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  چکيده
 ـ باکتري  راجعهيها م آن شامل عفونتيه بوده که علاي اوليمني نقص اي نوع بيماري آگاماگلوبولينمي وابسته به جنس    : زمينه و هدف   کمبـود  , يياي

داده شـده   نـشان . شود  مييمارين بيبروز ا موجب BTK در ژن   جهشبروز  . باشد ي خون م  B يها تيفوسن و کاهش ل   ي سرم يها يباد يد آنت يشد
 ممکن است در نواحي تنظيمي نظير پروموتر  و ژن همراه نيستي كنندهكد خاصي در نواحي جهشبا  Btk در مواردي عدم بيان پروتئين است که 
 يـا  كدكننـده  در نـواحي  بررسي جهش و Btkبررسي بيان پروتئين , هدف از انجام اين مطالعه . جهشي رخ داده باشد۱ي اينترون ي ابتداي يا ناحيه

 تحقيقات ايمونولوژي، آسم و آلـرژي دانـشگاه علـوم پزشـكي تهـران      مرکز کننده به  مراجعهوابسته به جنس   در بيماران    BTKنواحي تنظيمي ژن    
  .باشد مي

در .  وسترن بـلات بررسـي شـد   روش توسط Btkبيان پروتئين .  مورد تحقيق قرار گرفتند وابسته به جنس   بيمار   ۱۱ در اين مطالعه     :روش بررسي 
کمک پرايمرهاي طراحي شده انجام گرفـت و    هاحي تنظيمي ب نوPCR, ن افراديدر سه مورد از ا   . دش انجام   BTK ژن   بررسي جهش هشت بيمار   
  . تعيين توالي شدندPCRمحصولات 

, بررسي جهـش بر اساس . بيان وجود نداشت, گري در حد نرمال و در هشت مورد د Btkبيان  , در سه بيمار  ,  وسترن بلات  روش ي  هي بر پا  :ها يافته
 كدكننده در نواحي جهشيهيچ , Btkدر سه بيمار فاقد بيان  ،(delAGG, IVS8-2delA 1040-1038)  جديد يافت شدجهشدر دو بيمار دو 

 .و يا نواحي تنظيمي يافت نشد

 در BTK ژن  يم ـي تنظ نواحي كدكننده يـا نـواحي   درجهشيچ ي که هBtkن يان پروتئيمار فاقد بيسه ب, دست آمده  هج ب ي بر اساس نتا   :گيري نتيجه
ازمنـد  يج شناخته شده وجود دارد کـه ن ي راياز نواح ريغ, گري ديمي تنظي در نواح  جهش احتمال وجود    .باشند  مي توجه  قابل ،ه بود افت نشد يها   ن  آ

  . خواهد بوديليقات تکميتحق
  کننده، آگاماگلوبولينمي کيناز بروتون، جهش غيرکد تيروزين: واژگان کليدي

 
  
  
  
  
  
  

  
  
  
  
  
  

  مرکز تحقيقات ايمونولوژي، آسم و آلرژي دانشگاه علوم پزشکي تهران ،ي و مولکولي سلوليشناس ستيارشد ز  کارشناس-۱
  علوم پزشکي زنجانگاه و دانش... ا بقيهار دانشگاه ياستادي،  پزشکيولوژيکروبيمدكتراي  -۲
   دانشگاه علوم پزشكي تهران مرکز تحقيقات ايمونولوژي، آسم و آلرژي،استاد دانشگاه علوم پزشکي تهراني، مونولوژي ادكتراي -۳
   دانشگاه علوم پزشکي تهران ، مرکز طبي کودکان،مرکز تحقيقات ايمونولوژي، آسم و آلرژي ي، عمومپزشك -۴
  دانشگاه علوم پزشكي تهران مرکز تحقيقات ايمونولوژي، آسم و آلرژي ،استاد دانشگاه علوم پزشکي تهراني،  و آلرژينيبال يمونولوژيتخصص ا  فوق-۵
  دانشگاه علوم پزشکي تهراناستاديار  ،مرکز طبي کودکانمتخصص كودكان،  -۶
  دانشگاه علوم پزشكي تهران  مرکز طبي کودکانيو آلرژ يمونولوژي بخش ا، استاد دانشگاه علوم پزشکي تهراني،ني باليمونولوژيتخصص ا  فوق-۷
  



