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Мета. Первинні імунодефіцити – спадкові чи 

набуті внутрішньоутробно імунодефіцитні ста-

ни, які спричинено генетичними порушеннями. 

Спадкова гіпогамаглобулінемія (СГ) – це один із 

типів вроджених первинних імунодефіцитів лю-

дини, спричинений порушенням диференціації 

В-лімфоцитів. Брутон тирозинкіназа (BTK) є 

ключовим регулятором дозрівання В-клітин, 

тому саме мутації гена BTK призводять до спад-

кової гіпогамаглобулінемії. Їх виявлення є важ-

ливим для молекулярно-генетичного підтвер-

дження діагнозу у хворих на СГ. Методи. Виді-

лення РНК та ДНК, ЗТ-ПЛР та пряме двонапра-

влене сиквенування за Сенгером. Результати. 

За допомогою запропонованої тест-системи бу-

ло проведено аналіз зразків крові хворих на СГ. 

Показано, що запропонована тест-система до-

зволяє проводити первинний скринінг мутацій 

гена BTK. Висновки. Створено і перевірено на 

клінічних зразках тест-систему для виявлення 

мутацій у хворих на спадкову гіпогамаглобулі-

немію, що базується на використанні зворотно-

транскриптазної ПЛР та прямого двонаправле-

ного сиквенування. Цю систему запропоновано 

для проведення первинного скринінгу мутацій 

гена BTK в Україні. 

Ключові слова: спадкова гіпогамаглобулінемія, 

BTK, мутації, первинні імунодефіцити. 

 

Первинні імунодефіцити – спадкові чи на-

буті внутрішньоутробно імунодефіцитні стани, 

які спричинено генетичними порушеннями. 

Спадкова гіпогамаглобулінемія (СГ) (agammag-

lobulinemia, X-linked (XLA), Х-зчеплена агамма-

глобулінемія, агаммаглобулінемія Брутона, хво-

роба Брутона, MIM #300755 [1]) – це один із ти-

пів вроджених первинних імунодефіцитів люди-

ни, спричинений порушенням диференціації  

В-лімфоцитів. СГ виявляється тільки у хлопчи-

ків (хоча було описано один випадок у дівчинки) 

в більшості випадків із другого півріччя життя у 

вигляді повторних бактеріальних інфекцій із 

формуванням хронічних вогнищ інфекції вна-

слідок глибокого дефіциту В-клітин та синтезу 

імуноглобулінів усіх класів. Частота захворю-

вання складає 1–4 випадки на 1 000 000 осіб [2].  

Спадкова гіпогамаглобулінемія була впе-

рше описана в 1952 році полковником Огденом 

Брутоном (Ogden Carr Bruton) [3] у восьмиріч-

ного хлопчика, в анамнезі якого часті пневмонії 

та інші синопульмонарні інфекції. Це був один 

із перших описаних імунодефіцитів людини. В 

цій роботі було як вказано причину захворюван-

ня – нестачу гамма-глобулінів, яку було виявле-

но новим на той час методом електрофорезу, так 

і вказано підхід до лікування цього захворюван-

ня – проведення замісної терапії за допомогою 

гамма-глобулінів шляхом ін’єкцій концентрова-

ного імуноглобуліну донорської сироватки лю-

дини [3]. І за більш ніж 60 років цей підхід у 

лікуванні не зазнав докорінних змін, хоча, безу-

мовно, нові препарати гамма-глобулінів і пере-

хід на довенне введення значно покращили ре-

зультати замісної терапії. Трансплантація кіст-

кового мозку в разі успіху дозволяє повністю 

вилікувати хворого, однак високий ризик після-

операційних ускладнень не дозволяє рекоменду-

вати цей метод без додаткових медичних пока-

зань. Останнім часом завдяки розвитку генно-

інженерних технологій розробляються підходи 

до індивідуальної генокорекції СГ, однак ці дос-

лідження знаходяться на дуже ранній стадії. 

