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Аннотация
Цель. Оценить диагностическую значимость количе-
ственного определения кольцевых фрагментов ДНК Т- и 
В-клеточного рецептора в периферической крови паци-
ентов для диагностики атаксии-телеангиэктазии. 
Материалы и методы. Объектом исследования послу-
жили образцы периферической крови 14 пациентов с 
атаксией-телеангиэктазией в возрасте 4,9 (1,6; 14,4) лет 
c мутациями в гене мутантного при атаксии-телеангиэк-
тазии белка (ATM) и 40 здоровых детей в возрасте 11,0 
(6,7; 14,8) лет.
Результаты и обсуждение. У пациентов с атакси-
ей-телеангиэктазией выявлено значимое снижение 
значений T-cell receptor excision circles (TREC) и kappa-
deleting recombination excision circles (KREC) (p<0,05) 
относительно контрольной группы здоровых детей. 
Диагностическая чувствительность и специфичность 
относительно использования определения TREC (92,8% 
и 93,4% соответственно) и KREC (85,7% и 96,7% соот-
ветственно) у пациентов с атаксией-телеангиэктазией 
позволяют использовать данный анализ в лаборатор-
ной практике.
Выводы. Метод количественного определения TREС и 
KREC ввиду высоких значений чувствительности и спец-
ифичности применяемой методики может быть использо-
ван в диагностике атаксии-телеангиэктазии. 
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Summary
Purpose. Evaluate the diagnostic significance of quantitative 
determination of T- and B-cell receptor DNA ring fragments 
in peripheral blood of patients for diagnosis of ataxia-
teleangiectasia. 
Materials and methods. The subjects of the study were 
peripheral blood samples from 14 patients diagnosed with 
ataxia-teleangiectasia aged 4.9 (1.6; 14.4) years with mutations 
in the ATM gene and from 40 healthy children aged 11.0 (6.7; 
14.8) years.
Results and discussion. Patients with ataxia-teleangiectasia 
revealed a significant decrease in TREC and KREC values 
(p<0.05) compared to the control group of healthy children. 
Diagnostic sensitivity and specificity concerning the use of 
TREC determination (92.8% and 93.4% respectively) and 
KREC (85.7% and 96.7% respectively) in patients with ataxia-
telangioectasia allow the use of this analysis in laboratory 
practice.
Conclusion. The method of quantitative determination 
of TREC and KREC due to high values of sensitivity and 
specificity of the applied technique can be used in the diagnosis 
of ataxia-teleangiectasia. 
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Введение
Атаксия-телеангиэктазия (AT) представляет 

собой генетическое заболевание с аутосомно-
рецессивным типом наследования, относящееся 
к группе первичных иммунодефицитов (ПИД). 
Мутации в гене мутантного при атаксии-теле-
ангиэктазии белка (АТМ) являются причиной на-
рушения V-D-J рекомбинации Т- и В-клеточного 
рецептора, что приводит к гуморальному и кле-
точному иммунодефициту [1–3]. AT характе-
ризуется сочетанием хромосомной нестабиль-
ности, прогрессирующими неврологическими 
расстройствами, мозжечковой атаксией и аста-
зией [4]. Патогномичным симптомом является 
телеангиэктазия кожи и склер глаз. Вследствие 
поражения клеточного и гуморального зве-
ньев иммунитета пациенты страдают частыми 
рецидивирующими синопульмонарными ин-
фекциями, повышенной восприимчивостью к 
ионизирующему излучению, а также высоким 
риском развития лимфом и других онкологи-
ческих заболеваний [5, 6]. Первые симптомы 
в виде неврологических нарушений начинают 
проявляться с возраста 1-3 лет, когда ребенок 
начинает ходить. Часто заболевание может 
протекать латентно, без видимых симптомов. 
Манифестация проявления ангиэктазий прихо-
дится на возраст 5-7 лет и старше. Если AT про-
является у новорожденного ребенка, то это, как 
правило, приводит к летальному исходу, причем 
без возможности правильно и своевременно диа-
гностировать данное заболевание [6]. 

Главным лабораторным критерием явля-
ется повышение уровня альфа-фетопротеина 
(АФП). Иммунологические нарушения гетеро-
генны. Проявляются нормальным или увели-
ченным количеством Т-лимфоцитов (СD3+) 
и В-лимфоцитов (CD19+), с преобладанием 
незрелых клеток. Однако не всегда определе-
ние субпопуляционного состава минорных 
лимфоцитов позволяет заподозрить у пациента 
данную патологию [7]. Широко известно, что 
дефицит ATM вследствие мутации в данном 
гене приводит к нарушению реаранжиров-
ки Т-клеточного рецептора на поверхности 
(CD4+CD8+) Т-лимфоцитов, что приводит 
к изменению селекции тимоцитов. Процесс 
диагностики AT может длиться долгое время и 
может включать множество процедур, напри-
мер, люмбальную пункцию, биопсию мышц и 
диагностическое рентгенологическое исследова-
ние, которое потенциально опасно в контексте 
нарушений репарации ДНК [7]. Учитывая тот 
факт, что генетические поломки в гене ATM 