   ...ون وکيناز بروت ي عدم بيان پروتئين تيروزين رابطه
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  مقدمه
ــن       ــه جــ ــسته بــ ــاگلوبولينمي وابــ ــاري آگامــ   سبيمــ

)X-Linked Agammaglobulinemia [XLA] (نـــوعي 
  کمتر Bهاي   م آن شامل سلول   ينقص ايمني اوليه است که علا     

هاي ايمونوگلوبـولين و     کاهش تمامي ايزوتايپ  , درصد از يک 
ايـن بيمـاري در     . )۲،۱( باشـد  ي مي هاي مکرر باکترياي   عفونت

, ۱۹۹۳در سـال    . )۳(  توسط بروتون معرفـي شـد      ۱۹۵۲سال  
ــتوســط  ژن ايــن بيمــاري روي , طــور جداگانــه  هدو گــروه ب

 )BTK (کينـاز بروتـون    د و تيروزين  شي  ي شناسا Xکروموزوم  
 ـ ا ي اندازه. )۵،۴( نام نهاده شد    لوبـاز و ي ک ۵/۳۷ن ژن حـدود     ي

. باشـند  ي م كدكنندهها    عدد از آن   ۱۸ اگزون بوده که     ۱۹ يدارا
 ـ  طول اگزون   ـ جفـت بـاز متغ     ۵۶۰ تـا    ۵۵ن  يها ب در . ر اسـت  ي

 ـ پروموتر اي هيناح  ـ و TATA Box, ن ژني  CAAT Boxا ي
هـاي   يکـي از پـروتئين    , اين ژن . )۷،۶(  وجود ندارد  يمشخص
کنـد کـه نقـش        را کد مـي    Btkنام پروتئين     ه ب Tec ي  خانواده
پـروتئين  . )۵،۴(  برعهـده دارد   Bهاي   در تمايز سلول  را  مهمي  

Btk  ي     از ناحيهN -    ي ترمينال بـه سـمت ناحيـه C -ـ  ال ترمين
ــين    ــنج دومــ ــامل پــ    SH1 و PH ,TH ,SH3 ,SH2شــ

 مولکـولي بيمـاري     تـشخيص . )۷،۶( باشد مي) دومين كينازي (
بـوده و در اغلـب      BTK ژن   بررسي جهـش  بروتون بر اساس    

بروز جهش در اين ژن منجر به نقص در    , بيماران مورد مطالعه  
, حال در موارد خاص     با اين . )۹،۸( شود  مي Btkبيان پروتئين   

 ي  در ناحيـه  جهـشي هـيچ   , Btkرغم عدم بيـان پـروتئين        علي
, در ايـن مـوارد    . يافـت نـشده اسـت     ,  ژن مربوطـه   ي  کننده کد

داده  نـشان . )۱۱،۱۰( هـاي تنظيمـي وجـود دارد       احتمال آسيب 
ــرون   ــد  مــي BTK ژن ۱شــده اســت کــه جهــش در اينت توان

گذار  ثيرأت BTKبرداري از ژن  عملکردي بوده و بر ميزان نسخه  
اند که در اين ناحيه يک       گزارشات قبلي نشان داده   . )۱۲( باشد

 -۱ تنظيمي مثبـت در نزديکـي مـرز پـردازش اگـزون     ي  منطقه
اي دورتـر از    تنظيمي منفي در ناحيـه     ي   و يک ناحيه   ۱اينترون  

 تنظيمـي تـرانس     عواملاين مرز موجود است که محل اتصال        

ــابراين . )۱۱( دنباشــ مــي ــواحي تنظيمــي بررســي جهــشبن   ن
 و فاقد بيان پروتئين     كدكننده جهش در بيماران فاقد     BTKژن  
Btk   يبررس ـ, هدف از انجام اين مطالعه    .  ضروري خواهد بود 
کننـده بـه    بيمار مراجعه ۱۱ در  XLA يماري ب يد مولکول ييأو ت 