Діагностика спадкової гіпогамаглобуліне-

мії охоплює поєднання клінічних, лабораторних 

(у тому числі молекулярно-генетичних) критері-

їв. 
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До основних клінічних критеріїв відно-

сять: 

 рецидивуючий синусит 1 – 2 рази на рік, 

хронічний синусит тривалістю більше 1 мі-

сяця, резистентні до терапії; 

 рецидиви отиту 2 та більше разів на рік; 

 рецидиви бактеріальних інфекцій бронхоле-

геневої системи: бронхіти, пневмонії (не ме-

нше 2 епізодів на рік); 

 сепсис, остеомієліт; 

 рецидиви інфекцій шкіри; 

 персистуючі вірусні (ентеровірусні), парази-

тарні (лямбліоз) інфекції тощо; 

 гіпоплазія лімфатичних вузлів, мигдаликів. 

До основних лабораторних критеріїв від-

носять: 

 знижену кількість В-клітин (за B-

лімфоцитарними антигенами CD19 або 

CD20) < 2% (норма 8 – 19% або 0,19 – 

0,38х109/л.); 

 сироваткові імуноглобуліни IgG < 2 г/л, IgM, 

IgA, IgE відсутні або в дуже низькій концен-

трації (в нормі IgG – 7 до 16 г/л або 75 – 80% 

всіх Ig та 10 – 20% білка сиворотки крові); 

 відсутність ізогемаглютинів; 

 відсутність імунологічної відповіді на імуні-

зацію білковими (дифтерійний та правцевий 

анатоксини) та полісахаридними (Haemophi-

lus influenzae b, Streptococcus pneumoniae) ан-

тигенами; 

 відсутні плазматичні клітини (цитологічне 

дослідження кісткового мозку); 

 кількість та функція Т-клітин, фагоцитів, си-

стеми комплементу – нормальна. 

Для оптимізації клініко-лабораторного 

аналізу в Україні започатковано проект РАПІД 

[4] (РАннє виявлення Первинних ІмуноДефіци-

тів) – багатоступеневий селективний скринінг 

пацієнтів із первинними імунодефіцитами, який 

виник із того, що в Україні, як і в багатьох ін-

ших, в т. ч. розвинених, країнах, виявляється 

набагато менше пацієнтів із первинними імуно-

дефіцитами, ніж є насправді. За попередніми 

оцінками, в Україні не виявляється до 90% та-

ких хворих. Тому проблема діагностики є вкрай 

важливою і актуальною. Це особливо важливо з 

огляду на те, що вчасна рання діагностика і сво-

єчасне призначення замісної терапії з викорис-

танням сучасних препаратів гаммаглобуліну, які 

дозволяють досягти нормальної концентрації 

IgG у сироватці крові, дозволяє більшості хво-

рии на спадкову гіпогамаглобулінемію вести 

нормальне життя. 

Молекулярні чинники спадкової гіпогамаг-

лобулінемії. 

У 1993 році кількома групами дослідників 

[5,6] було описано і локалізовано на довгому 

плечі Х хромосоми (Xq21.3-q22) ген BTK (Бру-

тон тирозинкіназа, Bruton agammaglobulinemia 

tyrosine kinase, MIM# 300300 [7]), який на мо-

мент відкриття мав назви ATK (agammaglobuli-

nemia tyrosine kinase) та BPK (B-cell progenitor 

kinase). 1994 року було показано, що саме білок 

BTK є ключовим регулятором дозрівання В-

клітин, а мутації гена BTK і призводять до випа-

дків спадкової гіпогамаглобулінемії [8]. Того ж 

року було доведено, що ген BTK містить 19 ек-

зонів і має довжину близько 37,5 т. п. н [9]. Бі-

лок BTK (EC:2.7.10.2) налічує 659 амінокислот-

них залишків (76 кДа). Він належить до Tec не-

реципторних тирозинкіназ і є незамінним для 

дозрівання B-лімфоцитів, диференціювання та 

сигналінгу. Білок містить 5 доменів: PH, Tec 

homology (TH), Src homology 3 (SH3), SH2, та 

SH1 домени, останній зараз переважно назива-

ють каталітичним чи кіназним доменом [10]. 

