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  ها در بيماريهاي ريوي شغليژبررسي تغييرات گلايكانهاي سطح سلولي ماكروفا

@ @

  رفسور جان مك كلورپ ، 1دكتر ابوالفضل برخورداري
   عضو هيئت علمي دانشگاه علوم پزشكي يزد-1
  

  چكيده
ولهاي بيماريهاي ريوي شغلي يكي از مهمترين و شايعترين بيماريهاي ناشي از كار محسوب مي شوند تغييرات سل                  

ماكروفاژ آلوئولي از ديرباز مورد توجه بوده و مطالعات متعددي در اين زمينه انجام شده است ولي با توجه به معطوف شـدن                       
توجه محققان به اهميت و نقش گلايكانها در پديده هاي مختلف سلولي از يكطرف و فقدان اطلاعـات جـامع در خـصوص                       

ر ماكرو       فاژها و تغييرات آنها در بيماريهاي ريوي شغلي باعث شد تا مطالعـه جامعـه بـر                 نحوه بيان گلايكانهاي سطح سلولي 
.روي بيماران مبتلا بعمل آيد

د
  

  

د
  

 51در اين مطالعه از روش لكتين هيستوشيمي با استفاده از جامع ترين پانل لكتين برروي نمونه هاي بيوپسي ريـه                       
.نفر از افراد طبيعي و بيمار انجام گرفت

شان مي دهد كه نحوه بيان گلايكانهاي سـطح سـلولي ماكروفاژهـا در افـراد طبيعـي و بيمـار كـاملاً                   نتايج مطالعه ن    
ر كليه افراد نرمال بالكتين هاي               AAA و   LTA,UEA-1,SBA,VVA,DBA,AHAمتفاوت مي باشد بطوريكه اين سلولها 

.منفي و در افراد بيمار كليه لكتين هاي فوق مثبت بودند
ي دهد كه نحوه بيان گلايكانها در سلولهاي ماكروفاژ افراد بيمار با افراد طبيعي متفاوت بوده و                 نتايج تحقيق نشان م     

در افراد بيمار بطور قابل ملاحظه اي افزايش يافته است بطوريكه تمايز مشخصي درخصوص گلايكو تايـپ هـاي سـلولهاي                     
 استيل گـالاكتوزامين ، ان    –وط به قندهاي بتاگالاكتوز ، ان       ماكروفاژ افراد طبيعي و بيمار مشاهده مي شود اين تمايز عمدتاً مرب           

  . استيل گلوكوزامين و فيوكوز مي باشد كه اين امر مي تواند بيانگر نقش گلايكانها در ايجاد بيماريهاي ريوي شغلي باشد–
   لكتين هيستوشيمي ، بيماريهاي ريوي شغلي ، گلايكانها :كلمات كليدي

  مقدمه 
وفاژ ريوي نـه     سلولهاي ماكر  )1 (.درشت خوار يا ماكروفاژها شناسايي شدند      ش سلولهاي  سال پي  100بيش از   

 اينكـه منـشاء سـلولهاي       ).2 (شـند باـ دارند بلكه سلولهاي تنظيم كننده و ترشحي نيز مـي             تنها نقش فاگوسيتيك  
ژ آلوئـولي يـا بـين بـافتي         و يا از سلولهاي ماكروفـا     . بود) سلولهاي مونوسيت   ( ماكروفاژ عروق ريوي ، مغز استخوان       

 ولي نظريه غالب اين است   )3 (.مشتق شده و سپس به فضاي مويرگها مهاجرت مي نمايند كاملاً مشخص نمي باشد             
 نشان داده    در مطالعات   مع ذلك تمايز سلولهاي ماكروفاژ آلوئولي نيز       )4(.كه مونوسيتها منشاء ماكروفاژها مي باشند     

داد كمي از سلولهاي ماكروفاژ در فـضاي آلوئـولي و در نزديـك سـلولهاي ايـن                   تحت شرايط نرمال تع    )5(.شده است 
 ـ                          ل در داخـل سيتوپلاسـم شـناخته        وتليوم موجود هستند اين سلولها بـا داشـتن تعـدادي ليـزوزوم ، والوئـل و گران

