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Резюме. Заболевание, вызываемое высококонтагиозным вирусом SARS-CoV-2, – «новая корона-
вирусная инфекция (COVID-19)» – на конец декабря 2022 года привело к смерти более 6,5 млн чело-
век. Тяжесть проявления инфекционного процесса варьирует от бессимптомных форм до быстрого 
прогрессирования в жизнеугрожающие состояния, требующие экстренных мер. Одним из факторов, 
выраженность которых влияет на исход заболевания, является лимфопения, причиной которой мо-
жет быть нарушение лимфопоэза. Выявление лабораторных маркеров высокого риска смертности 
больных с COVID-19 играет важную роль для совершенствования алгоритмов оказания помощи 
пациентам и повышения их выживаемости. В качестве молекулярных маркеров степени выражен-
ности Т- и В-лимфопений могут служить уровни молекул TREC и KREC в периферической крови 
соответственно. Целью нашей работы был сравнительный анализ уровней молекул TREC и KREC 
в периферической крови выживших и умерших больных COVID-19. Материалом служили образцы 
цельной крови, полученные от 1745 человек, в том числе: 1028 больных с диагнозом «новая корона-
вирусная инфекция (COVID-19)» (код по МКБ-10 – U07.1), из которых 937 пациентов выздоровели 
и 91 умер; 717 условно здоровых лиц (контрольная группа). Оценку уровней молекул TREC и KREC 
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проводили методом количественной мультиплексной Real-time ПЦР с использованием набора реа-
гентов «TREC/KREC-AMP PS» (ФБУН НИИ Пастера, СПб). Установлены статистически значимые 
различия уровней молекул KREC и TREC между контрольной группой и пациентами, как выживши-
ми, так и умершими. Показано достоверное снижение медианных значений концентраций молекул 
KREC у пациентов с летальным исходом по сравнению с выжившими (p = 0,0019, 95% ДИ). Среди 
умерших пациентов в 63,7% случаев уровни молекул TREС или KREC были снижены относительно 
соответствующих возрастных норм. Из них в 20,9% случаев у пациентов были снижены оба аналита. 
При оценке методом анализа ROC-кривых диагностической значимости уровней исследуемых ана-
литов для прогнозирования исхода заболевания, величина площади под кривой AUC для KREC со-
ставила 0,63±0,029, что свидетельствует о средней силе прогностической модели наступления смер-
ти пациента в зависимости от уровня KREC в крови. Построенная модель является статистически 
значимой (p = 0,002). Мониторинг лабораторных показателей пациентов с COVID-19, в том числе 
умерших, позволяет определять прогностические факторы, являющиеся наиболее существенными 
для оценки исхода заболевания. Построенная на базе оценки уровня KREC прогностическая модель 
с высокой специфичностью отражает риск наступления летального исхода у больных COVID-19. Та-
ким образом, количественное определение уровня молекул KREC в периферической крови можно 
отнести к методам превентивной персонифицированной диагностики, направленной на повышение 
выживаемости больных.