Станом на 26 лютого 2018 року, згідно з 

міжнародною базою даних Shared database BTK 

(Bruton tyrosine kinase), нараховується 855 мута-

цій гена BTK, які описано в 1688 повідомленнях, 

що внесено до цієї бази даних [11]. Розподіл му-

тацій показує, що міссенс мутацїї складають до 

40%, нонсенс – до 17%, делеції – до 20%, інсер-

ції – 7%, мутації в сайтах сплайсингу – близько 

16%. На жаль, не виявлено будь-яких мажорних 

мутацій, частота навіть найпоширеніших мута-

цій не перевищує 20%, тому для їхнього вияв-

лення у хворих на СГ необхідно проводити ана-

ліз послідовності всього гена або його кодуючої 

ділянки. Згідно із сучасними даними, мутації в 

гені BTK спостерігаються у 85–90 % хворих на 

cпадкову гіпогамаглобулінемію, тому молекуля-

рно-генетична діагностика є як важливим кри-

терієм підтвердження діагнозу, так і методом 

генеалогічного аналізу у сім’ях, обтяжених цим 

захворюванням. 

 

Матеріали і методи 

У роботі використовували (за інформова-

ної згоди) зразки крові та букальних клітин па-

цієнтів із діагнозом cпадкова гіпогамаглобулі-

немія, що знаходилися на обстеженні і лікуванні 

на кафедрі дитячих інфекційних хвороб та дитя-

чої імунології Національної медичної академії 
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післядипломної освіти імені П. Л. Шупика, а 

також зразки РНК здорових донорів.  

Для аналізу первинної послідовності 

мРНК BTK (Homo sapiens Bruton tyrosine kinase 

(BTK), transcript variant 1, mRNA, NM_000061.2) 

за допомогою зворотно-траскриптазної ПЛР 

(ЗТ-ПЛР) та прямого сиквенування продуктів 

ПЛР було підібрано 10 пар специфічних прай-

мерів (табл.) для гніздової двоетапної ампліфі-

кації п’яти ділянок, що перекриваються і дозво-

ляють повністю проаналізувати кодуючу послі-

довність гена BTK. Підбір праймерів було про-

ведено за допомогою програми Generuner 3.0.5 

(freeware). Специфічність праймерів було додат-

ково перевірено за допомогою онлайн-сервісів 

MFEprimer (http://biocompute.bmi.ac.cn/CZlab 

/MFEprimer-2.0/) та Primer-BLAST 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/).  

ДНК виділяли з букальних клітин, які 

отримували за допомогою вимивання з порож-

нини рота за допомогою 3 мл 3% стерильного 

розчину сахарози. Клітини висаджували, про-

мивали стерильним ізотонічним розчином і про-

водили виділення ДНК класичним методом лі-

зису у присутності 1% ДСН та протеінкінази К 

18 год за 37оС з подальшою депротеінізазією 

сольовим методом (кінцева концентрація NaCl 

1М). ДНК з супернатанту висаджували ізопро-

панолом і після промивання 70 %о етанолом ви-

сушували і розчиняли у воді. 

РНК виділяли з 5 мл венозної крові за 

Chomczynski, Sacchi [12] або з використанням 

методу із застосуванням гарячого фенолу [13]. 

Реакційна суміш для отримання кДНК містила 

буфер для зворотної транскриптази, 100 pmol 

d(N)6, 1–2 мкг загальної РНК, 1мМ dNTP, 10 од. 

інгібітора рибонуклеаз RNAsin, 100–200 од. 

зворотної транскриптази M-MLV (Thermo Fisher 

Scientific) та воду (кінцевий об’єм – 30 мкл). 

Реакцію синтезу кДНК проводили 60 хв. за 

42°С, прогрівали 10 хв. за температури 70°С, і 

аліквоти отриманої реакційної суміші (2 мкл) 

одразу використовували для проведення ПЛР, а 

решту зберігали за –20 – –80°С. 

Перший етап ПЛР проводили з викорис-

танням п’яти пар праймерів: btk_13_e_f + 

btk_13_e_r; btk_4-8_f +btk_4-8_r; 

btk_914_z1_f +btk_914_z1_r; btk_1518_z1_f 

+btk_1518_z1_r; btk_19_z1_f +btk_19_z0_r (5 

окремих ПЛР реакцій).  