 ـ  % 3ـ ـ19 ميكرون متغيـر بـود و        12ـ40 اندازه اين سلولها از نظر قطر بين         .مي شوند       ولي را در افـراد    سـلولهاي آلوئ
 اندازه و تعداد اين سلولها در افراد سيگاري افزايش يافته به طوري كه اندازه آنها                )6(.غير سيگاري تشكيل مي دهند    

 اساساً اين سلولها در قـسمتهاي مختلـف ريـه از جملـه آلوئـول ، مجـراي آلوئـولي و                      )7.( ميكرن نيز مي رسد    50تا  
 ناحيـه    بـه  ولي در نهايت به قسمت برونـشيولها مهـاجرت و سـپس           . جود بود مو)  acinus( قسمت مركزي آسيني    

   )8(. مجراي هوايي ميرسندmucociliory escalator مژه اي -موكوسي
 تنفـسي تحتـاني در مقابـل ميكروارگانيـسمها و ذرات     سيـستم سلولهاي ماكروفـاژ نقـش مهمـي در دفـاع از            
ابي ريه از   ه بنابراين در بيماريهاي الت    )9(. از اين ذرات مي باشند     استنشاق شده را عهده بوده و مسئول پاكسازي ريه        
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جمله بيماريهاي شغلي ريـوي، ماكروفاژهـا از طريـق توليـد راديكالهـاي آزاد اكـسيژن، آنزيمهـا و مقـدار زيـادي از                        

وش  سـلولهاي ماكروفـاژ همچنـين توانـايي ج ـ         )10(.سيتوكين هاي متعدد احتمالا مهمترين نقش را ايفا مي نمايد         
را نيز دارند كه نمونه بارز آن را مي تـوان  ) giant cells(خوردن و پيوستن با يكديگر و تشكيل سلولهاي غول پيكر 

   )11(.در بيماري شغلي بربليوزيس مشاده نمود
نقش سلولهاي ماكروفاژ در بيماريزايي بيماريهاي ريوي شغلي در مطالعات قبلي مورد بررسي قرار گرفته است ولـي                  

لايكانهاي سطح سلولي و نقش آنهـا در بيمـاريزايي آن در ريـه و ايجـاد بيماريهـاي مـزمن محـدود كننـده                         نقش گ 
مشخص مي باشد بنابراين به منظور تعيـين گلايكانهـاي سـطح سـلولهاي ماكروفـاژ از روش لكتـين هيـستوشيمي            

)lectin Histochemistry(استفاده گرديد  .  
  روش بررسي

 نمونه ريه افراد مبتلا به بيماريهاي شغلي ريـوي موجـود در             20مونه ريه طبيعي و      ن 20در اين مطالعه تعداد     
قسمت آرشيو بيمارستان مورد بررسي قرار گرفتند افرادي كه از نظـر بافـت شناسـي طبيعـي بـوده و يـا تظـاهرات                    

يـا حادثـه فـوت      كلينيكي در رابطه عوارض ريوي نداشته اند و همچنين افرادي كه به علت بيماريهاي غير ريـوي و                   
  .  قبلا نيز هيچگونه سابقه بيماري نداشتند به عنوان طبيعي تلقي گرديده اند ونموده اند

از هفت طبقه بنـدي اصـلي قنـدها بـر اسـاس       (biotinylated lectins) لكتين 27اين مطالعه با استفاده از 
  ).1شماره جدول ( آنها انتخاب گرديدند (specificity)ويژگي باند شدن 

 جامد توسط ميكروتوم به ضخامت پنج ميكرون مقطع گيري شده و سپس بـر              نونه هاي قالبگيري شده در پارافي     نم
 در ايـن مطالعـه از روش لكتـين    )12. ( قرار داده شـدند (APES-Coated slides)روي لامهاي از قبل آماده شده 

