРЕДЕЛЕНИЯ ПРОДУКТОВ РЕАРАНЖИРОВОК ДНК Т- И 

В-КЛЕТОЧНОГО РЕЦЕПТОРА TREC/KREC ПРИ ОБЩЕЙ 
ВАРИАБЕЛЬНОЙ ИММУННОЙ НЕДОСТАТОЧНОСТИ

1ГУ «РНПЦ детской онкологии, гематологии и иммунологии», д. Боровляны, Беларусь; 
2ГУО «Белорусский государственный медицинский университет», г. Минск, Беларусь

Общая вариабельная иммунная недостаточность (ОВИН) представляет собой группу 
заболеваний, которые относятся к врожденным ошибкам иммунитета и характеризуются 
нарушением выработки защитных антител. Причиной является дефект Т- и В-клеточных 
звеньев иммунитета, приводящих к нарушению способности вырабатывать специфиче-
ские антитела после вакцинации и инфекций со значительным снижением иммуноглобу-
линов. Лабораторные методы диагностики ОВИН, как правило, включают: метод проточ-
ной цитофлюориметрии с определением субпопуляции лимфоцитов и иммунофермент-
ный анализ для определения уровней иммуноглобулинов (IgG, IgA, IgM) и титра антител, 
однако эти методы не дают достаточной информации о неогенезе лимфоцитов. Наше 
исследование направлено на получение информации о возможности использования про-
стого и эффективного метода определения продуктов V(D)J рекомбинации рецепторов 
Т- и В-лимфоцитов (TREC/KREC) при ОВИН. Данный метод позволяет оценить функ-
циональное состояние иммунной системы ввиду того, что количество TREC и KREC в 
периферической крови можно рассматривать как оценку продукции тимуса и костного 
мозга. В исследование были включены 12 пациентов с диагнозом ОВИН в возрасте 11,2 
(7,8; 15,0) лет. У 2 пациентов из выборки ОВИН детерминирована поломками в генах 
NFkB1, NFkB2. У 10 пациентов с ОВИН генетический дефект не был идентифициро-
ван, диагноз был установлен на основании клинико-лабораторных данных. Для оценки 
диагностической значимости анализируемого метода был использован ROC-анализ с по-
следующим расчётом диагностической чувствительности и специфичности для каждого 
показателя. Полученные нами данные позволяют утверждать, что количественное опре-
деление TREC/KREC позволяет с высокой диагностической чувствительностью и спец-
ифичностью использовать данный метод на этапах диагностики ОВИН.

Ключевые слова: TREC, KREC, общая вариабельная иммунная недостаточность, 
диагностическая значимость

Введение
Общая вариабельная иммунная недо-

статочность (ОВИН) включает в себя груп-
пу гетерогенных заболеваний, характери-
зующихся дефицитом продукции антител. 
ОВИН является наиболее распространен-

ным типом врожденных ошибок иммуни-
тета – первичного иммунодефицита, с ча-
стотой встречаемости 1:25 000 человек [1].

Данная патология характеризуется со-
четанием гипогаммаглобулинемии, нару-
шения выработки специфических антител, 
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уязвимости к инфекциям и множества со-
путствующих заболеваний. Для пациен-
тов с ОВИН характерно снижение уровней 
изотип-переключенных В-клеток памяти 
ввиду нарушенного постантигенного раз-
вития В-лимфоцитов, увеличение незрелых 
В-лимфоцитов, нарушение переключения 
классов иммуноглобулинов. Патогномо-
ничным признаком является сочетание сни-
женных уровней IgG, IgA и/или IgM, сни-
женный поствакцинальный ответ с низким 
титром антител и предрасположенность к 
бактериальным инфекциям. В то время как 
одни пациенты с ОВИН страдают лишь 
только от сино-пульмональных инфекций, 
другие страдают от серьезных неинфек-
ционных осложнений, таких как аутоим-
мунные и онкологические заболевания [2]. 
Среди аутоиммунных нарушений могут 
наблюдаться аутоиммунная тромбоцитопе-
ния, аутоиммунная гемолитическая анемия, 
системная красная волчанка, ревматоидный 
артрит, системное гранулематозное воспа-
ление и др. У 10% пациентов встречается 
карцинома желудка или лимфома [3].