приводят к нарушению реаранжировок ДНК 
Т- и В-клеточного рецепторов, более чем в 85% 
случаев дефицит иммунитета у таких пациентов 
можно выявить при помощи оценки количе-
ства продуктов рекомбинации генов ДНК Т- и 
В-клеточного рецептора TREC и KREC, который 
может быть потенциально полезным для раннего 
выявления заболеваний, сопровождающихся 
генетически обусловленной лимфопенией [7, 8]. 

Кольцевые фрагменты ДНК Т- и В-клеточного 
рецептора TREC/KREC образуются на ранних 
стадиях развития лимфоцитов в процессе кле-
точной реаранжировки ДНК генов Т-клеточного 
рецептора –TREC (от англ. «T-cell receptor excision 
circles») и В-клеточного рецептора – KREC (от 
англ. «kappa-deleting recombination excision 
circles»). В процессе реаранжировки генов не-
функциональные участки в последовательности 
ДНК вырезаются, функциональные сегменты 
лигируются с образованием кодирующего (coding 
joint TREC) и сигнального (signal joint TREC) 
соединений. Сигнальные последовательности 
замыкаются в кольцо и служат маркерами наи-
вных T- и В-лимфоцитов. Таким образом, TREC 
и KREC представляют собой кольцевые фрагмен-
ты, которые служат суррогатными маркерами 
Т- и В-клеточного неогенеза [9, 10]. 

В настоящее время основной проблемой AT 
является поздняя диагностика, которая влечет 
за собой неадекватное или несвоевременное 
лечение заболевания, что приводит к ранней 
инвалидизации и смертности. 

Цель: оценить диагностическую значимость 
количественного определения кольцевых фраг-
ментов ДНК Т- и В-клеточного рецептора в 
периферической крови для диагностики атаксии-
телеангиэктазии. 

Материалы и методы
Объектом исследования послужили образцы 

геномной ДНК периферической крови 14 паци-
ентов с диагнозом «синдром AT» и 40 здоровых 
детей в возрасте 11,0 (6,7; 14,8) лет. Медиана 
возраста пациентов с атаксией-телеангиэктазией 
составила – 4,9 (1,6; 14,4) лет.

Геномную ДНК выделяли из периферической 
крови методом фенол-хлороформной экстракции.

Мутации в гене ATM выявляли методом сек-
венирования по Сенгеру с использованием аппа-
рата для капиллярного секвенирования (Applied 
Biosystems 3130). Полученные данные анализиро-
вали с помощью программного обеспечения для 
анализа последовательности Sequencing Analysis 
5.2 и редактора выравнивания последователь-

Иммунодефициты: Количественное определение кольцевых фрагментов ДНК Т- и В-клеточного рецептора TREC/KREC...
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ностей Bioedit. Референсные последовательности 
генов были взяты из базы данных Ensembl.org. 
Все выявленные мутации согласно програм-
мам Mutation Taster, FATHMM, SIFT, CADD, 
PolyPhen2_HVAR и базам данных Varsome.com, 
ncbi.nlm.nih.gov/clinvar, прогнозирующим функ-
циональные последствия несинонимичных за-
мен, сайтов-сплайсинга, были классифицирова-
ны как патогенные, участвующие в развитии AT 
с нарушением функции гена ATM.

Определение субпопуляционного состава 
лимфоцитов в периферической крови прово-
дили с использованием проточного цитофлю-
ориметра Navious (Backman Coulter, Велико-
британия) в соответствии со стандартной диа-
гностической панелью: CD3+, CD3+HLA-DR+, 
CD4+CD8-, CD4-CD8+, CD19+, CD16+CD56+, 
CD3+CD16+CD56+, CD3+CD4+CD45RA+, 
CD3+CD8+CD45RA+. Дополнительно опреде-
ляли количество ранних тимических мигрантов 
СD3+CD4+CD45RA+CD31+. Для иммунофено-
типирования использовали моноклональные 
антитела XBIO (Чехия).

Определение количества копий TREC и KREC 
проводили методом мультиплексной полиме-
разной цепной реакции в «реальном времени» 
(ПЦР-РВ) с использованием амплификатора 
CFX96 (Bio-Rad, США).

Реакционная смесь состояла из 10,0 мкл 
ArtMix (АртБиоТех, Беларусь), 5,0 мкл воды и 
1,0 мкл смеси праймеров с концентрацией 6 
пмоль для прямого и обратного праймеров и 4 
пмоль для флюоресцентной пробы (Праймтех, 
Беларусь). Реакцию осуществляли согласно ин-
струкции производителя в дуплетах. Данные 
анализировали с использованием Real_time RCR 
Data Analysis (Bio-Rad, США).