 60 از قرار دادن اسـلايدها در اجـاق          استفاده گرديد بطوريكه پس   بشرح ذيل    )13( به روش استاندارد     هيستوشيمي
بـه  . پارافين زدايي شده و سپس در الكل آبگيري گرديدند        ) سه مرحله (ن  ل دادن آنها در گزي    عبوردرجه سانتيگراد و    

منظور توقف فعاليت پروكسيداز داخلي نمونه ها در محلول متانول حاوي اسيد كلريـك و هيـدروژن پراكـسيداز بـه                     
آنها را داخل ) TBS )Tris Buffered Saline و آب ابه شدند بعد از شستن مختصر اسلايدها  دقيقه قرار داد30مدت 

  .  دقيقه قرار مي دهيم5حاوي كريپسين و كلريد كلسيم به مدت ) درجه سانتيگراد37  و pH )TBS 6/7محول 
سـه  ( (TBS)خـل محلـول   سپس اسلايدها را در آب سرد قرار داده تا فعاليت آنژيمي آن متوقف شود و در ادامـه دا      

بعد از تميز كردن اطراف نمونه موجود با پيپت سه قطره محلول لكتـين              . قرار مي دهيم  )  دقيقه 5مرحله و هر كدام     
بيوتينه روي نمونه ها با غلظت ده ميكروگرم بر ميلي ليتر و آنها را داخل محفظه مرطوب در حرارت معمـولي اتـاق                       

 دقيقـه اسـلايدها را      30بعـد از    . روي نمونه كنترل قرار مي دهـيم       TBSلول  در اين مرحله فقط مح    . قرار مي دهيم  
و كلريد كلـسيم     TBSو كلريد كلسيم به آرامي شسته و سپس آنها را داخل محلول              TBSبيرون آورده و با محلول      

ويـدين  قرار مي دهيم تا خوب شسته شوند و سپس بر روي هر نمونه چند قطره ا               )  دقيقه 5سه مرحله و هر مرحله      (
 بـراي  ريخته و TBS مول 125/0 ميكروگرم بر ميلي ليتر در محلول 5 با غلظت (avidin proxidase)پروكسيداز 

شـسته و آنهـا در       TBSبـا   و بعد از آن اسلايدها به آرامـي          داخل محفظه مرطوب قرار مي دهيم        درمدت يكساعت   
TBS) دقيقه5سه مرحله و هر مرحله (محلولا را در بعد اسلايده.  عبور ميدهيم DAB )280ميلي ليتر  TBS20و 

 دقيقه قرار مي دهيم تا رنگ مربوطـه بـصورت    5براي مدت   )  ميكروليتر هيدروژن پروكسيداز   45و DAB ميلي ليتر 
 انـرا داخـل محلـول       لاسمپسيتوبعد از شستن مختصر با آب به منظور افتراق هسته سلول با             . قهوه اي متمايز گردد   

الكـل  (قرار داده و پس از شستن با آب آنها را به منظور آبگيري داخل الكل در سـه مرحلـه                     )  ثانيه 30(متيل گزين   
 گزيلن عبور داده تا الكل آن شسته و         ولقرار مي دهيم و در نهايت آنها را از محل         )  درجه و دو مرحله الكل مطلق      70
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پوشانده و بر    XAMه ماده اي به نامه      جذب گردد در نهايت مقطع رنگ شده بافت را كه بر روي لام قرار دارد بوسيل               

اسلايدهاي آماده شده با استفاده از ميكروسكوپ مشاهده و شـدت بانـد شـدن لكتـين                 . روي آن لامل قرار ميدهيم    
  . رتبه بندي گرديد) منفي (0و ) بسيار قوي (4و ) قوي (3، )متوسط (2، )ضعيف (1بصورت 
  نتايج

ژ مشخص و قابـل افتـراق بـا سـاير سـلولهاي موجـود در فـضاي                  گرچه شكل، اندازه و محل سلولهاي ماكروفا      
بطور كلي انـدازه و تعـداد       . گرديد CD-68آلونويي مي باشد ولي به منظور تشخيص قطعي آنها از ماركر اختصاصي             