 

Таблиця. Склад олігонуклеотидних праймерів для проведення ЗТ-ПЛР аналізу 

Назва Нуклеодидний склад 

btk_13_e_f  AACTGAGTGGCTGTGAAAGGG 

btk_13_e_r  GTGAATCCACCGCTTCCTTAG 

btk_13_i_f* GGTTTGCTCAGACTGTCCTTC 

btk_13_i_r* TAAGGGAACCTTTCAATGATTG 

btk_4-8_f  TGAGTATGACTTTGAACGTG 

btk_4-8_r  CATAGTTACTAGGAATGTAGCC 

btk_4-8_i_f * TTGAGAAGATCACTTGTGTTG 

btk_4-8_i_r * TATCTCGTGCTCTCCACC 

btk_914_z1_f  CATGCCAATGAATGCAAATG 

btk_914_z1_r  CAGCTTCTCATGGGAAAGATTC 

btk_914_e_f * GAGGAAAGCAACTTACCATG 

btk_914_e_r * AGATTCATCATGACTTTGGC 

btk_1518_z1_f  ACGTGGCCATCAAGATGATC 

btk_1518_z1_r  TATTGGCGAGCTCAGGATTC 

btk_1518_e_f * ATTCATTGAAGAAGCCAAAG 

btk_1518_e_r * TCCATGACATCTAGAATATTGC 

btk_19_z1_f  GGGAAGATGCCATATGAGAG 

btk_19_z0_r  GACTTTCAAGCTTTCTAGTA 

btk_19_e_f * CTAACAGTGAGACTGCTGAACAC  

btk_19_e_r* CCCTCCCATCTTTATGACAC 
Примітка. * – Праймери для проведення другого етапу гніздової ПЛР. 
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Аліквоту продуктів ПЛР візуалізували в 

1,5% агарозному гелі. Оскільки кількість мРНК 

BTK у хворих значно нижча, аніж у здорових 

донорів, у разі необхідності проводили другий 

етап гніздової ПЛР з внутрішніми парами прай-

мерів (табл.). Аліквоти продуктів ПЛР візуалізу-

вали, а решту очищали і піддавали прямому 

двонаправленому сиквенуванню за Сенгером. 

 

Результати та обговорення 

Традиційний підхід виявлення мутацій у 

гені BTK полягає в аналізі зразків ДНК за допо-

могою ПЛР із подальшим прямим двонаправле-

ним сиквенуванням за Сенгером ампліфікатів 

усіх 19 екзонів. Попри певні переваги (аналіз 

ДНК замість РНК (тобто значно менші вимоги 

до забору та зберігання зразків до проведення 

аналізу, забір букальних клітин замість забору 

венозної крові), у цього підходу є і недоліки. 

Так, за аналізу зразків ДНК не може бути вияв-

лено сплайс-форми гена BTK, хоча подібні фор-

ми неодноразово описані раніше і складають до 

16% від загального числа всіх мутацій [11]. За 

аналізу ж мРНК BTK ці мутації буде зареєстро-

вано. Окрім того, за ЗТ-ПЛР та прямого сикве-

нування можна визначити первинну послідов-

ність, скоротивши кількість ампліфікатів з 19 до 

5 і, відповідно, необхідне проведення лише 10 

реакцій сиквенування за Сенгером проти 38 за 

класичного підходу. Збільшення вартості аналі-

зу, яке викликане необхідністю отримання РНК 

та кДНК, компенсується тим, що для більшості 

пацієнтів проводиться аналіз на супутні інфек-

ції, в тому числі на РНК-вірусні, для виявлення 

яких також потрібно виділяти РНК та проводити 

реакцію зворотної транскрипції. 

Виходячи з цього, нами було запропоно-

вано тест-систему, що базується на аналізі зраз-

ків хворих за допомогою зворотно-транскрип-

тазної полімеразної ланцюгової реакції з вико-

ристанням п’яти пар праймерів (табл.), які до-

зволяють повністю проаналізувати кодуючу час-

тину гена BTK за допомогою прямого двонапра-

вленого сиквенування отриманих ампліфікатів 

за Сенгером. 

На першому етапі дослідження для пере-

вірки створеної тест-системи нами було проана-

лізовано зразки РНК здорових донорів. Аналіз 

цих зразків показав, що вже після першого етапу 

ПЛР кількість ампліфікатів достатня для прове-

дення прямого сиквенування, а отримані послі-

довності повністю відповідають прогнозованим.  