 آگامـاگلوبولينمي   يماري ب ينيم بال ي علا ين مرکز بود که دارا    يا
 وسترن بلات و يها روشوابسته به جنس بوده و با استفاده از    

  . قرارگرفتنديمورد بررس, آناليز جهش
  

  روش بررسي
 بـوده و در مرکـز       يکـاربرد -يادي ـن مطالعـه از نـوع بن      يا     
 ي دانـشگاه علـوم پزشـک     يآسم و آلرژ  , يمونولوژيقات ا يتحق

وابـسته و     بيمار غيـر   ۱۱, ين بررس ي در ا  .رفتيتهران انجام پذ  
 ـ علايدارا بــا , ي وابــسته بـه جـنس   آگامـاگلوبولينم ينيم بـال ي

 ـ    يتشخ  ـمع. وارد طـرح شـدند  ,  کودکـان  يص در مرکـز طب ار ي
هـاي    ابـتلا بـه عفونـت      ي  ن افراد تاريخچه  يمار در ا  يانتخاب ب 

هـاي سـرمي و     کاهش سطح ايمونوگلوبـولين   , ييمکرر باکتريا 
) هـا  فوسيتنکمتر از يک درصد کل ل      (Bهاي   سلول  تعداد کم 

  هب.  نرمال بود  Tهاي    سلول تعداد و عملکرد  . در نظرگرفته شد  
 راجعـه   ييها صورت عفونت   ه ب ينيم بال ين علا يطور خلاصه ا  
 ـ      ي آغـاز م ـ   ين نـوزاد  يبوده که از سـن      ـ يشـوند و بـا آتروف ا ي

 ـا. ها همراهنـد   لوزه  و يفاون بافت ل  يپوپلازيه هـا   ن عفونـت  ي
 ـتوا,  اسهال مزمن  ،تينوزيس, يشامل برونشکتاز   و  ياني ـت م ي

 يروس ـي انتروو يهـا   همچون عفونت  ييايرباکتري غ يها عفونت
تـست  , Btkجهـت سـنجش بيـان پـروتئين         . )۱۳(باشـند    يم

  اي خون محيطـي    هسته هاي تک  سلول: وسترن بلات انجام شد   
)Peripheral Blood Mononuclear Cells [PBMCs] (

کمک فايکول جداسازي و   هتوسط روش سانتريفيوژ گراديان ب
 ۱*۱۰6آنگـاه هـر     . شدند سرد شستشو داده     PBS1Xدر بافر   

وزن بـه   درصد   ۰۵/۰(بروموفنل بلو   [سلول توسط سمپل بافر     
  بتامرکاپتواتـانول  , ):۸/6PH( مـولار   ميلـي  ۷۰تـريس   , )حجم  

, )وزن بـه وزن   درصد   4۰(گليسرول  , ) وزن به وزن   درصد ۵(



 سعيد ناصري و همكاران 
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SDS) ۳ جهــت کــاهش  .دشــليــز )]  وزن بــه حجــمدرصــد
 صـوت فرامـواج   توسـط ا  ها   نهنمو DNAسلولي،  ويسکوزيته  

 جداسـازي و    SDS-PAGEلايزيت سـلولي در     . شدتخريب  
هاي بريده شـده بـر       بلات. دش منتقل   PVDF يسپس به غشا  

  هـاي اوليـه    بادي در مجاورت آنتي, اساس وزن مارکر مولکولي   
ــد ــدبتااکتين)  # ٣٥٣٢Cell signaling( Btk ضـ   و ضـ

)٤٩٦٧Cell signaling #  ( خرگوشي پروب شده و سپس در
ــ ــيکنـ ــه   ار آنتـ ــصل بـ ــي متـ ــه ضدخرگوشـ ــادي ثانويـ   بـ

HRP )٧٠٧٤Cell signaling #  ( انکوبـــه شــــدند .  
ــي لومينــسانس      ــستراي کم ــا اســتفاده از سوب ــت ب   در نهاي

