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  خون محيطي بيماران مبتلا به نقص ايمني  CD38+ Bهاي  در لنفوسيت BCL6بررسي ميزان بيان 

  )CVID( شايع متغير
  

  ، 4رويا شركت ،3شكراله فرخي، 2نفيسه اسمعيل، 2خاني حاكمي مزدك گنجعلي، 1فائزه عباسي راد
  1، ساناز افشار قاسملو5رضا يزداني

  
  

  چكيده
 اي جموعهترين نارسايي ايمني اوليه از نظر علايم باليني و م )، فراوانCVIDيا  Common variable immunodeficiency( متغير شايعنقص ايمني  مقدمه:

بادي در برابر عفونت يا واكسن  بادي و نارسايي در پاسخ آنتي آنتي سرمي سطح هايي مانند كاهش ويژگيبا  كه اغلب باشد مي ايمونولوژيك هاي ناهمگون از ناهنجاري
اي گردش خون و كمبود يا فقدان پلاسماسل بروز  خاطره Bهاي  ، جهش سوماتيك، كاهش تعداد سلولBهاي  همراه است. اين سندرم به صورت اختلال در بلوغ سلول

بيان بررسي ي حاضر،  از انجام مطالعه باشد. هدف مي B)، فاكتور رونويسي مهمي براي تكامل و تكثير سلول B-cell Lymphoma 6 )BCL6كند. مولكول  مي
BCL6 هاي  لنفوسيتB CD38+ بيماران مبتلا به  خون محيطيCVID بود.  

پيش  CVIDمبتلا به  بيمار 14 سالم و فرد 14ون از خ )PBMC يا Peripheral blood mononuclear cellاي خون محيطي ( هاي تك هسته سلول ها: روش
با روش ايمونومگنت خالص  +B CD19هاي  سلول شد. سپس جدا Ficollشيب چگالي  استفاده از با)، Intravenous immunoglobulin )IVIGاز درمان با 

 .مورد بررسي قرار گرفت فلوسايتومتريبا كمك روش  +B CD38هاي  لنفوسيت BCL6گرديد و بيان 

 دار نبود درصد بود كه اين تفاوت طبق تجزيه و تحليل آماري، معني 58/0و  51/1در بيماران و افراد سالم به ترتيب  +B CD38هاي  لنفوسيت BCL6بيان  ها: يافته
)05/0 > P(. 

، هرچند ميانگين بيان بودسالم نسبت به افراد  بيمارافراد  +B CD38هاي  لنفوسيت BCL6بيان  ميانگين در دار معني تفاوت عدم وجود نتايج حاكي از گيري: نتيجه
BCL6 ها در افراد بيمار بيشتر از افراد سالم مشاهده گرديد اين لنفوسيت.  

  +B CD38هاي  لنفوسيت، PBMC ،BCL6، پلاسماسل، B لنفوسيت واژگان كليدي:

  
 BCL6بررسي ميزان بيان  .، يزداني رضا، افشار قاسملو سانازشركت رويا فرخي شكراله،، اسمعيل نفيسه، مزدكخاني حاكمي  گنجعلي، عباسي راد فائزه ارجاع:

): 432( 35؛ 1396مجله دانشكده پزشكي اصفهان . )CVID( خون محيطي بيماران مبتلا به نقص ايمني شايع متغير CD38+ Bهاي  در لنفوسيت
634-629  

  
  مقدمه

ــر    ــايع متغيـــ ــي شـــ ــص ايمنـــ ــاري نقـــ ــا  CVID(بيمـــ   يـــ
Common variable immunodeficiency ،(هـاي   جملـه بيمـاري   از

سال و  5كودكان با سن  اغلب كهشود  محسوب مياوليه ي ايمننارسايي 
 )1( كنـد  درگير مي ،دوم و سوم زندگي هستند ي كه در دههرا يا افرادي 

