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ها و گليكوزآمينوگليكانها است كه نقش با اهميتـي در           ي از پروتئين  ا   پيچيده  ماتريكس خارج سلولي شبكه    :زمينه و هدف  

تغييـر  . كنـد   ماتريكس خـارج سـلولي ايفـا مـي        - سلول و سلول   -هاي سلول  كنش تنظيم ميان ي طبيعي سلولها و     فيزيولوژ
هدف اين مطالعه رديابي تغييرات اسـيد    . باشد هاي سلولي و متاستاز مي     ساز ترانسفورماسيون  اجزاي اين بخش بافتي زمينه    

آميزي آلسين بلو بـه روش تغييـر         نگهيالورونيك ماتريكس خارج سلولي در استروماي كارسينوماي كولون در پاسخ به ر           
از هـر گريـد   ( بيمار با تشخيص كارسينوماي كولـون   30بلوكهاي پارافيني   : بررسي روش .بحراني غلظت يون منيزيم بود    

 ميكرومتـر برشـها بـا روش        6-5پـس از بريـدن مقـاطعي بـا ضـخامت            . انتخاب گرديد شناسي    آسيباز فايل   )  بيمار 10
  به طريقه  =8/5pH پس از تاييد تشخيص قبلي ساير برشها به روش آلسين بلو با           . ميزي شدند آ  ائوزين رنگ  -هماتوكسيلن

و ) 2(و  ) 1(گانـه    آميزي به گريدهاي سه    آميزي شدند و آنگاه بر اساس شدت رنگ        تغيير غلظت بحراني يون منيزيم رنگ     
هاي غير   با تستSPSSافزار آماري  مك نرماطلاعات حاصله به ك. بندي شدند به ترتيب از كم به متوسط به زياد درجه) 3(

ت واكـنش اسـتروماي    نتايج نشان داد كه بين گريدينگ هيستوپاتولوژيك و شـد          :ها يافته .پارامتري تجزيه و تحليل شدند    
 هيـستوپاتولوژي بـا   I ميـان گريـد   Man Whitneyتست با . )>005/0p (داري وجود دارد بلو ارتباط معني تومور به آلسين

 در حالي كه ايـن اخـتلاف بـراي          شتداري وجود ندا    آن از نظر شدت پاسخ استروما به آلسين بلو اختلاف معني           IIگريد  
اخـتلاف واكـنش    :گيـري  نتيجـه  .دار اسـت   معنـي )>005/0p( و )>002/0p( به ترتيـب بـا    III باII و گريد III با Iگريد 

 انعكاسي از ميزان متفاوت اسيد هيالورونيـك اسـتروما          بلو در گريدهاي مختلف سرطان كولون      استروماي تومور به آلسين   
  .كننده باشد متاستاز كمكايجاد  گريدهاي مختلف در بادر توجيه پتانسيل متفاوت سلولهاي سرطاني تواند  ميبوده و 

   گريدينگ آلسين بلو اسيد هيالورونيك،سرطان كولون :كليدي كلمات

  

 
  

 ،اي ي از عناصـر رشـته     ا  ماتريكس خارج سلولي به عنـوان شـبكه       
هـاي   ها است كه مـسئول چـسبندگي       ها و پروتئوگليكان   گليكوپروتئين

هـاي   سلولي به هم و انتقال سـيگنالهاي اطلاعـاتي بـه كمـك گيرنـده              
اند كه   مطالعات نشان داده  . باشند مولكولي موجود در غشاي سلولها مي     

ي توانـد نقـش مهم ـ   ماتريكس خارج سلولي در استروماي تومورها مي     
هاي زيرين و متاستاز بـه       در فرآيندهايي همچون تهاجم سلولها به لايه      

 پروتئوگليكانهاي شبكه ماتريكس خارج     1.نقاط دور دست داشته باشد    
 versican و   decorin، aggrecanسلولي طيف وسيعي از تركيباتي مثل       

ــي ــر م ــد را در ب ــي از   . گيرن ــان يك ــا هيالورون ــك ي ــيد هيالوروني اس
يكانهاي شبكه ماتريكس خارج سلولي است كه به هيچ         گليكوزآمينوگل