ECL )Amersham Biosciences, UK(  کمـک فـيلم    و بـا
ــاهر X ي اشــــعه ــدن بانــــدهاي مــــورد نظــــر ظــ   .دشــ

ار م ـي هشت بDNA سالتينگ اوت،با استفاده از روش متداول    
د و  ش ـاسـتخراج    ,يط ـيهـاي خـون مح     از سلول , در دسترس 

 در ژن   ي احتمال يها جهشافتن  ي جهت   DNAن  ي از ا  يمقدار
BTK      هـا ابتـدا     نمونـه در آنجا،   .  به خارج از کشور ارسال شد

 شـده،   تقليـب و  كروماتوگرافي مايع با فشار بالا      توسط روش   
جاد ي اي هين روش بر پاي کار ايمبنا:  قرار گرفتند  يابيمورد ارز 

 ــ ــرودوپلکس ب ــکيهت ــته ن ت ــا يا رش ــشDNA يه  و ي وح
 از يافته جهش هترودوپلکس يها مولکول. باشد ي ميافته شـجه

ع فاز  ي ما ي توسط کروماتوگراف  ي نوع وحش  يها هومودوپلکس
گر جـدا   يکـد ي از   يا ژهي ـکس و ي ستون مـاتر   يمعکوس بر رو  

ــ  ــا. ددنش ــتون داراي ــت دين س ــرارت جه ــردن يني ح ــر ک چ
 ـابتدا کل , طور خلاصه   هب. )۱4( باشد ي م DNA يا رشته دو  ي هي

. شـوند  مـي  تكثيـر   PCRها و مرزهاي اينتروني توسـط      اگزون
 درجـه   ۹4 يقه در دما  ي دق 4مدت    ه ب PCRسپس محصولات   

 ـ اتاق با سرعت ي شده و سپس در دما يا رشته تک ک درجـه  ي
 ـ ۳سـپس   . شـوند  مـي قه سرد   يدر هر دق   تـر از   يکرولي م ۱۵ ي ال
 هدش ـ لـود   ,  فاز معکـوس   ي ستون حرارت  ي رو PCR محصول

ل توسط  يتري استون يان خط ي گراد ي رو DNA يساز آنگاه آزاد 
 )A ) M Triethylammonium Acetate [TEAA]۱/۰ بـافر 

انجـام  )  مول TEAA ۱/۰ استيرنيتريل و     درصد B) ۲۵  بافر و
ک هتـرودوپلکس و    ي ـن حـد تفک   ي کـه بهتـر    ييدمـا . شـود  مي

ذوب شـدن قطعـات   توسط تحليل  , باشد دارا   همودوپلکس را 
PCR    يزمـان , حالـت   نيدر ا . ديآ يدست م   ه شده هر اگزون ب 

 گـراد بـه    ي سانت ي   درجه ۵۰از  , يا ک درجه يش  يکه دما با افزا   
 DNA درصـد از     ۷۵, ي خاص ـ ي  در نقطـه  , رسد ي درجه م  ۵۵

 ـ صورت آلفـا    هموجود ب  انجـام  پـس از    . کس خواهـد بـود    يهل
 يتوسـط کمپـان   شده  تقليب فشار بالا و      با عي ما يکروماتوگراف

نموده  تعيين ترادف  را شدهPCRتمامي قطعات ها  آن مربوطه،
پس از  , )۷-۹ (بيمار در سه    .و نتايج سكانس را ارسال نمودند     

 جهـت تکثيـر      كدكننـده،  ي نـواح  تعيين تـرادف  ج  يحصول نتا 
  :پرايمرهاي,  پروموتري ناحيه

5 -́TCTGTGGGCTTATATTCCGAC-3    
  ´GGCCCTGGAGACATATTC-3 -´5و

  :جفت پرايمر, ١ ابتداي اينترون ي براي ناحيهو 
CTGAGTGGCTGTGAAAGGGT-3´ 5´- و  

5 -́TTTTATCTGACTGCTCCCTGC-3´  
 تعيــين تــرادفجهــت  PCR و محــصولات ند شــديطراحــ
  .شد ارسال

