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هاي انتهایی گلیکوکانژوگیت هالکتین هیستوشیمیایی قنديمطالعه
طی تکامل کلیه در رت

4علیرضا فاضل-3هنگامه رضوي-2الهام محمد زاده-2فاطمه نیک مرد-1علیرضا ابراهیم زاده بیدسکان

چکیده
سلول با ماتریکس خارج سلولی کنش هاي متقابل سلول به سلول و یاواتوسطییند هاي تکاملآفرزمینه و هدف:

طرفیشودمیمیانجیگري از میان. هااین مولکولکنش شود.شیمیاییهايتوسط می مطالعهراستاایندرتنظیم
قنديوتوزیع به منظور بررسی حاضر  .گرفتطی تکامل کلیه در رت انجام تغییرات برخی از ترکیبات

فرمالین فیکس و پس از 18و 16، 14تار در روزهايسر جنین رت نژاد ویس30تعداد:روش تحقیق حاملگی در
بافتی ضـخامت،پاساژ به هایی برش و گیري، قالب پارافین و5در تهیـه مجـاورتمیکـرون هـايدر لکتـین بـا

LTA،MPAوUEA-I   کـه بـاHRP    سـپس شـدت رنـگ مقـاطع     قـرار گرفتنـد  کونژوگـه شـده بودنـد .
هـاي  رتبه بندي ،تعیینکورراحل مختلف جنینی به روشمیکروسکوپی براي هر لکتین در م و با استفاده از روش

و از نمونه هاي مورد نظر تصویر تهیه گردید.شدندآماري باهم مقایسه 
تدریج پودوسیت ها با MPAلکتین واکنشنشان داد که یج انتیافته ها: 18تـا  14با پیشرفت تکامـل از روز  به
در روز هاي . س)p>05/0(یافتافزایش  واکنش نشان 16و 14لول هاي مزانشیمی در کلیه هاي در حال تکامل

در روز ادرارواکنش متوسطی در مجاري جمع کننده.)p>05/0(شدنههدامشیواکنش18در روز در حالیکه دادند 
18روز متوسـط و در 16و 14سلول هاي مزانشیمی در روز هاي با UEA-Iلکتینواکنش.گردیدمشاهده 16
مـذکور  واکـنش  18متوسـط و در روز  16پودوسـیت هـا در روز   واکنش در حالیکه.)p>05/0(م ارزیابی گردیدک

ضعیفی 16لوله هاي جمع کننده در روز .)p>05/0(کاهش یافت بـا  LTAنشان دادند. واکنش لکتینرا واکنش
مجاري جمع کننده در روز پیچیده لوله هاي  پودوسیت ها در هیچ یـک  .ارزیابی گردیدضعیف18دور و نزدیک و

واکـنش  14و سلول هاي مزانشـیمی در روز  بروز ندادند با لکتین مذکور را واکنشیمراحل تکاملی مورد بررسی از 
.ناپدید گردید18و 16که این واکنش در روز هاي دادند زبرورا  متوسطی 

رفت که بیان و تغییرات گلیکوکونژوگیت ها بـا قنـد هـاي    طبق یافته هاي این پژوهش می توان نتیجه گنتیجه گیري:
اـیی   L-fuc(α 1→3)Gal(β 1-4l)Glcو L-fuc(α1→4)GlcNAc،Gal-(β1→3)-GalNAcانتهـ

در طی تکامل کلیه تنظیم شده است.
لکتین؛گلیکوکونژوگیت ها؛کلیه؛ جنین؛تکامل:واژه هاکلید
)1391؛ بهار1يشماره؛ 18ي دورهو خدمات بهداشتی درمانی گناباد  (پزشکی دانش؛ فصلنامه ي دانشگاه علومافق

4/3/1390پــذیرش: 25/2/1390اصلاح نهایی: 23/10/1389دریافت: 

مشهد  یدانشگاه علوم پزشک،یپزشکيدانشکده،و بیولوژي سلولییحیعلوم تشریگروه آموزش،دانشیاري مسؤول؛ نویسنده-1
دانشگاه علوم پزشکی-دانشکده ي پزشکی-میدان آزادي -مقدسمشهدآدرس:
ebrahimzadehba@mums.ac.irپست الکترونیکی: 0511-8002333نمابر: 0511-8002242تلفن: 