В качестве калибраторов использовали се-
рийные разведения плазмидной ДНК, содер-
жащей вставки контрольного гена (альбумина) 
TREC, KREC, с концентрацией 102, 103, 104, 105 
копий в 5 мкл. 

Количество копий TREC, KREC на 1 млн. лей-
коцитов периферической крови рассчитывали 
по формуле: 

1000000 x среднее SQ TREC (KREC)/среднее SQ ALB/2

Статистический анализ проводили с ис-
пользованием программы «GraphPad Prizm 
6.0». Оценку соответствия вида распределения 
количественных показателей в выборке закону 
нормального распределения выполняли при по-
мощи критерия Шапиро-Уилка. В зависимости 

от характера распределения результаты пред-
ставлены в виде: среднее значение ± стандарт-
ная ошибка среднего, медианы (2,5%; 97,5%). 
Для количественных переменных, не подчи-
няющихся закону нормального распределе-
ния, использовали непараметрические методы 
представления количественных данных в виде 
медианы, минимума-максимума значений. Раз-
личия между группами определяли с исполь-
зованием критерия Манна-Уитни с уровнем 
статистической значимости при р<0,05. Для 
оценки диагностической информативности 
исследуемых показателей использовали метод 
построения ROC-кривых с определением пло-
щадей под кривыми (AUC).

Результаты и обсуждение
Нами был определен диапазон нормальных 

значений TREC и KREC в контрольной группе 
здоровых детей (табл. 1).

Проведено ретроспективное исследование 
количественных значений TREC и KREC у паци-
ентов с мутацией в гене АТМ. 

AT была диагностирована по совокупности 
клинических симптомов, наличию патогенных 
мутаций в гене ATM. У 9 пациентов выявлены 
биаллельные мутации, у 5 выявлена одноал-
лельная гетерозиготная мутация и диагноз 
выставлен по наличию клинической картины 
АТ без наличия второй мутации по причине 
диагностической ограниченности метода капил-
лярного секвенирования [11]. Более подробная 
информация о значениях исследуемых показа-
телей представлена в таблице 2.

АТ – это разновидность комбинированного 
типа иммунодефицита с вовлечением как Т-, так 
и В-клеточного иммунитета. Медиана количества 
субпопуляций лимфоцитов составила: CD3+ (%) 
T-лимфоциты – 47,55±13,4 (норм. знач. 58-85), 
CD3+ (109 г/л) T-лимфоциты – 0,71±0,42 (норм. 
знач. 0,6-2,2), CD19+ (%) B-лимфоциты – 10,8±9,28 
(норм. знач. 7-20), CD19+ (109 г/л) B-лимфоциты 
– 0,15±0,13 (норм. знач. 0,1-0,5), ранние тимиче-
ские мигранты (CD3+CD31+CD45RA+), (%) – 
3,45±14,1 (норм. знач. 39-85). Медиана значений 
TREC составила 377,5 копий, KREC 336,0 копий 
на 1 млн лейкоцитов периферической крови.

Таким образом, проанализировав данные, 
полученные с использованием проточной ци-
тометрии, Т-клеточная лимфопения была вы-
явлена более чем у 40% пациентов, В-клеточная 
лимфопения – у 15% пациентов, в то время как 
тимические мигранты были низкими у 93% па-
циентов, так же, как и значения TREC и KREC в 

Е.А. Полякова, И.Е. Гурьянова, М.В. Стёганцева и др.
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сравнении с диапазоном нормальных значений 
здоровых детей ( <0,0001) (рис. 1). 

У 8 из 14 (57%) пациентов наблюдалось резкое 
снижение количества TREC <1000 копий, в то 
время как KREC <1000 копий было выявлено у 
10 из 14 (72%) пациентов с AT. 

Согласно литературным данным, боль-
шинство ранних тимических мигрантов 
(CD4+СD3+CD45RA+CD31+) содержат TREC. Та-
ким образом, TREC отражают тимический выход 
новообразованных Т-лимфоцитов [12, 13]. В на-
шем исследовании с использованием корреляци-
онного анализа была установлена высокая степень 
взаимосвязи между уровнем тимических мигран-
тов и TREC (Rs=0,88, p<0,01). Между абсолютным 
и относительным количеством T-лимфоцитов 
(CD3+) (%) и TREC значимой зависимости вы-
явлено не было (Rs=0,48, p=0,38 и Rs=0,25, p=0,67 
соответственно). Была выявлена сильная взаимос-
вязь абсолютного и относительного количества 
В-лимфоцитов СD19+ и KREC (Rs=0,71, p=0,04 и 
Rs=0,78, p=0,023 соответственно).