  
  ها يافته
 در يازده بيمار مبتلا Btkابتدا بيان پروتئين    , ن مطالعه يدر ا      

 قرار يابي وسترن بلات مورد ارزروش توسط XLAاري به بيم
بيـان  ) ٤-١١ بيمـاران    (در هـشت مـورد      ). ۱جـدول   ( گرفت

 ي اين موضوع با مقايـسه . )١شکل( مشاهده نشد   Btkپروتئين  
آنگـاه  .  نرمال و افراد بيمار مشخص شـد     ي   در نمونه  Btkباند  
,  ژنوميـک بيمـاراني کـه در دسـترس بودنـد      DNAهاي   نمونه

ها جهت يـافتن جهـش بـه كمپـاني       اج شد و اين نمونه    استخر
گونـه جهـشي در      هـيچ , بر ايـن اسـاس    . مربوطه ارسال شدند  

دو جهـش    ,در دو مـورد   .  مـشاهده نـشد    ۷-۹ و   ۱-۳بيماران  
 داراي ۱۰بيمـار  ). ۱جـدول  ( يافـت شـد     BTKجديد در ژن    

  .  بود(delAG 1040-1038) حذف کدن
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ن ي ـ در اBtk و سنجش بيان پروتئين جهش تحليل: ک بيماران ايراني آگاماگلوبولينمي وابسته به جنس    يلوژمونوي و ا  يمشخصات مولکول : ۱جدول  
افت يماران ين بيز در ايد ني جدجهشدو . دش مشاهده Btkن يان پروتئيب  و در هشت مورد عدم    Btkان نرمال   يماران انجام شد که در سه مورد ب       يب

  . باشد يک درصد مي کمتر از B يها د بوده و درصد سلولي افت شدي داراي سرميها نيونوگلوبولميزان ايم, مارانين بي ايدر تمام. شد
  

IgA IgM IgG CDني والديشاونديخو تحليل جهش ١٩    Btk ماريب  اني ب  
 انجام نشد
 انجام نشد

٠ 
٠ 
٣٠ 
٠ 

 انجام نشد
 انجام نشد
 انجام نشد

٢٠ 
 انجام نشد

 انجام نشد
 انجام نشد

٣ 
٢٩ 
١٢٢ 
٠ 

م نشدانجا  
 انجام نشد
 انجام نشد

٢٥ 
 انجام نشد

 انجام نشد
 انجام نشد

٢٥٧ 
٤٩ 
٥٢٠ 
٠ 

 انجام نشد
 انجام نشد
 انجام نشد

١٠٠ 
 انجام نشد

٠٧/٠  
٠١/٠  
٥٥/٠  
٣٣/٠  
٠ 
٩٤/٠  
٢/٠  
٠٥/٠  
٥/٠  
١٧/٠  
٤٦/٠  

 موتاسيوني يافت نشد
 موتاسيوني يافت نشد
 موتاسيوني يافت نشد

 انجام نشد
 انجام نشد
 انجام نشد

اسيوني يافت نشدموت  
 موتاسيوني يافت نشد
 موتاسيوني يافت نشد

c.1038-1040 delAGG 
IVS8-2delA 

 بلي
 بلي
 بلي
 خير
 خير
 خير
 خير
 خير
 خير
 خير
 خير

 بيان نرمال
 بيان نرمال
 بيان نرمال
 عدم بيان
 عدم بيان
 عدم بيان
 عدم بيان
 عدم بيان
 عدم بيان
 عدم بيان
 عدم بيان

۱ 
۲ 
۳ 
۴ 
۵ 
۶ 
۷ 
۸ 
۹ 
۱۰ 
۱۱ 

c : cDNA  del :حذف(deletion)   IVS :انداز توالی فاصله(Intervening Sequence)  

 
  

  
  
 

 
 

 
  
  
  
  
  
  