На другому етапі ми перевірили систему 

(за інформованої згоди) на зразках крові хворих 

на спадкову гіпогамаглобулінемію, генетичні 

порушення у яких було визначено у попередніх 

дослідженнях за допомогою класичного методу 

поекзонного сиквенування зразків ДНК. Оскіль-

ки відомо, що ген BTK експресується переважно 

в В-клітинах, а саме їх кількість сильно редуко-

вана у хворих на СГ, і цей ген не експресується в 

Т-клітинах, ми очікували, що це може вплинути 

на кількість продуктів ПЛР. І дійсно, після пер-

шого етапу ПЛР, навіть якщо ампліфікати візуа-

лізувалися на електрофорезі, кількість продукту 

(в більшості випадків) була недостатньою для 

проведення прямого сиквенування. Для вирі-

шення цієї проблеми ми застосували метод гніз-

дової ПЛР, тобто проводили другий етап ПЛР із 

внутрішніми парами праймерів (табл.), викорис-

товуючи в якості матриці аліквоту відповідних 

продуктів першого етапу ПЛР. І дійсно, після 

другого етапу ПЛР було отримано відповідні 

ампліфікати в кількостях, достатніх для пода-

льшого сиквенаційного аналізу. Аналіз зразків 

крові пацієнтів із достаменно відомими генети-

чними аномаліями показав, що запропонований 

метод дозволяє виявити ці порушення і на рівні 

РНК. Таким чином, наш підхід дійсно дозволяє 

проводити виявлення мутацій у кодуючій части-

ні гена BTK.  

Ми пропонуємо використання цієї тест-

системи для аналізу зразків крові за первинного 

виявлення мутацій у хворих із підозрою на спа-

дкову гіпогамаглобулінемію з метою виявлення 

специфічних мутацій. Наступний же генеалогі-

чний аналіз за конкретною встановленою мута-

цією (окрім випадків сплайс-форм мутацій) буде 

проводитись із залученням традиційного аналізу 

послідовності ДНК конкретного екзону чи екзо-

нів, оскільки це доцільніше з огляду на більш 

просту процедуру проведення аналізу та вар-

тість такого дослідження. 

Як згадувалося раніше, припускають, що 

в Україні до 90% спадкових імунодефіцитів не 

виявляється. Генетичний аналіз для цієї групи 

пацієнтів проводится вибірково і переважно за 

кордоном. Тому видається вкрай необхідним 

впровадження молекулярно-генетичної діагнос-

тики саме в Україні. Це особливо важливо з 

огляду на те, що в разі вчасної ранньої діагнос-

тики і своєчасного призначення замісної терапії 

з використанням сучасних препаратів гаммагло-

буліну у комплексі із наданням у разі потреби 

підтримуючої антибактеріальної терапії з вико-

ристанням сульфамідів та антибіотиків дозволяє 
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більшості хворим на спадкову гіпогамаглобулі-

немію вести нормальне життя. 

 

Висновки 

Створено і перевірено на клінічних зраз-

ках тест-систему для виявлення мутацій у хво-

рих на спадкову гіпогамаглобулінемію, що базу-

ється на використанні зворотно-транскриптазної 

ПЛР та прямого двонаправленого сиквенування. 

Цю систему запропоновано для проведення пер-

винного скринінгу мутацій гена BTK в Україні. 
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MOLECULAR GENETIC TEST SYSTEM FOR DIAGNOSIS OF X-LINKED AGAMMAGLOBULINEMIA 

Aim. Primary immunodeficiencies are disorders in which immune system is missing or does not function normally due 

to genetic disorders. X-linked agammaglobulinemia (XLA) is a rare genetic disorder in which don’t generate of mature 

B cells, which manifests as a complete or near-complete lack of proteins called gamma globulins, including antibodies, 

in their bloodstream. The BTK protein is the key regulator of β-cell maturation, so mutations in the BTK gene lead to 

hereditary agammaglobulinemia. Detection of mutations of the BTK gene is important for confirmation of the diagnosis 

in patients with XLA. Methods. DNA and RNA extraction, RT-PCR, direct Sanger sequencing of PCR fragments. 

Results. An analysis of blood samples from patients with XLA using a proposed test system was performed. It has been 

shown that the proposed test system allows for the initial screening of mutations in the BTK gene. Conclusions. The 

test system for the detection of mutations in patients with X-linked agammaglobulinemia, based on using of reverse 

transcriptase PCR and direct sequencing, was developed and tested on clinical samples. This system is proposed for the 

initial screening of BTK gene mutations in Ukraine. 

Keywords: X-linked agammaglobulinemia, XLA, BTK, mutation, RT-PCR, primary immunodeficiency. 
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