Снижение уровней TREC и KREC описано 
та же в публикациях других исследователей: 
Boyarchuk O. et al., Kraus M. et al. и Schoenaker 
M. et al [14–16]. В своих исследованиях авторами 
так же продемонстрировано, что существует два 
возможных механизма, которые могут объяснить 
иммунологический дефект у пациентов с АТ – ано-
мальное развитие Т- и В-лимфоцитов и нарушение 
периферической активации Т- и В-клеток. 

В совокупности полученные результаты вы-
явили нарушение гомеостатической пролифера-
ции В-лимфоцитов и Т-лимфоцитов у пациентов 
с AT, что связано с преимущественным сокраще-
нием неогенеза Т- и В-клеток и отразилось в зна-
чимом снижении TREC и KREC соответственно.

Фундаментальными показателями точности 
диагностики являются чувствительность (т.е. 
истинно положительный результат) и специфич-
ность (т.е. истинно отрицательный результат).

Нами была проведена оценка диагностической 
значимости определения TREC и KREC в диагно-
стике AT с использованием ROC-анализа (рис. 2).

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

1–6 лет (n=6) 20000,0 (2700,3–23000,9) 5800,0 (1800,0–2399,1)
7–12 лет (n=25) 19000,0 (4299,6–6000,8) 7800,5 (1799,2–2500,4)
13–15 лет (n=9) 13000,0 (3300,0–55999,2) 4300,0 (2000,2–9778,8)

Примечание* Данные представлены в виде медианы (2,5%;9,75%).

Таблица 2. Характеристика пациентов с диагнозом «AT»

№ Возраст 
установки 
диагноза

Мутация CD3+
%

CD3+ 
(109г/л)

CD19+
%

CD19 
(109 г/л)

Тимические 
мигранты 
СD3+CD4+
CD45RA+
CD31+, %

TRECх106 
лейко-
цитов

KRECх106 
лейко-
цитов

1 7,0 p.E1978 Stop p. E1978 Stop 32,5 0,72 11,1 0,24 1,2 0 76
2 2,2 с.4002-4005 del.CTTA 46,6 0,53 20,6 0,25 3,2 2523 975
3 4,2 с.4002-4005 del.CTTA 41,0 0,7 20,4 0,37 2,4 367 518
4 5,11 p.Y705Stop/p. L1814WfsTer14 47,3 0,85 8,7 0,15 6,9 3621 118
5 13,0 p.S2855R/p. S2855R 64,9 1,1 8,3 0,1 2,6 388 0
6 3,8 p.E2052K/c. 1564-1565 del GA 61,9 1,7 30,4 0,14 49,83 1652 3547
7 1,11 p.G1672AfsTer9/p.D1053Y 39,1 0,27 16,9 0,12 1,61 45 1468
8 15,10 p.T2666N/p. c.8584+2T->C 80,1 1,3 2 0,03 2,1 62 0
9 2,0 p.Glu 1978 Ter/p. S1383 Stop 47,4 1,42 10,5 0,3 25 10431 13451
10 9,11 p.E1978Stop/ c.7630-2 A->C 38,6 0,35 1,9 0,02 2,1 0 0
11 2,10 p.I1453КfsX36 57,7 0,58 8,1 0,14 2,7 231 300
12 5,11 p.E1978Stop/ c.5497-1 G->A 54,1 0,59 28,2 0,58 1,39 0 372
13 11,2 с.7307+1G->A 47,7 1,11 8,2 0,11 3,3 3139 35
14 4,8 p. Ser1383Stop/c. 4776+3 A->C 69,9 0,64 24,9 0,23 24,3 2056 2168
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Рис. 1. Количество TREC и KREC у пациентов с AT. Данные представлены в виде медианы, минимума-максиму-
ма значений

Рис. 2. ROC-кривые для TREC и KREC у пациентов с АТ

Самая высокая площадь под ROC-кривой 
была зарегистрирована для TREC (AUC 0,915 
0,9691,023), с диагностической чувствительностью 
и специфичностью 92,8% и 93,4% соответственно, 
Площадь по ROC-кривой для KREC cоставила 
(AUC 0,809 0,9241,039) с диагностической чувстви-
тельностью 85,7% и специфичностью 96,7%. 
Полученные данные свидетельствуют о высокой 
диагностической значимости использования 
определения TREC и KREC у пациентов с AT.

Заключение
В своем исследовании мы установили низкие 

уровни TREC и KREC у пациентов с АТ, отража-
ющие нарушение неогенеза Т- и В-клеток. Опре-
делена высокая диагностическая значимость 
метода определения TREC и KREC у пациентов 
с AT, который может быть проведен до/вместо 
определения субпопуляционного состава лим-
фоцитов при подозрении у ребенка атаксии-теле-
ангиэктазии.
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