مشهدیدانشگاه علوم پزشک،یپزشکيدانشکده،و بیولوژي سلولییحیعلوم تشرآموزشیگروه،یحیعلوم تشريرشته،کارشناسی ارشديدانشجو-2
تشرآموزشیوهگر،یاراستاد-3 مشهد  یدانشگاه علوم پزشک،یپزشکيدانشکده،و بیولوژي سلولییحیعلوم
مشهد  یدانشگاه علوم پزشک،یپزشکيدانشکده،و بیولوژي سلولییحیعلوم تشرآموزشیگروه،داستا-4
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مقدمه
کلیه هاي دائمی یا متانفروز سومین عضو ادراري هستند کـه  

واحـد هـاي   وریکـه  بطبوجود مـی آینـد  جنینیدر جریان تکامل
مجاري در حالیکه آن از مزودرم متانفریک بوجود می آیندترشحی

کلیه هاي دائمی از جوانـه حـالبی کـه یـک     ادرار درجمع کننده
برآمدگی از مجراي مزونفریک در نزدیکـی مـدخل کلـواك اسـت     

گردند به مزودرم متانفریک نفوذ .ایجاد می می نمایدجوانه حالبی
نفـرون هـا متعهـد    بخش هاي ترشـحی  ایز به تمدر جهت آنرا و

جوانه حالبی سازد.می  در جهت بخش هـاي هـدایتی   در حالیکه
.)2,1(کلیه تمایز می یابد

،متسـع شـده و لگنچـه کلیـوي اولیـه     حـالبی جوانهسپس 
توبـول هـاي   مجـاري و  ،کالیس هاي کوچـک ،اصلیکالیس هاي

در جمع کننده توبول هاي.را تشکیل می دهدجمع کننده کلیوي 
کـه  انتهاي دیستال خود بوسیله بافت متانفریک پوشیده می شود

سـلول هـاي بافـت متانفریـک     این توبول هـا  تحت تاثیر تحریک 
هاي .)1(را تشکیل می دهند کلیوي وزیکول هاي کلیوي وزیکول

گردد. که سبب تشکیل شکاف عروقی می فرورفتگی پیدا می کند
شـوند.   sکوچک وزیکول به توبول هاي سپس مـی شکل تبـدیل

ــدوتلی  ــاز ان ــیش س ــونیپ خ ــروق ــالانژیوبلاســت)آ(وم ع ًو احتم
مویرگ می کنند ومهاجرت به داخل شکاف عروقی مزانژیوبلاست،
ساخته و واحد هاي دفعی کلیوي یا نفرون ها را راهاي گلومرولی

انتهاي پروگزیمال نفرون کپسـول بـومن را   ).3(می دهد تشکیل
می و جـداري  (پودوسـیت)  از دو لایـه احشـایی  کهدهدتشکیل

لوله طویل شده وواحد هاي دفعی کلیوي ).4(گرددمیتشکیل
را قوس هنله و لوله هـاي پیچیـده انتهـایی    ،نزدیکهاي پیچیده 

دهند می شروع.تشکیل ادرار تولید گلومرولی هاي مویرگ تمایز با
جنینی و در رت از 5-4نفروژنز در انسان در هفته هاي می شود.

).3جنینی شروع می شود (12روز 
تحت تاثیر کـنش هـاي متقابـل سـلول بـه      یفرایند هاي تکامل

صـورت مـی گیـرد. در       سلول و یا  سلول با ماتریکس خـارج سـلولی
رخ مـی دهـد  اپی تلیـالی  -تمایز کلیه ها میان کنش هاي مزانشیمی

بـا مزانشـیم   یبمیان اپـی تلیـوم جوانـه حـال    ها، که این برهم کنش
در نتیجه بیـان  یی که میان کنش ها.رخ می دهدبلاستوم متانفریک 

از بیـان ژن هـا      مـی دهنـد.  آبشاري از ژن ها و عوامـل حاصـل از رخ

1Wilmsجمله این موارد می توان به بیان Tumor Protein  توسـط
یک عامل نسـخه بـرداري بـراي    WT1مزانشیم متانفریک اشاره کرد.