پروتئين , در سه بيمار  و)۴- ۱۱(مشاهده نشد Btk  بيان پروتئين , در هشت بيمارXLA:در بيماران ايراني هاي تست وسترن بلات  گراف :١شکل
Btk يآميد به غشا سلول از ژل آکريل ۱۰۶يت لايز. )۱-۳ (دشصورت نرمال بيان  ه   ب PVDF د و غشا به دو قسمت داراي باندهاي ش منتقلBtk 

ــد  ــده ش ــااکتين بري ــتريپ. و بت ــ اس ــا ب ــي   هه ــا آنت ــه ب ــادي صــورت جداگان ــي ب ــاي پل ــال ضــد ه ــونBtk) ۷۷ کلون ــين)  کيلودالت   و ضــدبتا اکت
  ).CN: Control Normal (دندش روي فيلم راديوگرافي ظاهر ECL سيستم نظر توسط هاي مورد نژوگه شدند و سپس باندوک) کيلودالتون ۴۵(

  
  
  
  
  

Btk 

β-actin 

Btk 

β-actin 

β-actin 

Btk 
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صورت حذف درون   به ۱۱ تغيير در اگزون ي اين حذف   نتيجه
  اسيد گلايسين از دومـين     باشد که در نتيجه آمينو     چارچوب مي 

۲SH   ــ۱۱ در بيمــار. حـذف شــده اسـت    ه نقـص پردازشــي ب
ــه  ــذف نقطـ ــورت حـ ــرون  صـ ــاق۸اي در اينتـ ــاد اتفـ     افتـ

)2delA-IVS8 (   ــه ــکال در ناحي ــروز اش ــب ب ــه موج    ي ک

 ـ. دش ـ ۸ پردازشي در اينتـرون      ي  گيرنده کـه در     دليـل ايـن     هب
 بيـان نـشده بـود و در عـين حـال        Btkپروتئين  , ۷-۹بيماران  

,  يافـت نـشد   BTK  ژن كدكننـده  در نـواحي     جهشيگونه   هيچ
 ـ    ۱نواحي پروموتر و اينتـرون     هـم  عنـوان منـاطق م     ه ايـن ژن ب

.)۳و۲اشـــكال  (شـــدند  و تعيـــين تـــواليPCR, تنظيمـــي
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

 جفت بازي ۶۲۷ شد و باند PCR در اين سه بيمار BTK پروموتر ژن ي ناحيه . XLA) P7-P9 :(A نواحي تنظيمي در سه بيمار PCR :٢شکل
   نيز در سه بيمار فوق روي ژلBTK ژن ۱ي ابتدايي اينترون   جفت بازي مربوط به ناحيه۴۹۵باند . B.  درصد تأييد شد۱روي ژل آگاروز 

  ). M:marker ،CN: Control Normal( درصد آگاروز مورد تأييد قرار گرفت ۱
  
 
 
 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
  

  

 نمـايش  ۷ هدر بيمار شمار) B (BTK ژن ۱و نيز اينترون ) A(قسمتي از کروماتوگرام نواحي پروموتر  :BTK نواحي تنظيمي ژن  سکانس :٣شکل
دسـت آمـده    هاي به  توالي) ۹ و ۸(در دو بيمار ديگر نيز . گونه تغييري در نواحي سکانس شده مشاهده نشد     در هر دو مورد، هيچ    . داده شده است  

  .باشد هاي فوق مي مطابق با سکانس
  

B A 

٦٢٧ bp ٥٠٠bp 
٥٠٠bp ٤٩٥bp 

B A 
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ــرم  ــتفاده از نـــ ــا اســـ ــپس بـــ ــن ســـ ــزار آنلايـــ    افـــ
BLAST )http://blast. ncbi. nlm.nih. gov/ Blast. cgi ( 

 BTK توالي مربوط به بيمار با تـوالي نرمـال ژن           تراز نمودن  هم
(www.ensembl.org)  در اين مناطق   , حال  با اين . انجام شد

بيـان  , )۱-۳بيماران   (در سه مورد ديگر   .  يافت نشد  جهشنيز  
 BTK در ژن يجهشدر حد نرمال ارزيابي شد و  Btkپروتئين 