Ключевые слова: COVID-19, SARS-CoV-2, исход заболевания, TREC, KREC, лабораторная диагностика, прогностические 
маркеры
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Abstract. The disease caused by the highly contagious SARS-CoV-2 virus – “novel coronavirus infection 
(COVID-19)” – had killed more than 6.5 million people at the end of December 2022. The severity of the 
manifestation of the infectious process varies from asymptomatic forms to rapid progression to life-threatening 
conditions requiring emergency measures. One of the factors, the severity of which affects the outcome of 
the disease, is lymphopenia, the cause of which may be a violation of lymphopoiesis. The identification of 
laboratory markers of a high risk of mortality in patients with COVID-19 plays an important role in improving 
patient care algorithms and increasing their survival. Levels of TREC and KREC molecules in peripheral blood, 
respectively, can serve as molecular markers of the severity of T and B lymphopenias. The aim of our work was 
a comparative analysis of the levels of TREC and KREC molecules in the peripheral blood of surviving and 
deceased patients with COVID-19. The material was whole blood samples obtained from 1745 people, including: 
1028 patients diagnosed with novel coronavirus infection (COVID-19) (ICD-10 code – U07.1), of which 937 
patients recovered and 91 died; 717 apparently healthy individuals (control group). The levels of TREC and 
KREC molecules were assessed by quantitative multiplex Real-time PCR using the TREC/KREC-AMP PS 
reagent kit (Federal Scientific Research Institute Pasteur, St. Petersburg). Statistically significant differences in 
the levels of KREC and TREC molecules between the control group and patients, both surviving and deceased, 
were established. A significant decrease in median concentrations of KREC molecules was shown in patients 
with a lethal outcome compared with survivors (p = 0.0019, 95% CI). Among the deceased patients, in 63.7% 
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of cases, the levels of TREC or KREC molecules were reduced relative to the corresponding age norms. Of 
these, in 20.9% of cases, both analytes were reduced in patients. When assessing the diagnostic significance 
of the levels of the analytes under study for predicting the outcome of the disease, the area under the AUC 
curve for KREC was 0.63±0.029, which indicates the average strength of the prognostic model of the patient's 
death depending on the level of KREC in the blood. The constructed model is statistically significant (p = 
0.002). Monitoring laboratory parameters of patients with COVID-19, including those who died, allows you to 
determine the prognostic factors that are most significant for assessing the outcome of the disease. Based on the 
assessment of the KREC level, a predictive model with high specificity reflects the risk of death in patients with 
COVID-19. Thus, the quantitative determination of the level of KREC molecules in the peripheral blood can 
be attributed to the methods of preventive personalized diagnostics aimed at improving the survival of patients.

Keywords: COVID-19, SARS-CoV-2, disease outcome, TREC, KREC, laboratory diagnostics, predictive markers

Введение
С момента регистрации первого случая за-

ражения человека новым бета-коронавирусом 
SARS-CoV-2 (severe acute respiratory syndrome 
coronavirus 2) в декабре 2019 года всего за один 
год число заразившихся превысило 93 млн че-
ловек [8]. Согласно данным Всемирной органи-
зации здравоохранения, количество связанных 
с инфекцией смертей на декабрь 2022 года по 
всему миру превысило шесть с половиной мил-
лионов человек. В Российской Федерации это 
число приближается к отметке четыреста тысяч 
человек.

Заболевание, вызываемое вирусом SARS-
CoV-2 – «новая коронавирусная инфекция 
(COVID-19)» (код по МКБ-10 – U07.1), – сопро-
вождается развитием у инфицированных грип-
поподобных симптомов, наиболее общими из 
которых являются лихорадка, кашель, одышка, 
боль в горле, головная боль, повышенная утом-
ляемость, конъюнктивит и желудочно-кишечные 
расстройства. Инфекционный процесс может 
сопровождаться развитием тяжелых состояний, 
вызванных интерстициальными пневмониями, 
острым респираторным дистресс-синдромом 
(ОРДС), полиорганной и острой дыхательной 
недостаточностью, что в некоторых случаях при-
водит к смерти пациентов [9].

Тяжесть проявления инфекционного процесса 
варьирует от бессимптомных форм до быстрого 
прогрессирования в жизнеугрожающие состо-
яния, требующие экстренных мер. К факторам 
риска развития осложнений и летальных исходов 
относят возраст старше 65 лет, сопутствующие 
хронические легочные и сердечно-сосудистые за-
болевания, гипертонию, сахарный диабет [13, 15].

По литературным данным уровень смертности 
от заражения SARS-CoV-2 составляет 2-5%. Этот 
показатель меньше, чем для других бета-корона-
вирусов (SARS-CoV – 10%, MERS-CoV – 35%). 
Однако высокая контагиозность SARS-CoV-2 
(индекс репродукции SARS-CoV-2 составляет 
2,5-2,9), наряду с системным негативным вли-
янием инфекции на организм, обуславливают 
быстрое распространение и большое количество 
смертей, вызванных COVID-19 [6, 12]. 

Выявление лабораторных маркеров высоко-
го риска смертности больных с COVID-19 играет 
важную роль для совершенствования алгоритмов 
оказания помощи тяжелым пациентам и повы-
шения их выживаемости. Известно, что вирус 
SARS-CoV-2 способен нарушать лимфопоэз, по-
ражать лимфоциты и усиливать их апоптоз, вы-
зывая лимфопению. Выраженность лимфопении 
является одним из факторов, влияющих на про-
гноз исхода заболевания [8].