Как правило манифестация заболева-
ния приходится на возраст от 20 до 40 лет, 
но данная патология может быть обнару-
жена как у детей, так и у пожилых людей. 
По этой причине фенотип заболевания яв-
ляется гетерогенным и сложным. 

Генетические дефекты, приводящие к 
фенотипу ОВИН c аутосомно-рецессивным 
типом наследования, включают мутации 
индуцибельного костимулятора Т-клеток 
(ICOS), CD19, CD81, CD20, CD21, однако 
большинство генетических механизмов, 
ведущих к ОВИН, до сих пор неясны [4]. 
Мутации в субъединице p50 ядерного фак-
тора (NF)-каппа-B1 (NF-kB1 и NF-kB2) 
наследуются как аутосомно-доминантный 
признак. Манифестация ОВИН, связанной 
с поломкой в данных генах, приходится на 
возраст до 10 лет [5-8].

До сих пор для диагностики ОВИН ис-
пользуют метод проточной цитофлюориме-
трии с определением субпопуляции лим-
фоцитов и иммуноферментный анализ для 
определения уровней иммуноглобулинов 

(IgG, IgA, IgM) и титра антител, однако эти 
методы не дают достаточной информации о 
неогенезе лимфоцитов. Кроме того, все эти 
методы требуют цельной периферической 
крови и быстрой обработки образцов.

Существует современный и перспек-
тивный метод, основанный на определе-
нии содержания Т-клеточных рецептор-
ных циркуляризованных элементов ДНК 
(TREC – от англ. «T-cell receptor excision 
circles») и каппа-делетирующих рекомби-
национных циркуляризованных элемен-
тов ДНК (KREC – от англ. «kappa-deleting 
recombination excision circles»), которые яв-
ляются суррогатными маркерами наивных 
Т- и В-лимфоцитов [9-11]. TREC представ-
ляют собой внехромосомные кольцевые 
продукты перестройки генов Т-клеточных 
рецепторов (TCR), которые формируются 
при созревании Т-лифоцитов в тимусе.

Кольцевые фрагменты TREC обра-
зуются в дважды негативных тимоцитах 
(тимоциты DN4) на стадии перестройки 
α-цепи TCR при рекомбинации элементов 
δRec и ψJα с последующей делецией локу-
са TCRδ. TREC обнаруживаются в тимоци-
тах и наивных Т-лимфоцитах. Фактически 
TREС являются маркером нормальной про-
дукции наивных Т-лимфоцитов в тимусе. 
KREC образуется по сходному механизму 
на стадии дифференцировки пре- В-клеток 
и V(D)J-рекомбинации генов легкой цепи 
иммуноглобулина (IgK). Таким образом, 
количество TREC и KREC в крови харак-
теризует уровень дифференцировки Т- и 
В-клеток в центральных органах иммун-
ной системы, а также отражает неогенез 
Т- и В-лимфоцитов [11, 12].

Цель: Оценить диагностическую цен-
ность количественного определения коль-
цевых фрагментов ДНК Т- и В- клеточного 
рецептора TREC и KREC в перифериче-
ской крови для диагностики общей вариа-
бельной иммунной недостаточности. 

Материал и методы исследования

Объектом исследования послужили 
образцы периферической крови 12 пациен-
тов с установленным клиническим диагно-
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зом – общая вариабельная иммунная недо-
статочность в возрасте 11,2 (7,8; 15,0) лет. 
У 2 пациентов из выборки ОВИН детерми-
нирована поломками в генах NFkB1 (n=1), 
NFkB2 (n=1). У 10 пациентов с ОВИН ге-
нетический дефект не был идентифициро-
ван, диагноз был установлен на основании 
клинико-лабораторных данных.

В качестве контрольной группы для 
сравнения показателей TREC и KREC в 
исследование было включено 30 здоровых 
детей в возрасте 11,0 (6,8-14,8) лет.

Материалом для исследования послу-
жили образцы геномной ДНК пациентов и 
детей контрольной группы исследования.