از يـازده بيمـار بررسـي شـده در ايـن         . )۳شـكل    (دشيافت ن 
    سـه فـرد    DNAهـاي    دسترسي به نمونـه    دليل عدم   هب, مطالعه

 نـشدند و تنهـا بيـان    جهـش  تحليـل اين موارد   , )٤-٦بيماران  (
ها مورد آزمايش قرار گرفت و مشخص شد که در           پروتئين آن 

  .  وجود داردBtkاين افراد نيز نقص در بيان پروتئين 

 
  بحث
 اگزون آن ۱۹دليل تعداد   ه بBTK ژن جهش تحليل, اصولا     

در مـواردي از نقـص   ,  علاوه بر ايـن  .)۱۵( کاري زمانبر است  
 تعيـين تـوالي    تـوان بـا روش     نمـي , بادي با علت نامعلوم    آنتي

بنابراين اولين قـدم    . )۸( نظر پيدا نمود   ها را در ژن مورد     جهش
بيان  دمسنجش بيان يا ع   , XLAدر تشخيص مولکولي بيماري     

 ۹۸است که در حـدود        داده شده    نشان .باشد  مي Btkپروتئين  
 وجود ندارد يا کاهش يافته      Btkبيان پروتئين   , از موارد درصد  

 ـ  Btkسنجش بيان پـروتئين     , حال اين  با .)۹( است  ه همـواره ب
 مـشكوك يد مولکولي افـراد     أيکننده جهت ت    تعيين روشعنوان   

يک مورد با بيان نرمال    , چهچنان.  نخواهد بود  XLAبه بيماري   
ــروتئين  ــکننده Btkپ ــپ ش ) Leaky Phenotype ( و فنوتي

اي  هاي نقطه جهشهمچنين برخي از . )۱۵( گزارش شده است
 ـBtkبيان نرمال پـروتئين  , C ۲۸Rمانند  دنبـال خواهنـد    ه را ب

گروه بيماراني که در اين مطالعه مورد بررسـي    از. )۱۶( داشت
 Btk داراي بيان نرمـال پـروتئين    )۱-۳( سه بيمار , قرار گرفتند 

ــد ــ. بودن ــدم  هب ــل ع ــود  دلي ــشوج ــز  BTK در ژن جه و ني
 يسـاير اجـزا    احتمال نقـص در   , خويشاوندي والدين بيماران  

 : از جملـه B هـاي  هاي سطح سـلول  گيرندهمسير سيگنالينگ 

دالتـوني    کيلـو ٨٥زيرواحد , µ ,5λ ,BLNK سنگين  ي  زنجيره
, ۲ گامـا  Cفـسفوليپاز , )PI3K (کينـاز  اينوزيتول تري  فسفاتيديل

Igα و Igβکه توجه اين  قابلي نکته .)۸، ۱۷ و۱۸(  وجود دارد ,
ــا شــروع زودهنگــام   نقــص در ژن ــال معمــولا ب هــاي اتوزوم

م بيمـاري در مقايـسه      يتر علا  هاي شديد  ها و پيچيدگي   عفونت
ديگـر ايـن    در سـه بيمـار   . )۱۷،۸(  همراهند XLAبا بيماران   

ــواحي , Btk بيــان پــروتئين وجــود عــدم بــا, )۷-۹( مطالعــه ن
در ايـن  .  اينترون سـالم بودنـد     - و نيز مرزهاي اگزون    كدكننده

ــراد ــه, اف ــوتر ژن ي ناحي ــدين BTK پروم ــه داراي چن  box ک
, GC boxبرداري از قبيـل   نسخه عواملتنظيمي جهت اتصال 

GT box ,PU1 box باشد مورد بررسي قرار گرفـت  مي...  و 
همچنـين  . ي در ايـن ناحيـه يافـت نـشد     جهـش چ  اما هي . )۱۹(

شـد کـه در ايـن    جهـش   تحليـل  نيز ۱ي اينترون ي ابتداي  ناحيه
نشان داده شـده اسـت کـه در        . دشناحيه هم تغييري مشاهده ن    