سـایر از و جوانـه حـالبی اسـت    افت ها در پاسخ به القاءآماده کردن ب
ــا   ــانکنش ه ــن می ــوثر در ای ــاي م ــان مولکــول ه ــه بی ب ــوان ــی ت م

2Fibroblast Growth Factor،Bone Morphogenic Protein3

4Glialبیان عامـل و یدر جوانه حالب cell-derived neurotrophic factor

یکـه نتـایج مطالعـات نشـان    اشـاره نمـود بطور  در مزانشیم متانفریک 
ــه موجــبWT1موتاســیون عامــل مــی دهــد  ــزي کامــل کلی آژن
از دیمــی گــردد مــی تــوان بــه ر عوامــل مــوثر در تکامــل کلیــه گــ.

اشاره کرد که در سلول هاي بنیادي کلیـه در مراحـل   BMP7عامل
سبب آژنـزي کلیـه   آنعدم بیان اگر چهاولیه تکامل بیان می شود و

از طرفـی .)5تکامل ضعیف کلیـوي مـی شـود (   سبب ولینمی شود 
سـطح سـلول هـا و    از مولکول هـاي موجـود در   هاگلیکوکونژوگیت

ایـن  نقش کلیدي قند ها ي انتهایی وهستندماتریکس خارج سلولی
نقـش  در روند ارتباطات و میان کنش سـلول هـاي جنینـی    ترکیبات 

طـی تغییـر   دربسزایی دارد بطوریکه  نوتیـپ  فاتکلیه جنین انسـان
شـوندگی بانـد ، الگوي مزانشیم نفروژنیک و مراحل ویژه تکامل نفرون

کـه نشـان دهنـده تنـوع     وجـود دارد  اي با لکتین هاي مختلـف ویژه
کربوهیدرات ها در این مراحل است طیـف  ظهـور  بنـابراین.ترکیبات

از جملـه  در زمان هاي مختلـف تکـاملی   مختلف قند هاي وسیعی از 
بـه  ان شکل گیري و تمـایز کلیـه رخ مـی دهـد    القاء هایی که در زم

ــااز طــرف دیگــر .)6(اثبــات رســیده اســت درگلیکوکونژوکیــت ه
شناسـایی، مهـاجرت و میـانکنش هـاي       فرایند هاي تکاملی از قبیـل

سـلول هـا وارد   کـه  موجـب مـی شـوند    سلولی نقش کلیدي دارند و 
مسـیر طبیعـی تکامـل و تمـایز     حل پیچیده مورفوژنیک گشـته و امر

علاوه بـر الگـوي خـاص بانـد شـوندگی      ).7-9(خود را طی می کنند
گلیکوکانژوگیت ها لکتین طی فراینـد هـاي   در ها با قند هاي انتهایی

وو پروسه پیري تغییـر نمـوده   تکاملی، این الگو در دوران بعد از تولد 
در جریـان بــروز بیمـاري هــا و سـرطان تغییــر مـی کنــد    همچنـین 

منظورلعه مطااین لذا ).14-10( تغییـرات و ،ظهـور زمـانبررسیبه
در طـی تکامـل   این مولکول هـا احتمالی زمان ناپدید شدن همچنین

.)15(شدانجامروش لکتین هیستوشیمیایی به کلیه

1- Wilms Tumor Protein (WT1)
2- Fibroblast Growth Factor (FGF2)
3- Bone Morphogenic Protein (BMP)
4- Glial Cell-Derived Neurotrophic Factor (GDNF)
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روش تحقیق
رت ماده 30سر رت نژاد ویستار (40در این مطالعه از تعداد

از خا250-300رت نر) با وزن تقریبی 10و نه حیوانـات  گرم که
اسـتفاده گردیـد. ایـن    شـده بودنـد   دانشکده پزشکی مشهد تهیه 