. شـيوع  )2(باشـد   ي شايع مي دومين نقص ايمني اوليه و از نظر فراواني،
در مردان و زنان يكسان است و فراواني افـراد مبـتلا بـه     CVIDبيماري 

هزار نفـر تـا يـك     10ي يك در  هاي مختلف در محدوده آن در جمعيت
بـر   CVID. تشـخيص بيمـاري   )1(هزار نفر گزارش شده است  50در 

ژن،  بادي اختصاصي بعد از برخورد بـا آنتـي   اساس ناتواني در توليد آنتي
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و بـه   Immunoglobulin G )IgG(، IgAكاهش آشكار سطح سـرمي  
بـادي   ي كمبـود آنتـي   و در سـاير عوامـل ايجـاد كننـده     IgM طور شايع
هـاي در   ز بيمـاران نارسـايي  ا در بعضـي  . همچنين،)3(گيرد  صورت مي
 .)4- 5(شـود   گـزارش مـي  دنـدريتيك   هاي سلول و B، T هاي لنفوسيت
مشـخص  ل كام ـ بـه طـور   بيمـاري اين درگير در  هاي مولكولي مكانيسم
نقـص   CVIDدرصد بيمـاران مبـتلا بـه     90به طوري كه حدود  ؛نيست

درصد آنـان دچـار نقـص ژنتيكـي در يكـي از       10ژنتيكي ندارند و تنها 
البتـه علـل   ند. هسـت  CD81و  TACI ،ICOS ،CD19 ،CD21هاي  ژن

  .)6( باشد دخيل نيز ممكن است در پاتوژنز بيماري يديگر ي ناشناخته
شـامل كـاهش چشـمگير ميـزان      CVIDهاي اصلي بيمـاري   نشانه

هاي عفوني مكـرر   هاي ذكر شده در سرم بيمار، ابتلا به بيماري بادي آنتي
هـاي   در دستگاه تنفسي و گوارشي و همچنين، افزايش وقـوع گرانولـوم  

بـه طـور كلـي، از    . )2(است تومورهاي گوارشي  وها  التهابي، خودايمني
توان به نقـص در   مينقش دارد،  CVIDعلل مهمي كه در ايجاد بيماري 

 .)6(به پلاسماسل اشاره نمود  Bفعال شدن، تكثير و تبديل شدن سلول 
هـاي   ، ردهCVIDتازگي مشاهده شده است كه در بيمـاران مبـتلا بـه     به

در هـر   Bشود و بلوغ سـلول   نيز دچار نقص مي Bمختلف بلوغ سلول 
ي گـذرا  هـا  توانـد در رده  تواند دچار اشكال گردد. اين نقص مـي  رده مي

ي سلول  ي تعويض كلاس شده و نشده (حد واسط)، نابالغ، بالغ، خاطره
B  در  پلاسماسـل  عـدم وجـود  يـا   پلاسماسـل و  مكتعداد .)7- 8(باشد

هـا از   پلاسماسـل  .)9- 10(شـود   مشـاهده مـي   CVID مبتلا بـه  بيماران
. يابنـد  تمـايز مـي   خاطره Bهاي  سلول و به طور كل از ها بلاستپلاسما 

هـاي حفـاظتي    بـادي  منبـع آنتـي   ،عمر طـولاني ي  نيمههاي با  پلاسماسل
، IgMي شــامل هــاي خــون محيطــ بلاســت). پلاســما 11(باشــند  مــي

CD38++ ،CD27++  وCD19+ لازم به ذكر است كـه مولكـول    .دهستن
CD38 هاي  ها و سلول به مقدار زيادي روي پلاسماسلT  وB   فعـال و

شـود و در فعاليـت    بيـان مـي   گـذرا  Bهـاي   به مقدار كمتر روي سـلول 
  .)12( ها نقش دارد ها و برقراري اتصال و متابوليسم آن لنفوسيت