كوچك بودند  در حاليكـه در بيمـاران مبـتلا تعـداد سـلولهاي ماكروفـاژ افـزايش                   و  سلولها در ريه افراد طبيعي كم       
نمونه هاي كنترل در هر دو روش لكتين هيستوشيمي و ايمنوهيستوشيمي در همـه نمونـه هـا                  . ي يافتند چشمگير

 درصد از اسـلايدهاي مـورد پـژوهش بـه روش نمونـه گيـري           ده، ابتدا   و روايي به منظور افزايش اعتبار     . منفي بودند 
ابتدا اسلايدها توسط  inter-observerآن مورد بررسي قرار گرفت در روش    روايي دروني و بيروني     تصادفي تعيين و    

نتايج حاصله  .  و سوپروايزر بصورت جداگانه با ميكروسكوپ مشاهده و نتايج در جداول جداگانه ثبت گرديدند              محقق
 بوده انـد بـالا بـودن        951/0 بين نتايج دو مشاهده گر       01/0 در سطح    حيحنشان داد كه احتمال توافق و ضريب تص       

 اسـلايدهاي  روايـي درونـي   مي باشد بـه منظـور تعيـين ميـزان      روايي بيروني دار بودن    بيانگر معني    حيحضريب تص 
انتخاب شده كد گذاري و در سه زمان متفاوت و به فاصله يكماه از هم توسط پژوهشگر مشاهده و نتـايج در جـدول       

 بـسيار بـالا بـود       آماري ضريب همبستگيميزان روايي درونـي     پس از مقايسه نتايج با استفاده از تست         . ثبت ميشدند 
 و بين دفعـه دوم و سـوم         974/0، بين دفعه اول و سوم       965/0بطوريكه ضريب تصحيح بين دفعه اول و دوم برابر با           

  .  بودند984/0
قند موجود بر روي سطح سلولهاي مربوطه در افراد نوع و ميزان  نتايج حاصله از لكتين هيستوشيمي نشان دادند كه         

 كليه افراد نرمال تـابلوي مـشابهي     در گلايكانهاي موجود  بسيار جزئي بودند به عبارتي    ف  مشابه بوده و اختلا   مختلف  
از طرفي باند شدن قندهاي موجود با اكثر لكتين هـا بيـانگر حـضور طيـف وسـيعي از گلايكانهـاي سـطح                        . داشتند

  . كر ديگر منفي بودند مار10 ماركر مثبت و 17 ماركر مورد استفاده 27سلولهاي ماكروفاژ مي باشند بطوريكه از 
و گــروه دوم  L-PHA, e-PHA, LCA, PSA, HHA, NPA, GNAكليــه لكتــين هــاي گــروه اول يعنــي 

(LEA,PAA,S-WGA) گروه پنجم (SNA, MAA) بودند در حاليكه لكتين هـاي گـروه شـشم    مثبت (BSA-
1B4, PTL-I)هفتم  كروه و (LTA, UEA-I, AAA)همگي منفي بودند  .  

مثبـت و   WFA, HPA, MPAهمچنين در گروه پـنجم  . مثبت بود  ECAمنفي ولي  AHA سوم گروهدر 
  . منفي بودند PTL-II, VVA,SBA, DBAساير لكتينها يعني 

  بحث و نتيجه گيري
گلايكانهاي سطح سلولي و تغييرات آنها در بيماريهاي فيبروز ريوي و نقش آنها در            روتئين ها و    پگليكوبررسي  

 مختلـف از جملـه   فرآينـدهاي اخيراً اهميت و نقش گلايكانهـا در  .ميت خاصي برخوردار است  بيماري از اه   بيمايزايي
مورد توجه محققين قرار گرفته است لذا بـا توجـه بـه             يكديگر و ماده زمينه اي      به  ها  تمايز سلولي ، چسبندگي سلول    

ت بالايي برخوردار   ضروراز   اين مهم و همچنين بيان گلايكانهاي سطح سلولهاي ماكروفاژ در بيماريهاي شغلي ريوي            
 به منظور تعيين نحوه تغيير گلايكانها ي سطح سلول هاي ماكروفاژ در بيماريهاي شغلي ، ابتدا ضروري اسـت                    .است