دسترسی آزادانه بـه  حیوانات در شرایط استاندارد خانه حیوانات با
روزانه دو بار صبح و عصـر توسـط پلیـت وجوانـه     تغذیه غذا (،آب

صـبح تـا   8ساعته (از ساعت 12گندم)، دوره تاریکی و روشنایی 
درجه سانتی گـراد و  18-24درجه حرارت ،ظهر)ازبعد8ساعت 

رطوبت مناسب نگهداري و در طـی مراحـل تحقیـق دسـتوالعمل    
NIH1وDHEW2    براي مراقبت از حیوانات مـورد توجـه و اجـرا

آداپتاسیون در قفس هاي مخصوص جفـت  ها، رتگردید. پس از
اسـمیر  . هـر روز از رت هـا   قـرار گرفتنـد  3به1به نسبت گیري 
و مشـاهده اسـپرم روز   ی آنمیکروسکوپبررسیو با هتهیواژینال

و رت هایی که به این روش حامله تشـخیص  صفر حاملگی تعیین 
در روزهـاي داده شدند، به قفس هاي جداگانه انتقال داده شدند. 

شانزدهم و هجدهم رت هاي حامله تحت بیهوشـی بـا   چهاردهم،
از ر  کلروفرم قرار گرفتندو حـم خـارج   با عمل سزارین جنـین هـا

شـدند.  و جفت جـدا گردید. سپس جنین ها از پرده هاي جنینی 
بـه  %10فیزیولوژي، در فرمالینبعد از شستشو در سرمجنین ها

ساعت فیکس شدند و بعد از فیکساسیون، نمونه ها 24-48مدت 
به روش معمول آزمایشگاه بافت شناسی توسط الکـل اتیلیـک بـا    

گ   و بـا زیلـل شـفاف سـازي شـدند.      غلظت هاي افزایشی آبگیـري
ســپس نمونــه هــا در جهــات مختلــف در بلــوك هــاي پــارافینی  

5به ضخامتیبرش هایپارافینی از بلوك هاي شدند.قالب گیري 
Leitz1512صورت سریال توسط میکروتوم مـدل  ه میکرومتري ب
گردید. هـرتهیه از تکامـل حال در کلیه بافت یافتن لام10براي

ائـوزین  -بـراي رنـگ آمیـزي هماتوکسـیلین    تهیه شده یـک لام  
در هـر مرحلـه جنینـی     استفاده شد. براي رنگ آمیزي با لکتـین،

انتخاب بودندکلیهمقطع از برش هاي سریال که حاوي 15تعداد 
، هیسـتو شـیمیایی  لکتـین به روش میزيآرنگ به منظور شدند.
معمول آزمایشـگاه بافـت شناسـی آبـدهی     بافتی به طریقمقاطع

، به ترتیب برش هاي بافتی داخل محلول آبدهی. براي انجام دنشد

1- The National Institutes of Health
2- Department of Health Education & Welfare

ــی الکــل (  و50%  و70% ،90%،100گــزیلن و درجــات نزول در%)
نهایت آب مقطر قرار داده شدند. 

مدت بعد از آبدهی  PBSدقیقـه در محلـول   30نمونه ها به
به منظور خنثی کردن پراکسـیداز داخلـیسپس.قرار داده شدند

آب03/0(دقیقـه در محلـول آب اکسـیژنه20مقاطع بـه مـدت  
تایی5قرار داده شد. سپس لام ها به سه گروه )PBSاکسیژنه در 

هر یک از لکتین ها با غلظـتگروهتقسیم و هر  جداگانه با  بطور
ساعت در دماي اطاق2میکروگرم در میلی لیتر به مدت 15نهایی 

از لکتـین هـاي   در محیطی مرطوب انکوبه شدند. در این پژوهش 
LTA،MPAوUEA-I که باHRPنشاندار و از شرکت سـیگما

).1بودند استفاده گردید (جدولخریداري شده 
بـراي حـذف  نمونه هـا بـا بـافر فسـفات سـالین،     در مرحله بعد 
دقیقه در 15شستشو داده شدند .سپس به مدت ،لکتین هاي اضافی