 اسيد هيالورونيـك در     2.يابد پروتئيني به صورت كووالانس اتصال نمي     
كنـد و مـسئول حفـظ        ماتريكس خارج سلولي نقش سمان را ايفا مـي        

.  ديگـر اجـزاي مـاتريكس خـارج سـلولي اسـت            ،ساختمان سه بعدي  
لولهاي نئوپلاسـتيك   هـاي ويـژه س ـ     متاستاز به عنوان يكـي از قابليـت       

باشد كه توانـايي از بـين        اين سلولها مي  هاي متعدد    انعكاسي از قابليت  
از آنجـا كـه     . سـت اهـا     شبكه سه بعدي يكي از اين قابليـت        بردن اين 

 سـلولهاي   ،متفـاوت اسـت   ها   ماهيت ماتريكس خارج سلولي در بافت     
فاوتي هاي مت  گيرند مكانيسم  هاي مختلف منشا مي    تومورالي كه از بافت   

هايي كـه    كه مكانيسم  با آن  2.براي از بين بردن اجزاي اين شبكه دارند       
اسيد هيالورونيك از آن طريق قابليـت متاسـتاز سـلولهاي سـرطاني را              

رسـد سـلولهاي     دهد هنوز مـشخص نيـست بـه نظـر مـي            افزايش مي 

  
  1-5، 1386 آبان، 8 ، شماره 65مجله دانشكده پزشكي، دانشگاه علوم پزشكي تهران، دوره 
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 1386بانآ،8شماره ،65مجله دانشكده پزشكي، دانشگاه علوم پزشكي تهران، دوره

 مقـادير بيـشتري اسـيد هيالورونيـك         )SW620(متاستاتيك كولوني نوع    
 در اطـراف    )SW480( تومورال اوليـه كولـوني نـوع         نسبت به سلولهاي  

رسد اسيد هيالورنيك با افزايش قابليت       به نظر مي  . كنند خود ترشح مي  
واسـطه  . كنـد  آنژيوژنز و تهاجم سلولي راه را براي متاستاز هموار مـي          

 CD44عملكردي اسيد هيالورونيك در سلولها مولكـولي غـشايي بنـام            
كه در سـرطان پيـشرفته كولـوني ميـزان     اند   مطالعات نشان داده  3.است
بـه نظـر     3.يابـد   آن افزايش زيادي مـي     v6 CD44 مخصوصا CD44بيان  
 خود به نوعي تحت تاثير يكي       CD44 عملكرد رسپتور غشايي  رسد    مي

 بـوده و  نام كراتان سـولفات      هديگر از اجزاي ماتريكس خارج سلولي ب      
كس خـارج    بـا اجـزاي مـاتري      هاي مولكولهاي سطحي فوق    ميان كنش 
هـاي بيولوژيـك     ند در تعديل طيـف وسـيعي از قابليـت         توا سلولي مي 

ــند    ــوثر باش ــرطاني م ــلولهاي س ــاوت س ــدد و متف ــراي درك 4.متع  ب
 متاستاز و آنژيوژنز توجه محققين به نحوه        ،فرآيندهايي همچون تهاجم  

هاي اجزاي ماتريكس خارج سلولي به رسپتورهاي سـطحي          ميان كنش 
هـاي   زنجيـره انـد كـه       العـات نـشان داده    مط 5.فوق جلب شـده اسـت     

 - رسـپتورهاي سـطحي    -مولكولي اجـزاي مـاتريكس خـارج سـلولي        
اي از مولكولهـايي را ايجـاد        هاي شبكه اسكلت سلولي زنجيره     پروتئين

 ماتريكس خارج سـلولي     -هاي سلول  كنند كه در تعديل ميان كنش      مي
 Sgambato همطالع ـدر   6.در پيشرفت سلولهاي سرطاني دخالت دارنـد      

به عنوان بخـش خـارج سـلولي ايـن           ديستروگليكان   مولكولهايي مثل 
كننـد و حتـي       ولي در سـرطان پـستان ايفـاي نقـش مـي           زنجيره مولك ـ 

 تغيير ماهيت رسپتورهاي    6.توانند اهميت پروگنوستيك داشته باشند     مي
بنـدي عناصـر مـاتريكس      سرطاني همراه با تغيير سازمان غشايي سلول 