В качестве молекулярных маркеров степени 
выраженности Т- и В-лимфопений могут слу-
жить уровни в периферической крови небольших 
молекул кольцевой ДНК Т-рецепторных экс-
цизионных колец (англ. T cell receptor excision 
circles – TREC) и каппа-делеционных рекомби-
национных эксцизионных колец (англ. kappa-
deleting recombination excision circles – KREC) 
соответственно. Формирование молекул TREC 
и KREC происходит на определенных стадиях 
дифференцировки предшественников Т-лим-
фоцитов в тимусе и В-лимфоцитов в костном 
мозге путем инициации процессов генетических 
перестроек и рекомбинаций нуклеотидных по-
следовательностей, кодирующих рецепторный 
аппарат лимфоцитарных клеток. В ходе таких 
реаранжировок часть генетического материала 
вырезается из генома как побочный продукт, при 
этом вырезанная нуклеотидная последователь-
ность замыкается в кольцо. Такие кольца называ-
ют эксцизионными кольцами: Т-клеточными – 
TREC и В-клеточными – KREC. Эксцизионные 
кольца TREC и KREC в дальнейшем существует в 
той лимфоцитарной клетке, в которой они были 
сформированы, и не реплицируется с дальней-
шей пролиферацией лимфоцита при его актива-
ции антигеном [10, 11]. 

Исходя из вышесказанного, уровни молекул 
TREC и KREC можно рассматривать как коли-
чественный маркер созревающих в центральных 
лимфоидных органах недифференцированных 
Т- и B-клеток соответственно, а также наивных 
Т- и B-лимфоцитов, вышедших на периферию.

Цель работы – сравнительный анализ уровней 
молекул TREC и KREC в периферической крови 
выживших и умерших больных COVID-19.
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Материалы и методы
Материалом служили образцы цельной крови, 

полученные от 1745 человек, в том числе: 1028 
больных с диагнозом «новая коронавирусная ин-
фекция (COVID-19)» (код по МКБ-10 – U07.1), 
из которых 937 пациентов выздоровели и 91 умер; 
717 условно здоровых лиц (контрольная группа). 
Критерием исключения являлось наличие у об-
следуемых диагноза иммунодефицит любого ге-
неза, вирус иммунодефицита человека (ВИЧ), 
вирусные гепатиты. Образцы крови больных 
были получены от пациентов с подтвержденным 
диагнозом «новая коронавирусная инфекция 
(COVID-19)», наблюдавшихся в инфекционных 
отделениях Клинической больницы №122 им. 
Л.Г. Соколова и Университетской клиники Пер-
вого Санкт-Петербургского государственного 
медицинского университета им. акад. И.П. Пав-
лова. В работу брали образцы крови, получен-
ные от больных, инфицированных в период с 
мая 2021 года по март 2022 года. В качестве кон-
трольных использовали образцы цельной крови, 
полученные от условно здоровых добровольцев в 
возрасте от 18 до 108 лет в медицинском центре 
ФБУН «Санкт-Петербургский НИИ эпидемио-
логии и микробиологии имени Пастера» в рамках 
программы оценки популяционного иммунитета 
жителей Санкт-Петербурга.

Все процедуры соответствовали этическими 
стандартами институционального и/или наци-
онального комитета по исследовательской эти-
ке и Хельсинкской декларации 1964 года и ее 
последующим изменениям или сопоставимым 
нормам этики. Дизайн исследования был одо-
брен локальным этическим комитетом ФБУН 
«Санкт-Петербургский научно-исследователь-
ский институт эпидемиологии и микробиоло-
гии им. Пастера». Исследования проводили при 
письменном согласии пациентов.