Определение уровней TREC и KREC 
проводили посредством мультиплексной 
полимеразной цепной реакции в режиме 
«реального времени» с использованием 
амплификатора Bio-Rad CFX96 (Bio-Rad, 
США). В качестве гена внутреннего контро-
ля использовали ген альбумин (ALB). Дан-
ные анализировали с помощью программ-
ного обеспечения Real-time PCR Data Analis 
(Bio-Rad, США). Конечный объем реакци-
онной смеси составлял 25 мкл и включал: 
12,5 мкл 2-кратного ПЦР-премикса Art Mix 
(АртБиоТех, Беларусь), 6 мкл воды и 1,25 
мкл смеси праймеров с концентрацией 6 
пмоль для прямого и обратного прайме-
ров и 4 пмоль для флуоресцентной пробы 
(FAM, HEX, ROX) (Прайметех, Беларусь).

Стандартные кривые для точного ко-
личественного определения TREC, KREC 
и гена внутреннего контроля (альбумина) 
были получены путем построения кали-
бровочной кривой из последовательно 
разведенных калибраторов от 105 до 102 
копий в 5 мкл содержащих область соеди-
нения TREC/KREC и соответствующую 
область контрольного гена. Реакцию осу-
ществляли в двух повторах. Данные анали-
зировали с использованием Real_time PCR 
Data Analysis (Bio-Rad, США).

Количество копий TREC и KREC рас-
считывали и выражали в виде копий на 
1 000 000 лейкоцитов следующим образом:

Количество копий TREC, KREC на 
1 млн. лейкоцитов периферической крови 

рассчитывали по формуле: [1000000 × сред-
нее SQ TREC (KREC)/среднее SQ ALB/2].

Статистический анализ проводили с 
использованием программы «GraphPad 
Prizm 6.0». Оценку соответствия вида рас-
пределения количественных показателей в 
выборке закону нормального распределе-
ния выполняли при помощи критерия Ша-
пиро-Уилка. В зависимости от характера 
распределения результаты представлены 
в виде: среднее значение ± стандартная 
ошибка среднего, медианы (2,5%; 97,5%). 
Для количественных переменных, не под-
чиняющихся закону нормального распре-
деления, использовали непараметрические 
методы представления количественных 
данных в виде медианы. Различия между 
группами определяли с использованием 
критерия Манна-Уитни с уровнем стати-
стической значимости при р<0,05. Для 
оценки диагностической значимости ис-
следуемых показателей использовали ме-
тод построения ROC-кривых с определе-
нием площадей под кривыми (AUC) с рас-
чётом диагностической чувствительности 
и специфичности для каждого показателя.

Результаты исследования

Нами был определен диапазон нормаль-
ных значений TREC и KREC в контрольной 
группе здоровых детей (таблица 1).

У исследуемой группы пациентов с 
ОВИН в 10/12 случаев были отмечены 
низкие уровни TREC с медианой значений 
2007 копий на 1 млн лейкоцитов перифе-
рической крови. У 2/12 пациентов TREC 
были снижены более, чем на 60% от ниж-
ней границы нормы. При анализе количе-
ства KREC установлено, что у 8/12 паци-
ентов уровни KREC были снижены отно-
сительно нижней границы таковых показа-
телей в контрольной группе. Медиана зна-
чений KREC cоставила 1542 копии 1 млн 
лейкоцитов периферической крови. У 3/8 
пациентов KREC не детектировались.  Та-
ким образом было установлено, что коли-
чество TREC у пациентов с ОВИН значимо 
снижено в сравнении с контрольной груп-
пой (U=6; p<0,0001). Так же статистически 
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значимо низкие показатели по количеству 
KREC были выявлены в сравнении с кон-
трольной группой (U=16; p<0,0001).

Аналогичным образом в исследовании 
группы авторов продемонстрировано, что 
количество наивных Т-лимфоцитов значи-
мо снижено у пациентов с ОВИН. Данные 
исследования показали, что подгруппа па-
циентов с клинически диагностированным 
ОВИН имеет дефицит Т-лимфоцитов вви-
ду изменения Т-клеточного компартмен-
та, причиной которого является наруше-
ние выработки тимусом Т-лимфоцитов, 
что приводит к истощению Т-клеток и 
нарушению иммунной регуляции. Хотя 
основной причиной ОВИН являются на-
рушения, связанные с функцией В лимфо-
цитов, обширные экспериментальные дан-
ные свидетельствуют о том, что аномалии 
Т-лимфоцитов можно наблюдать у значи-
тельной части пациентов [13, 14]. Соответ-
ственно, у некоторых пациентов с ОВИН 
возникают осложнения, которые могут 
быть связаны с дефицитом Т-клеток, вклю-
чая оппортунистические инфекции, ауто-
иммунные заболевания и злокачественные 

новообразования [15].
Фундаментальными показателями точ-

ности диагностики являются чувствитель-
ность и специфичность теста или исполь-
зуемого метода. Анализ чувствительности 
и специфичности показателей TREC и 
KREC проводили с учетом построения ха-
рактеристических ROC-кривых и опреде-
ления площади под кривой AUC.