هـاي ترانـسفورماسيون     رهـا از مهمتـرين جنبـه      لولي در تومو  خارج س 
 بيولوژيك سلولهاي تواند نقش مهمي در تعيين رفتار      مي بوده و سلولي  

 هدف از اين مطالعه شناسايي      6. پتانسيل متاستاز داشته باشد    وسرطاني  
تغييرات اسيد هيالورونيك اسـتروماي تومـور در گريـدهاي مختلـف             

لـسين بلـو بـه روش تغييـر         آميـزي آ   در پاسخ به رنـگ    كولون  سرطان  
  .باشد ميها  اين پاسخبحراني غلظت يون منيزيم و مقايسه 

  

  
 10از هر گريد    ( بيمار با كارسينوم كولون      30از بلوكهاي پارافيني    

پـس از تاييـد     .  ميكرومتر تهيه گرديـد    5-6مقاطعي با ضخامت    ) بيمار
كسيلن و ائوزين مقاطع بريده شـده  آميزي هماتو تشخيص قبلي با رنگ 

 با تغيير بحراني غلظـت يـون   =8/5pH بلو به روش هيستوشيمي آلسين  
آميـزي فـوق از بـافر        براي تهيه محلول رنگ   . آميزي شدند  منيزيم رنگ 

 گـرم  02/0 گـرم كلـرور منيـزيم و       8/0 مولار استات كه محتـوي       2/0
 مـواد از    7.شدفاده  ليتر محلول بود است     ميلي 100آلسين بلو به ازاي هر      

  روش معمـول در    بـا  مقاطع پس از آبگيري      وشركت مرك آلمان تهيه     
آميزي گريـدينگ     بر اساس شدت رنگ     و شناسي شفاف و مونته    آسيب
 SPSSافـزار     نـرم  بـا اطلاعات  ). شديد (3 -)متوسط( 2 -)كم (1 شدند

  .شدند تحليل Man Whitney و 2χهاي  با تست 10ويراست 
  

  
  

مقـادير متفـاوتي از اسـيد هيالورونيـك را در اطـراف             اين مطالعه   
سلولهاي سرطاني و استروماي تومور در گريـدهاي مختلـف سـرطان            

 ارتباط ميان گريـدينگ هيـستوپاتولوژيك و        2χتست   .كولون نشان داد  
آميزي براي اسيد هيالورونيك را در استروماي تومور نشان          شدت رنگ 

دار   معنـي  II با   I ميان گريد    آميزي اختلاف شدت رنگ  ). 1جدول  ( داد
 بـه ترتيـب بـا       III بـا    II و   III بـا    I گريـدهاي    در اين اخـتلاف     و نبود

)002/0p<( و )005/0p<(داراست   معني)1-3هاي  فتوميكروگراف.( 
  

  
  

  
  
  
  

  
  

  ) =pH 8/5( .آميزي آلسين بلو  به رنگIواكنش استروماي تومور گريد  :1- شكل
  
  
  
  
  
  
  
  
  )=pH 8/5(آميزي آلسين بلو   به رنگII اي تومور گريدواكنش سلوله :2-شكل

  بررسي روش

 هايافته
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 1386 آّبان، 8شماره  ، 65مجله دانشكده پزشكي، دانشگاه علوم پزشكي تهران، دوره 

  
  

  
  
  
  

  
 
 

  ) =8/5pH(. آميزي آلسين بلو  به رنگIII  گريدواكنش استروماي تومور: 3-شكل
  

توزيع بيماران سرطان كولون بر اساس شدت واكنش به آلسين بلو : 1-جدول 
  براي نشان دادن اسيد هيالورونيك

براي  شدت واكنش
 نيكاسيد هيالورو

آدنوكارسينوم 
 )تمايز خوب(

 آدنوكارسينوم 
 )تمايز متوسط(

  آدنوكارسينوم
  )تمايز ضعيف( 

 %3/30 %2/71 %5/48 كم

 %5/37 %8/45 %7/16 متوسط

 %75 %0 %25 زياد

               
  