Взятие крови осуществляли в пробирку с ан-
тикоагулянтом ЭДТА. Экстракцию тотальной 
ДНК из лейкоцитарной фракции венозной пери-
ферической крови проводили с использованием 
набора «РИБО-преп» (ЦНИИ Эпидемиологии, 
Москва). Для оценки уровней молекул TREC и 
KREC со всеми образцами тотальной ДНК про-
водили количественную мультиплексную Real-
time ПЦР – набор реагентов «TREC/KREC-AMP 
PS» (ФБУН НИИ Пастера, СПб). В одной про-
бирке одновременно амплифицировали фраг-
менты последовательностей TREC, KREC, а 
также фрагменты генов HPRT и RPP30, которые 
были выбраны в качестве нормировочных генов. 
Для количественной оценки в каждом запуске 
ПЦР амплифицировали серию из пяти калибра-
торов с известной концентрацией перечислен-
ных выше генетических фрагментов [2].

Статистическую обработку данных проводи-
ли с применением пакетов программного обе-
спечения GraphPad Prizm 5, StatTech и Microsoft 

Eсxel 2010. Нормальность распределения полу-
ченных данных оценивали согласно критерию 
Колмогорова–Смирнова. Сравнительный ана-
лиз независимых выборок пациентов проводи-
ли с использованием критериев Манна–Уитни, 
Краскела–Уоллиса и ROC-анализа.

Результаты и обсуждение
Статистический анализ с применением кри-

терия Манна–Уитни показал достоверное сни-
жение медианных значений концентраций мо-
лекул KREC у пациентов с летальным исходом 
по сравнению с выжившими (p = 0,0019, 95% 
ДИ). Достоверные различия уровней молекул 
TREC между выборками умерших и выздоровев-
ших отсутствуют (p = 0,3289, 95% ДИ). При этом 
установлены статистически значимые различия 
уровней как молекул KREC, так и молекул TREC 
между контрольной группой и пациентами, как 
выжившими, так и умершими (p < 0,0001, 95% 
ДИ) (рис. 1,  2). 

Среди умерших пациентов в 63,7% (95% 
ДИ: 52,99-73,56%) случаев уровни молекул 
TREС/ KREC были снижены относительно со-
ответствующих возрастных норм [3]. Из них в 
20,9% (95% ДИ: 13,06-30,67%) случаев у паци-
ентов были одновременно снижены и TREC, и 
KREC. При этом абсолютное количество лимфо-
цитов пациентов со сниженными TREC/KREC 
также находилось ниже границы нормы. 

Для оценки диагностической значимости 
уровня молекул KREC при прогнозировании 
исхода заболевания, применяли метод анализа 
ROC-кривых (рис. 3).

Величина параметра площадь под кривой 
AUC (area under the curve) составила 0,63±0,029 с 
95% ДИ: 0,541-0,656, что говорит о средней силе 
прогностической модели наступления смерти па-
циента в зависимости от уровня KREC в крови. 
Построенная модель является статистически зна-
чимой (p = 0,002).

Пороговое значение уровня KREC (точку cut-
off) определяли по наивысшему значению ин-
декса Юдена. Индекс Юдена отражает разницу 
между долей истинно положительных и долей 
ложноположительных результатов. Диагности-
ческий метод характеризуется наибольшей точ-
ностью при наибольшей разнице между этими 
величинами. Пороговое значение KREC, кото-
рому соответствовало наивысшее значение ин-
декса Юдена, составило 14,55 копий / 105 клеток. 
Построенная модель прогнозирует наступление 
летального исхода пациента при значении уров-
ня KREC в крови ниже данной величины. Чув-
ствительность и специфичность модели при этом 
составили 28,6% и 92,0% соответственно. Высо-
кий показатель специфичности указывает на то, 
что пациенты с уровнем KREC выше значения 
14,55 копий / 105 клеток находятся вне зоны риска 
летального исхода с вероятностью 92,0%. Низкая 
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Рисунок 1. Сравнение уровней молекул KREC между группами здоровых, выжившими и умершими пациентами 
после перенесенной новой коронавирусной инфекции COVID-19 
Примечание. Указаны медианные значения с интерквартильным размахом.
Figure 1. Comparison of KREC levels between groups of healthy, surviving and deceased patients after the novel coronavirus 
infection COVID-19 
Note. Median values are indicated with an interquartile range.