ــرون  ۵۰۰ ــدايي اينت ــاز ابت ــي , BTK ژن ۱ ب ــصر تنظيم دو عن
ــد ــرات  )Cis-acting Elements( موجودنــ ــه تغييــ  کــ

بـرداري از ژن   تقيما بر ميزان نـسخه ها مس نوکئوتيدي در آن   تک
BTK هـا شـامل يـک       ايـن دومـين   . )۱۱و۱۲( گـذارد  ثير مي أ ت
 جهت  ۱ باز ابتداي اينترون     4۳ قوي تنظيمي مثبت در      ي  ناحيه

 و 5G > A+باشد کـه تغييـرات     ميPU1 ترانس عاملاتصال 
+6T > Gـ  دليـل ايجـاد اخـتلال در اتـصال       ه در اين ناحيه ب

 ـ  شـروع نـسخه    عوامل مـستقيما بـر    , رداري بـه ايـن قـسمت      ب
تـر    دوم در دوردست ي ناحيه. گذارند ثير مي أبرداري ژن ت   نسخه

 ـ   )٤٩١ و   ٢٨١بـين بازهـاي     ( قرار گرفته اسـت    عنـوان    هکـه ب
 البته با اهميت کمتري نسبت به دومـين      , تنظيمي منفي  ي  ناحيه

ن نشان  يهمچن. )١١( باشد ثر مي ؤبرداري م  بر ميزان نسخه  , قبل
 داراي يـک سـايت   BTK ژن ١٠شده است کـه اينتـرون    داده  

, Bهـاي    است کـه در سـلول    Pre-B هاي متيلاسيون در سلول  
ــي ــه م ــود دمتيل ــه . )۲۰( ش ــه و دو ناحي ــن ناحي ــاور ي اي  مج

 و Eهـاي    همچون جعبـه  , برداري  نسخه عواملشونده به    متصل
  . مؤثرندBtkصحيح بيان پروتئين در روند , -۲AP ي ناحيه
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  يگير نتيجه

توان به بيان يـا عـدم         با توجه به مطالب ياد شده، تنها نمي     
 جهت تأييد قطعي بيماري آگامـاگلوبولينمي       Btkبيان پروتئين   

مضافا، بـروز نقـص در برخـی از         . وابسته به جنس اکتفا نمود    

 را  XLAهاي مشابه    هاي اتوزومال نيز ممکن است فنوتيپ      ژن
 ای نادر اينترونيک  ه جهشموضوع ديگر بررسی    . شود موجب  

 و فاقـد  Btk است که فاقد بيان پـروتئين   در ارتباط با بيماراني   
   .باشند جهش در ژن آن مي
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Background and Objective: X-linked agammaglobulinemia (XLA) is a primary immunodeficiency disorder 

characterized by recurrent bacterial infections, profound lack of serum antibodies and reduced circulating B 

lymphocytes. Mutations in Bruton´s tyrosine kinase gene (BTK) result in XLA. It is shown that absence of 

Btk protein expression may be accompanied by no mutations in coding regions in some cases, instead 

alterations in conserved regulatory domains of promoter and the first intron of BTK gene maybe occurred. 

The aim of this study was evaluation of Btk expression and mutation analysis in coding and regulatory 

regions of the gene.  

Materials and Methods: In this study, eleven XLA patients were enrolled. Btk expression was analyzed by 

western immunoblotting method. Mutation analysis was carried out in eight patients. In three cases, PCR of 

the regulatory regions was performed with designed primers, followed by sequencing. 

Results: According to western blot, normal Btk expression in three patients and null expression in eight 

others was observed. Mutation analysis showed two novel BTK mutations in two patients (1038-1040 

delAGG and IVS8-2delA). No coding or regulatory region mutations were found in three cases with null Btk 

expression. 

Conclusion: Based on these results, three cases with null expression and had no coding or regulatory region 

mutations are interesting. It is possible that some rare regulatory defects may have been occurred, other than 

conventional sites. This must be taken into account for future investgations.  
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