ي تمـايز   ي ژنـي تنظـيم كننـده    مطالعات گذشته وجود يك شبكه
هـاي تنظـيم    انـد. از جملـه گـروه    به پلاسماسل را نشان داده Bسلول 

ي آنتاگونيستي قرار  كننده، فاكتورهاي رونويسي هستند كه در دو دسته
 Bهايي كه موجب پيشرفت و حفـظ سـلول    ي اول آن گيرند؛ دسته مي

ــامل  ــتند و شـ و  B-cell Lymphoma 6 )BCL6 ،(PAX5هسـ
BACH2 كه پـيش برنـده و تسـهيل     هايي ي دوم آن باشند و دسته مي
ــده ــلول  كننـ ــايز سـ ــامل   Bي تمـ ــتند و شـ ــل هسـ ــه پلاسماسـ   بـ

Interferon regulatory factor 4 )IRF4 ،(X-box binding 

protein 1 )XBP1 و (B-lymphocyte maturation promoting-

1 )BLIMP-1به طور كلي، نقص در هـر كـدام   )13-14(باشند  ) مي .
د باعث نارسايي در تكثير، فعال شدن يا تمايز توان ها مي از اين مولكول

به پلاسماسل شود. نقص در بيان برخي از اعضاي اصلي تبديل سلول 
B  به پلاسماسل مانندBCL6  وBLIMP-1 تواند عامل بعضـي از   مي

  .)2(باشد  CVIDتغييرات فنوتيپي در بيماران مبتلا به 
BCL6     فاكتور رونويسي مهمي براي تكامـل و تكثيـر سـلولB 

باشد و در مطالعات اخير به عنـوان يـك عامـل انكـوژن در لنفـوم       مي
ــلول  ــت    Bس ــده اس ــناخته ش ــاني ش ــك   .)13(انس ــاكتور ي ــن ف   اي

Zinc finger protein    اي سـركوبگر   و در واقع، يـك فـاكتور هسـته
، امـا بيـان آن در   شود ها يافت مي آن در بيشتر بافت mRNA است كه

ها محدود شده است و بيشترين بيان آن در  سطح پروتئيني به لنفوسيت
) مشـاهده  Germinal centerسنتروبلاست و سنتروسيت مركز زايـا ( 

، مركـز زايـايي وجـود    BCL6گردد و در صورت وجود نقص در  مي
، PAX5و  BCL6هـايي ماننـد    . با كاهش پروتئين)2(نخواهد داشت 

توانند به پلاسماسل تمايز يابند. مشاهده شده است  اطره ميهاي خ سلول
و براي اين  )14(خاطره وجود ندارد  Bهاي  ها در سلول كه اين مولكول

 Mitogen-activated protein kinaseكــاهش، فعــال شــدن مســير  
)MAPKبه دنبال پيام (  دهي قويB cell receptor )BCR ضروري (

كوئيتينـه   فسفريله و هدفي براي يـوبي  BCL6باشد كه به دنبال آن  مي
ي اين كـاهش و تخريـب    شود. در نتيجه ) ميUbiquitinationشدن (
BCL6 خروج سلول ،B  گـردد و بـه دنبـال آن     از مركز زايا آغاز مـي

هـاي خـاطره پـيش     مراحل تمايز به سمت پلاسماسل و ايجاد سـلول 
 ـ BCL6. همچنين، استيله شدن )7، 14(رود  مي ا موجـب  در مركز زاي

  .)7(شود  غير فعال كردن آن در اين ناحيه مي
 ي ايـن  برانگيزاننـده هاي متعددي جهت شناسـايي عوامـل    تلاش

وجود ندارد.  آنمدي براي ادرمان كار اما ،بيماري صورت گرفته است
هـاي   روش ي هـاي جالـب توجـه در زمينـه     پيشـرفت  ديگر، از طرف

اي را  تـازه  هـاي  اخير، افـق هاي  درماني مولكولي (ژن درماني) در سال
ثر در ايجاد بيماري و استفاده از ؤم هاي ها و پروتئين ي ژنيبراي شناسا