  ا متوسطيخوب 
  ا ضعيفيمتوسط 
                  هر سه

*Non significant, **p< 005/0 , *** p< 002/0  
  

  
كه ميزان پاسـخ اسـتروماي تومـور در          نتايج اين مطالعه نشان داد    

آدنوكارسـينوم بـا تمـايز خـوب و         (گريدهاي مختلف سرطان كولـون      
بـا  ) آدنوكارسينوما با تمايز متوسط و آدنوكارسينوم بـا تمـايز ضـعيف           

 براي نشان دادن اسـيد هيالورونيـك اسـتروماي          =8/5pH بلو در  آلسين
رغـم اخـتلاف     علـي . )>002/0p (داري وجود دارد    معني تومور ارتباط 

 Manشدت واكنش ميان تمـام گريـدها بـا هـم تـست غيرپـارامتري       

Whitney  كه اين اختلاف از نظر آماري براي آدنوكارسـينوم           نشان داد
دار نيـست در حـالي كـه بـراي      يبا تمايز خوب با تمايز متوسـط معن ـ   

عيف و آدنوكارسينوم با تمـايز      آدنوكارسينوم با تمايز خوب با تمايز ض      
دار   معنـي )>005/0p( و )>002/0p(متوسط با تمايز پايين به ترتيب با     

ــات . اســت ــيد   Wangمطالع ــا اس ــان ي ــود هيالورون ــاران وج و همك
هيالورونيك را در استروماي تومورهـاي دسـتگاه گـوارش نـشان داده             

مـولا  تليوم طبيعي مـري اسـيد هيالورونيـك مع         در سلولهاي اپي  . است
هاي سطحي پوشـش مخـاطي نـشان داده شـده اسـت در             فقط در لايه  

تـر   هاي سطحي  مري اين ماده در لايهin situحالي كه براي تومورهاي 
رسـد در حـالي كـه الگـوي          به نظر مـي   . پوشش نيز قابل رديابي است    

تواند هميـشه انعكاسـي از       ترشح هيالورونان در سلولهاي تومورال مي     
 اين تركيب در سلولهاي طبيعي عـضو باشـد       چگونگي وضعيت ترشح  

معمولا سلولهاي سرطاني رسوب اسيد هيالورونيك در اطراف خود را          
 اسيد هيالورونيك يكـي از گليكوزآمينوگليكانهـاي     8.نمايند تحريك مي 

ماتريكس خارج سلولي است كه در پيشرفت سلولهاي سرطاني نقـش           
يد هيالورونيك اطراف سلولها    رسد اس  به نظر مي  . كند با اهميتي ايفا مي   

 اتصال سلول به ديگر اجـزاي مـاتريكس خـارج سـلولي مثـل               واسطه
توانـد در    اين از اين طريق مي    فيبرونكتين كلاژن و لامينين باشد و بنابر      

اولين مرحله تهاجم سلولهاي سرطاني در اتـصال بـه غـشاي پايـه بـه                
ت تلقـي   ترين ساختمان ماتريكس خارج سلولي بـا اهمي ـ        عنوان شكيل 

 و همكـاران نـشان داده اسـت در اسـتروماي            Kobel مطالعـات    9.شود
ــيد     ــابهي از اس ــادير متن ــوني مق ــينوم كول ــتيك آدنوكارس دسموپلاس

نتايج مطالعه حاضر از ايـن جهـت بـا نتـايج            . هيالورونيك وجود دارد  
و همكاران نشان داده شده اسـت        Kobelمطالعه  . فوق هم خواني دارد   
 بيماران  stageميان ميزان بيان اسيد هيالورونيك با       كه هر چند ارتباطي     

سرطان كولون وجود ندارد اما در بيمـاراني كـه اسـيد هيالورونيـك و               
شـوند پتانـسيل سـلولهاي        بيـشتر بيـان مـي      )CD44v6(رسپتور مربوطه   

هاي زيـزين افـزايش يافتـه و بقـاي عمـر        سرطاني براي تهاجم به لايه    
)survival rate(توان از اين ماده  يابد و بنابراين مي ش ميكاه  بيمار نيز

 اسـيد هيالورونيـك و      10.به عنوان يك فاكتور پروگنوسـتيك نـام بـرد         
توانند در يكي از مهمترين فرآيندهاي نئوپلازي به         رسپتور ويژه آن مي   