تا نحوه توزيع گلايكانها را در وضعيت طبيعي تعيين و مشخص نمود تا ديد وسيع و جامعي از سـاختار گلايكانهـاي                      
اتولوژيك بيماري به دست آورد بنابراين در اين مطالعه براي اولـين بـار گلايكانهـاي                ريه را در ريه طبيعي و حالت پ       
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سطح سلولي ماكروفاژها در حالـت نرمـال تعيـين و تغييـرات آنهـا در حالـت بيمـاري بـا اسـتفاده از روش لكتـين                            

و وسـيع  تنوع قندهاي موجود در سطح سلوم مي طلبـد كـه از طيـف جـامع        هيستوشيمي مورد بررسي قرار گرفت      
به طور كلي با توجه به نتايج تحقيق ، سلولهاي          .  ماركرهاي مربوطه جهت شناسايي قندهاي گوناگون استفاده گردد       

 –، ان 3و 1بـويژه آلفـا   ) non-reducing(ماكروفاژ در ريه نرمال حاوي قند مانوز و قندهاي انتهـايي غيـر كاهنـده                
ين م استيل گـالاكتوزا –، ان )4و 1بتا (لاكتوز بويژه زنجيره تيپ دو  استيل چيتوبيوز ، بتاگا-ين و انماستيل لاكتوزا 

 –، آلفـا گـالاكتوز ، ان      )3و  1 بتـا (و سياليك اسيد مي باشد در حالي كه ساير قندها از جمله تيپ يك بتا گالاكتوز                 
ين ت ـها بـا لك   اختلاف در شدت رنگ حاصله از باند شدن قند        . يي و فيوكوز غير قابل دسترس بودند        ماستيل گلوكوزا 

مـي باشـد  در ريـه افـراد مبـتلا بـه               N-linked( بـا بانـد ان       هاي گروه مانوز بيانگر حضور انواع مختلف سـاختمان        
داشـتند بررسـي   نـشان  بـل تـوجهي   ابيماريهاي شغلي علاوه بر تغيير در اندازه،تعداد سـلولهاي ماكروفـاژ افـزايش ق      

به نحـوي كـه بعـضي از قنـدها در            ندميباشوجهي دراين سلولها    گلايكانهاي سطح سلولي نيز بيانگر تغييرات قابل ت       
حالت پاتولوژيك كاهش و بعضاً ناپديد شده و يا غير قابـل دسترسـي بودنـد و بلعكـس بعـضي از قنـدها در حالـت                           

 ا2و  1ين كاهش ولي قند آلفا مـانوز        م استيل لاكتوزا  – و ان    3و  1بيماري ظاهر شدند بطوري كه قندهاي آلفا مانوز         
كوز كه در سلولهاي    وآلفا گالاكتوز و قندهاي في    ) 3 و   1 ( يكيش نشان داده اند بتا گالاكتوز از روي زنجيره تيپ           فزا

ير در گليكوليز شدن سـلولي      يافراد نرمال غير قابل دسترس بودند در افراد بيمار به طور قوي بيان شدند بنابراين تغ               
 باشند لـذا  ريه بافت ريه در بيماريهاي مزمن محدود كننده يك شدنتممكن است يك تغيير فتوتيپي رايج در فيبرو  

مطالعه بعدي در تعيين و شناسايي ژنهاي موثر در اين فرايند مي توانـد نقـش مهمـي را در پـيش گيـري و ايجـاد                           
  . از جمله بيماريهاي شغلي ريوي ايفا نمايدريهبيماريهاي مزمن محدود كنند 

@ @

  ه در اين و خصوصيات باند شدن آنها با هيدروكربورهاگروههاي  لكتين مورد استفاد: 1جدول 
 

Group Specificity Lectins 
1 α-Mannose and complex N-glycans GNA, NPA, HHA, ConA, PSA, 