اند، پيش  ي كه تاكنون درمان قطعي نداشتهيها ها براي درمان بيماري آن
 CVIDبا توجه به ايـن كـه در بيمـاران مبـتلا بـه       .رو قرار داده است

سل وجود دارد و اين كـه  به پلاسما Bنقص در تكامل و تمايز سلول 
هــاي احتمــالي علــت بــروز ايــن بيمــاري، نقــص در  يكــي از گزينــه

 Bجهت تكثير، بقا و تمايز سلول  Bهاي  هاي درگير در سلول مولكول
رو، بررسي ايـن مولكـول    است؛ از اين BCL6به پلاسماسل از جمله 

تواند در شناخت علت بيماري كمك كننـده باشـد.    در اين بيماران مي
رسد  يان ذكر است كه بر اساس جستجوي منابع مختلف، به نظر ميشا

برداري در خون محيطي بيماران  كه تاكنون ميزان بيان اين فاكتور نسخه
بررسي نشده است. بنابراين، براي نخستين بار تصميم  CVIDمبتلا به 

چنانچـه نقـص   گرفته شد اين فاكتور در تحقيق حاضر بررسي گـردد.  
نقـش   گيـرد و  قـرار  تأييـد م بيماري مورد يايجاد علامولكول در اين 
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به توان از نتايج  ميدر آينده در ايمونوپاتوژنز بيماري اثبات شود،  ها آن
  .تشخيص يا درمان بيماري استفاده نمود به منظور دست آمده

  
  ها روش

بيمـار   14شاهدي بود و به منظور انجام آن،  -اين مطالعه از نوع مورد
فرد سالم بـه عنـوان گـروه     14به عنوان گروه مورد و  CVIDمبتلا به 

توسـط   CVIDتشـخيص بيمـاري    شاهد مورد بررسي قـرار گرفتنـد.  
پزشك متخصص با توجه به معيارهـاي انجمـن نقـص ايمنـي اروپـا      

)European Society for Immunodeficiencies  ياESID ( انجام
 كاهش مشخص درو  IgGو شامل كاهش محسوس در سطح  گرفت

از بعد شروع نقص ايمني  ،IgA يا IgMهاي  يپاحداقل يكي از ايزوت
و  پاسخ ضعيف بـه واكسيناسـيون  ، فقدان ايزوهماگلوتينين، سالگي دو
به دليـل ايـن    .)9(بود  گذاشتن افراد مبتلا به هايپوگاماگلوبولينميا كنار

) تحت Intravenous immunoglobulin )IVIGكه تمام بيماران با 
(قبـل از   IVIGهفتـه بعـد از تزريـق     3-4گيـري   ند، نمونهدرمان بود

ي (س) كلينيـك بيمارسـتان الزهـرا    تزريق نوبت بعدي) در بخـش دي 
سازي  پس از همساني كتبي، انجام شد.  نامه اصفهان، پس از اخذ رضايت

 نيـز از  نمونه خـون  14هاي مورد و شاهد از لحاظ سن و جنسيت،  گروه
هيچ كدام از افراد گروه شـاهد، عفونـت   گرديد كه  آوري جمع سالمافراد 

 .مكرر و همچنين، نقص ايمني اوليه و ثانويه نداشتند

اي خون محيطـي   هاي تك هسته گيري و جداسازي سلول خون
)Peripheral blood mononuclear cell  يـا PBMC(:   در ابتـدا

هاي مـورد و شـاهد گرفتـه شـد و بـه       سي خون از افراد گروه سي 10
 Ethylenediaminetetraacetic acid هـاي حـاوي   سرعت به ويـال 

)EDTA( گيـري،   منتقل گرديد و در حداقل زمان ممكن پس از نمونه
افراد گروه شـاهد  مورد استفاده قرار گرفت.  PBMCبراي جداسازي 

هـاي تنفسـي يـا گوارشـي      گونه عفونت ي هيچ كساني بودند كه سابقه
، PBMCجهت جداسـازي   نداشتند.هاي نقص ايمني  مكرر و بيماري

ــالي   ــيب چگ ــپس   Ficoll ،077/1از روش ش ــد و س ــتفاده گردي اس
PBMCدو بار بـا محلـول    هاPhosphate buffered saline )PBS (

نشين لوله اضافه  به ته PBSليتر از  ميلي 1شستشو داده شد و در پايان 
  گرديد و به صورت سوسپانسيون درآمد.