C TREC посредством ROC-анализа со-
ставила 0,986±0,0012 с 95% ДИ (0,9612-
1,011) (p<0,0001) с диагностической чув-
ствительностью 91,6%, при которой по-
казатель диагностической специфичности 
составил 97,23% (рисунок 1-А). По резуль-
татам ROC-анализа площадь по кривой 
AUC KREC составила 0,946±0,042 с 95% 
ДИ (0,8639-1,029) (p<0,0001). Определение 
KREC с показателями диагностической 
чувствительности и специфичности 91,6% 
и 94,0% соответственно (рисунок 1-Б).

Для практического использования в 
клинической лабораторной диагностике оп-
тимальным является соотношение чувстви-
тельности метода (80% и более) с высокой 
специфичностью (80% и более). В совокуп-

      
Рисунок 1 – ROC кривые для TREC и KREC у пациентов 

с ОВИН. Площадь под кривой AU

Таблица 1 – Диапазон нормальных значений TREC и KREC у здоровых детей разных 
возрастных групп

Возраст, годы 
(количество детей) Количество TREC на 1 млн. лейкоцитов Количество KREC на 1 млн. лейкоцитов

7-15 лет (n=30) 13000,0 (3300,6-56000,8) 4300,0 (1799,2-9400,4)
Примечание: Данные представлены в виде медианы (2,5%; 9,75%).

A                                                                            Б
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ности полученные результаты демонстри-
руют, что определение количества копий 
TREC/KREC позволяет использовать дан-
ный метод на этапах диагностики ОВИН.

Заключение

В своем исследовании мы установили, 
что при общей вариабельной иммунной не-
достаточности определяется значимо низ-
кое количество копий продуктов рекомбина-
ции рецепторов Т- и В-лимфоцитов (TREC 
и KREC). Определена высокая диагности-
ческая значимость данного метода, что дает 
основание утверждать то, что количествен-
ное определение TREC/KREC позволяет с 
высокой диагностической чувствительно-
стью и специфичностью использовать дан-
ный метод на этапах диагностики ОВИН.
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DIAGNOSTIC SIGNIFICANCE OF DETERMINING PRODUCTS 
OF DNA REARRANGMENTS OF THE T-AND-B CELL RECEPTOR 

TREC/KREC IN COMMON VARIABLE IMMUNODEFICIENCY

Common variable immunedeficiency (CVID) is a group of diseases that are inborn errors 
of the immune system and are characterized by impaired production of protective antibodies. 
The reason is a defect in the T- and B-cells, leading to impaired ability to produce specific 
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antibodies after vaccination and infections with a significant decrease in immunoglobulins. 
Laboratory methods for diagnosing CVID usually include: flow cytometry and enzyme-linked 
immunosorbent assay to determine the levels of immunoglobulins (IgG, IgA, IgM) and antibody 
titer, however, these methods do not provide sufficient information about the neogenesis of 
lymphocytes. Our study is aimed at obtaining information about the possibility of using a 
simple and effective method for determining T- and B-lymphocyte receptor recombination 
products (TREC/KREC) in CVID. This method allows you to evaluate the neogenesis of T and 
B lymphocytes. The study included 12 patients diagnosed with CVID at the age of 11,2 (7,8; 
15,0) years. In 2 patients CVID was determined by defects in the NFkB1 and NFkB2 genes. In 
10 patients with CVID, the genetic defect was not identified; the diagnosis was established on 
the basis of clinical and laboratory data. To assess the diagnostic significance of the analyzed 
method, ROC analysis was used, followed by calculation of diagnostic sensitivity and specificity 
for each indicator. Our data allows us to assert that the quantitative determination of TREC/
KREC allows using this method with high diagnostic sensitivity and specificity at the stages of 
diagnosing CVID. 
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