Рисунок 2. Сравнение уровней молекул TREC между группами контроля, выжившими и умершими пациентами 
после перенесенной новой коронавирусной инфекции COVID-19
Примечание. А – в возрасте 40-49 лет; Б – в возрасте 50-59 лет; В – в возрасте 60-69 лет; Г – старше 70 лет. Указаны медианные 
значения с интерквартильным размахом.
Figure 2. Comparison of TREC levels between control groups, surviving and deceased patients after the novel coronavirus infection 
COVID-19
Note. A, at the age of 40-49 years; B, at the age of 50-59 years; C, at the age of 60-69 years; D, over 70 years old. Median values are indicated 
with an interquartile range.
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чувствительность диагностического метода мо-
жет быть связана с тем, что наступление смерти 
обусловлено множеством фактором и не может 
быть спрогнозировано, исходя из одного параме-
тра. 

Прогностическая модель летального исхо-
да, построенная с применением ROC-анализа 
по параметру TREC, не является статистически 
значимой. Площадь под ROC-кривой составила 
0,53±0,031 с 95% ДИ: 0,470-0,592, p = 0,329.

По данным литературы, в случаях со смер-
тельным исходом больных, тяжело переносящих 
новую коронавирусную инфекцию COVID-19, в 
их крови наблюдали значительные отклонения 
в ряде иммунологических и биохимических па-
раметров. У большинства таких пациентов на-
блюдали лимфопению, лейкопению, повышен-
ные уровни ряда провоспалительных цитокинов, 
хемокинов, ростовых факторов и противовос-
палительных цитокинов, С-реактивного белка, 
лактатдегидрогиназы, D-димера, АСТ, АЛТ, про-
кальцитонина и общего билирубина [1, 5, 14].

Учитывая значимые различия в содержании 
молекул TREC и KREC у умерших и выживших 
пациентов по сравнению с контролем, можно су-
дить о нарушениях в процессах созревания как 

Рисунок 3. ROC-кривая, характеризующая зависимость 
вероятности наступления летального исхода пациента 
от уровня KREC
Figure 3. ROC-curve, showing the probability of death depends 
on the KREC levels

Т-, так и В-лимфоцитов при тяжелом течении 
инфекции COVID-19. Достоверное снижение 
молекул KREC в крови пациентов с летальным 
исходом по сравнению с выжившими говорит о 
более выраженных нарушениях в процессах диф-
ференцировки В-лимфоцитов в костном мозге, 
что может быть одним из факторов, влияющих на 
исход заболевания.

Для построения релевантной прогностиче-
ской модели летального исхода необходимо учи-
тывать комплекс лабораторных показателей с 
применением инструментов многомерной стати-
стики, в частности, с использованием уравнения 
логистической регрессии. Особое внимание при 
этом должно быть уделено уровням иммуноло-
гических биомаркеров, поскольку иммунопато-
логия считается основным фактором смертности 
при COVID-19 [1, 4, 7].

Заключение
Мониторинг лабораторных показателей паци-

ентов с крайне тяжелым проявлением новой ко-
ронавирусной инфекции COVID-19, в том числе 
умерших, позволяет определять прогностические 
факторы, являющиеся наиболее существенны-
ми для оценки исхода заболевания. Нарушения 
в дифференцировке новых клеток лимфоцитар-
ного ряда в центральных лимфоидных органах 
могут влиять на развитие осложнений, вызван-
ных COVID-19 и повышать вероятность смер-
тельного исхода. Определение уровней молекул 
TREC и KREC, описанных в настоящей работе, 
помогает своевременно выявить и оценить такие 
нарушения. Согласно полученным нами резуль-
татам, построенная на базе оценки уровня мо-
лекул KREC прогностическая модель с высокой 
специфичностью отражает риск наступления ле-
тального исхода у больных COVID-19. Детекция 
ошибок в процессах лимфопоэза на фоне плохой 
клинической картины и искажения других пре-
диктивных лабораторных маркеров способствует 
выявлению пациентов с повышенным риском 
летального исхода и помогает вовремя назначить 
таким пациентам специализированное лечение. 
Таким образом, количественную оценку уровня 
KREC можно отнести к методам превентивной 
персонифицированной диагностики, направлен-
ной на повышение выживаемости больных.
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