از  Bهـاي   از اين روش بـراي جداسـازي سـلول    ايمونومگنتيك:
اين روش جداسازي، بازده بسيار بـالايي دارد   خون كامل استفاده شد.

ــالايي   و جمعيــت ســلول هــاي جــدا شــده، داراي خلــوص و دوام ب
ــي ــتون  مـ ــند. سـ ــركت    باشـ ــايي (شـ ــت آهنربـ ــاي ايمونومگنـ   هـ

Miltenyi Biotec آلمــان) بــا اســتفاده از ،Anti-CD19 متصــل بــه 
جداسـازي   Bهـاي   لنفوسـيت  PBMCهاي آهن، به هنگام گذر  دهبرا

  ).شدند (مراحل كلي طبق دستورالعمل كيت انجام گرفت
جدا شـده در محـيط    Bهاي  سلول :Bهاي  تحريك و كشت سلول

) بـا  Roswell Park Memorial Institute-1640 )RPMI1640كشت 
سـيلين كشـت    درصد پني 1و  )Fetal bovine serum )FBSدرصد  10

ميكروگـرم   5داده شد و جهت تحريك و افزايش بيان پروتئين مورد نظر، 
ــي ــر ميل ــر  ب ــاSigma-Aldrichشــركت ( Anti-CD40ليت  5و ) ، آمريك

بـه آن   )، آمريكاBioLegendشركت ( Anti-IgMليتر  ميكروگرم بر ميلي
ي  درجـه  37سـاعت در انكوبـاتور بـا دمـاي      24افزوده شد و به مـدت  

  اكسيد كربن نگهداري گرديد. درصد دي 5گراد به همراه  سانتي
خـون محيطـي بـا     Bهـاي   آميزي لنفوسـيت  رنگ فلوسايتومتري:

) و anti-CD38-PerCP )eBioscienceهــاي  بــادي اســتفاده از آنتــي
anti-BCL6-FITC )Santa Cruz     انجـام گرفـت و جهـت حـذف (

رده (ايزوتايــپ) بــا  هــاي هــم بــادي اتصــالات غيــر اختصاصــي، آنتــي
هاي فلورسنت مورد استفاده قرار گرفت. همچنـين، از سـرم    بادي آنتي

هـاي غيـر اختصاصـي در سـطح      بز به منظور مسـدود كـردن گيرنـده   
ــلول ــاي  س ــتگاه    Bه ــا دس ــايتومتري ب ــد. روش فلوس ــتفاده گردي   اس

BD FACSCalibur  افـــزار  هــا در نـــرم  صــورت گرفـــت و داده
CellQuest گرديد ليو تحل هيتجز.  

  
  ها افتهي

هاي نقص ايمنـي ماننـد كمبـود انتخـابي      تشخيص انواع شايع بيماري
IgA ،CVID بر اساس معيارهـاي بـاليني و آزمايشـگاهي     ،و بروتون

هاي درگيـر در   رو، شناسايي و بررسي مولكول . از اينگيرد صورت مي
كنـد.   ها كمـك مـي   ها، به شناخت و درمان بهتر آن پيشبرد اين بيماري

با استفاده  BCL6ميزان بيان پروتئين  ي حاضر در مطالعه ،بدين منظور
ميـانگين درصـد    از روش فلوسايتومتري مورد بررسـي قـرار گرفـت.   