LCA, lPHA, ePHA 
2 Linear and branched oligomers of N-

acetyllactosamine: di-N-acetyl chitobiosyl 
sequences@

LEA, PAA, sWGA

3 β-Galactosyl termini AHA, ECA, MPA
4 α-2-Deoxy,2-acetamido-galactose, in 

various linkages
HPA, PTL-II, WFA, DBA, VVA, 
SBA

5 α-Galactosyl PTL-I, BSA-IB4

6 α-N-Acetylneuraminyl (and other sialyl) 
termini

SNA, MAA

7 α-L-Fucosyl termini UEA-I, LTA, AAA
 

  اسامي لكتين هاي مورد استفاده در اين مطالعه  و منشاء وخصوصيات باند شدن آنها با هيدروكربورها:  2جدول 
@ @

Lectin Origin/Source Major specificity 
GNA Galanthus nivalis (snowdrop) Non-reducing terminal α-D-mannose, 

especially the mannosyl α1,3 mannose linkage
NPA Narcissus 

pseudonarcissus(daffodil)
α 1,6-Mannose

HHA Hippeastrum hybrid (amaryllis) α 1,2, α 1,3 and α 1,6-Mannose
ConA Canavalia ensiformis 

(Jackbean)
α -glucosyl, α-mannosyl residues and/or bi-
antennary comlex N-glycans (bisected and 
non-bisected)
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 ....اسامي لكتين هاي مورد استفاده در اين مطالعه  و  : 2جدول ادامه 

Lectin Origin/Source Major specificity 
PSA Pisum sativum (garden pea) α -D-Mannose in non-bisected bi/tri 

antennary, complex N-linked sequences with 
core fucosylation

LCA Lens culinaris (lentil) α -D-Mannose in non-bisected bi/tri 
antennary, complex N-linked sequences

ePHA Phaseolus vulgaris 
(erythroagglutinin) (kidney 
bean)

Bi/tri -antennary, bisected complex N-linked 
sequences

lPHA Phaseolus vulgaris 
(leukoagglutinin) (kidney bean)

Tri/tetra-antennary, non-bisected complex N-
linked sequences

LEA Lycopersicon esculentum 
(tomato)

(-4GlcNAcβ1-)2-4 and β1,4GlcNAc oligomers

sWGA Triticum vulgaris –succinylated (Galβ1,4GlcNAcβ1,-)n and GalNAc
PAA Phytolacca americana 

/pokeweed root
(-4GlcNAc β1-)n

AHA Arachis hypogaea (peanut) Galβ1,3GalNAcα1-> Galβ1,4GlcNAcβ1-
ECA Erythrina cristagalli (coral tree) Galβ1,4GlcNAcβ1-
MPA Maclura pomifera (osage 

orange) 
Galβ1,3GalNAcα1>GalNAcα1

WFA Wisteria floribunda (wisteria) GalNAcα1,6Galβ1-> GalNAcα1,3Galβ1-
HPA Helix pomatia (roman snail) GalNAcα1-
DBA Dolichos biflorus (horse gram) GalNAcα1,3(L-Fucα1,2)Galβ1,3/4GlcNAc 

β1-
SBA Glycine max (soy bean) Terminal GalNAcα-1> Galα1
VVA Vicia villosa (hairy vetch) GalNAcα1-Ser/Thr and GalNAcα1,3Galβ1-

PTL-II Psophocarpus tetragonolobus Galβ1-
3GalNAcα1>GalNAcβ13GlcNAcα1>LacNa 

PTL-I Psophocarpus tetragonolobus Galα1-
BSA-
IB4

Griffonia simplicifolia Galα1,3Galβ1,4GlcNAcβ1-

SNA Sambucus nigra (eldertree bark) NeuNAcα2,6Gal/GalNAc
MAA Maackia amurensis NeuNAcα2,3Gal β1-
UEA-I Ulex europaeus (gorse) L-Fucα1,2Galβ1,4GlcNAc β1-
LTA Tetragonolobus purpureus 

(lotus)
α-L-fucosyl termini (especially where 
clustered)

AAA Anguilla anguilla (eel) α-L-fucosyl termini and fucosylated type I 
chains
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