نام متاستاز دخيل باشند و درك چگـونگي رونـد اتـصال سـلولها بـه                
ات مولكولي  قهاي تحقي  جنبهماتريكس خارج سلولي يكي از مهمترين       

تواند در صورت موفقيت راه را براي درك يكي از پر درد             است كه مي  
اسيد هيالورونيك يكي   . سرترين مسائل مربوط به نئوپلازي هموار كند      

رسـد در تومورهـا      بـه نظـر مـي     .  است )CD44v6( از ليگاندهاي اصلي  
هاي هميــشه ميــزان بيــشتري از اســيد هيالورونيــك در اطــراف ســلول

كه ميـزان     نتايج مطالعه حاضر نيز نشان داد      11.نئوپلاستيك وجود دارد  
دهاي ـت به گري  ـي نسب ـونـولـاسيد هيالورونيك در گريدهاي بالاي ك     

بـه  . دار اسـت    پايين بيشتر است و اين تفاوت از نظر آماري نيز معنـي           
رسد اسيد هيالورونيك با تغيير ساختمان سه بعـدي مـاتريكس    نظر مي 

ا براي تهاجم سلولي و اتصال آنها به غشاي پايه عروق خـوني و              راه ر 
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 و همكاران نشان داده است كـه        Fischerه  عمطال. نمايد لنفي هموار مي  
 ،اجزاي ماتريكس خارج سلولي در فرآينـدهايي مثـل تقـسيم سـلولي            

 12.كارسينوژنز و آپوپتوزيس دخالت دارنـد     ،   تمايز ،مهاجرتهاي سلولي 
كيبـات خـارج سـلولي و ماهيـت ايـن تغييـرات             شناسايي تغييرات تر  

  ون ـم چـهايي ه دهـتواند زمينه تحقيقاتي مناسبي را براي درك پدي مي

تواند راهگـشاي    متاستاز فراهم نمايد بدون شك درك اين تغييرات مي        
 .مناسبي براي ابداع اقدامات درماني جديد براي بيماران سرطاني باشد         

، حترم پژوهشي دانـشكده پزشـكي     از همكاري شوراي م   : سپاسگزاري
كتابخانه مركزي و اينترنـت      ،الانبيا شناسي بيمارستان خاتم   بخش آسيب 

   .نماييم دانشگاه زاهدان تشكر مي
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Background: The extracellular matrix is a complex three-dimensional network of 
proteins and glycosaminoglycans, which have important roles in cellular physiology and 
cell-cell and cell-extracellular matrix interactions. Any changes in the extracellular 
matrix of tumors may be implicated in cellular transformation and metastasis. The aim of 
the present study was to identify changes in the hyaluronic acid of the stroma of colonic 
carcinoma. 
Methods: Paraffin blocks of 30 patients with colon carcinoma (10 patients at each 
histological grade) were chosen from the pathology file of Khatam-Al-Anbia Hospital in 
Zahedan, Iran. Tissue sections (5-6 micrometers thick) were stained with hematoxylin-
eosin and the alcian blue critical electrolyte concentration histochemical technique at 
pH=5.8. The intensity of the staining in each section was graded as 1, 2 or 3, referring to 
low, moderate or severe staining reactivities, respectively. Statistical data was analyzed 
with nonparametric tests by SPSS (ver. 10) and histopathological reports were prepared. 
Results: The results of this study showed that there is a good correlation between 
histopathological grading and staining intensity of tumoral stroma for hyaluronic acid 
(p<0.005). Analysis using the Mann Whitney test revealed significant differences 
between staining grades 1 and 3 and grades 2 and 3 (p<0.005 and p<0.002, respectively), 
although there was no significant difference between staining grades 1 and 2 for 
hyaluronic acid. 
Conclusions: The difference in staining intensity of the stroma in colon carcinoma is a 
result of different amounts of hyaluronic acid in stroma, indicating that increased levels 
of hyaluronic acid are associated with the invasion and metastasis of neoplastic cells. 
 
Keywords: Colon carcinoma, grading, alcian blue, hyaluronic acid  
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