BCL6 هاي  لنفوسيتB CD38+  و  شـاهد هـاي   خون محيطي گـروه
مرد مراجعه كننده به  8زن و  6در پژوهش حاضر،  محاسبه شد. مورد

درمـاني بيمارسـتان الزهـراي (س)     -كينيك مركز آموزشـي  بخش دي
بـه عنـوان گـروه    سـالم  مرد  8زن و  6اصفهان به عنوان گروه مورد و 

هاي مورد و شاهد  شاهد مورد بررسي قرار گرفتند. ميانگين سني گروه
سـال بـود و دو گـروه از     60/22 ± 34/5و  80/21 ± 74/5به ترتيب 

   آزمـــون بـــا اســـتفاده از هـــا داده نظـــر ســـن همخـــواني داشـــتند.
Mann-Whitney مورد تجزيـه و  و  شاهدهاي  گروه ي مقايسه جهت

در نظـر گرفتـه   ي دار به عنوان سطح معني P > 05/0و  گرديد تحليل
خون محيطي در  Bهاي  نشان داد كه درصد متوسط سلول ها يافتهشد. 

بود كه تفاوت  درصد 51/1 موردو در گروه  درصد 58/0 شاهدگروه 
  ).1) (شكل P < 05/0( بين دو گروه مشاهده نشدداري  معني
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نيز بررسـي شـود.    IRF4و  BLIMP-1مانند  Bفرايند سيگنالينگ سلول 
بيمـاري   ي ايـن  برانگيزاننـده هاي متعددي جهت شناسـايي عوامـل    تلاش

 رو، از ايـن  د.وجود ندار آنمدي براي ادرمان كار اما ،صورت گرفته است
هاي ژنتيكي، اختلالات ايمونولوژيك و  شناسايي روابط متقابل بين نارسايي

  .بخشد فنوتيپ باليني، درك از پاتوژنز اين بيماري را بهبود مي

  

  تشكر و قدرداني
ي  مقطع كارشناسي ارشد به شـماره ي  نامه ي حاضر برگرفته از پايان مطالعه

باشد كه بـا حمايـت    ، مصوب دانشگاه علوم پزشكي اصفهان مي394669
مالي اين دانشگاه انجام گرديد. بدين وسيله از تمام افرادي كه در انجام اين 

 .آيد پژوهش همكاري نمودند، تشكر و قدرداني به عمل مي
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Abstract 

Background: Common variable immunodeficiency (CVID), the most common symptomatic primary 
immunodeficiency, is a heterogeneous set of immunological abnormalities including decreased serum levels of 
antibodies, and impaired antibody response to infections or vaccination. The syndrome includes impaired B-cell 
maturation, impaired somatic hypermutation, reduced numbers of circulating memory B cells, and absent or 
reduced plasma cells. B cell lymphoma 6 (BCL6) is a transcription factor which is important for the evolution 
and proliferation of B cells. This study aimed to investigate the expression of BCL6 in peripheral blood CD38+ 
B lymphocytes in patients with CVID.  

Methods: Blood samples were collected from 14 patients with CVID under substitutive immunoglobulin (Ig) 
therapy before immunoglobulin infusion and 14 normal controls. Then, peripheral blood mononuclear cells 
(PBMCs) were isolated using Ficoll-Hypaque density centrifugation. CD19+ B lymphocytes were purified from 
PBMCs by positive selection using B-cell isolation kit. Flow cytometery method was employed to determine the 
expression of the BCL6 in CD38+ B cells. 

Findings: The expression of BCL6 in CD38 +B lymphocytes was 1.51% and 0.58% in patients and healthy 
subjects, respectively; the difference was not statistically significant (P > 0.05). 

Conclusion: The results showed that there is no significant difference in the mean expression of BCL6 of the 
CD38+ B cells in patients with CVID, compared with control group. However, the average BCL6 expression of 
CD38+ B lymphocytes in patients was more than control group. 
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