ــول ــد03/0محل (DABدرص ــدین آمینوبنزی ــ03/0دي ديگ رم
ــدین در  ــر  100آمینوبنزیــ ــی لیتــ ــیژنه ) وPBSمیلــ آب اکســ

شـدند.  قرار داده)DABمیلی لیتر محلول 100لیتر در میکرو200(
ها با آب جاري شستشـو و بـراي ایجـاد رنـگ زمینـه از      سپس نمونه

شـد. 5) به مدت =5/2pH(رنگ آمیزي آلسین بلو در دقیقه استفاده
جات افزایشی الکل آبگیـري و بـا گـزیلن    مقاطع مورد نظر با درنهایت

روي لام چسبانده شدند.  براي کنترل مراحل رنـگ  شفاف و سپس بر
حاوي بافت هاي مختلف با هـر لکتـین رنـگ    ترکیبییک لام آمیزي 

HRPآمیزي شد. در این روش با اتصال لکتین هاي کونژوگه شده بـا  
د کـه  با قند انتهایی اختصاصی خـود رنـگ قهـوه اي ظـاهر مـی شـو      

است.DABبا HRPنتیجه واکنش
)Blind(روش کـورنمونه هاي آماده شده توسط سه نفر بـه  

مـورد بررسـی قـرارBx50الیمپوس مـدل  با میکروسکوپ نوري
گرفتنـد و شـدت واکـنش بـراي هـر لکتـین در مراحـل مختلـف

0عـدم واکـنش =  تفاد از طیف لیکرت تعیین گردید (جنینی با اس
وواکنش اکـنش متوسـط ++  واکـنش شـدید +++ وضعیف = + 

به دست آمـده بـراي واکنش بسیار شدید ++++). سپس اطلاعات
هر لکتین در مراحل مختلـف جنینـی بـا اسـتفاده تسـت آمـاري

از.بـاهم مقایسـه گردیدنـد   SPSSکروسکال والیس و نرم افـزار  
ــاي   ــه ه ــده نمون ــت آم ــین داربدس ــکوپ دورب ــط میکروس توس

Olympusــدل ــBX51مـ ــا بزرگویر اتصـ ــفنبـ ــایی مختلـ مـ
تهیه گردید.
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: اسامی و مشخصات لکتین و شماره کاتالوگ1جدول 

Catalog NumberCarbohydrate Binding SpecifityAbbreviationLectin

Sigma, M-3267Gal-(β1→3)-GalNAcMPAMaclura Pomifera Agglutinin

Sigma, H-1601-1L-fuc(α 1→4)GlcNAcLTALotus Tetragonolobus Agglutinin

Sigma, H-2201-1L-fuc(α 1→3)Gal(β 1-4)GlcUEA-IUlex Europeus Agglutinin

یافته ها
نتایج حاصل از این پـژوهش نشـان داد کـه واکـنش لکتـین      

MPA تنها  با لوله هاي جمع کننده که روزه،14در جنین هاي
. در اسـت ل تشخیص توسط بافت مزانشیمی احاطه شده است قاب
یـک  که بصـورت  )CDاین مرحله از تکامل مجاري جمع کننده (

بصورت ضعیفی با لکتـین  قابل مشاهده بودندردیف سلول منظم 
MPA کـه واکـنش مـذکور در سـطح     بطوریواکنش نشان دادنـد

) مشخص تر بود. ماتریکس خارج سلولی که Lلومینال سلول ها (
اي مزانشـیمی وجـود دارد   به میزان بسیار کمی مـابین سـلول ه ـ  

سـلول هـاي   در حالیکـه  واکنشی را با لکتین مذکور بروز ندادنـد 
از تکامـل  ) که بخش عمده کلیـه را در ایـن مرحلـه   Cمزانشیمی(

واکنش MPAبا لکتین بصورت ضعیف تا متوسط تشکیل می دهد 
، لولـه  کپسـول بـومن  هاي کلیه منجملهساختاربقیه نشان دادند. 

قابل تشخیص نبودندیک در این مرحله از تکامل پیچیده دور و نزد
).A-1شکلو2جدول(

بررسی کلیه جنین  اجسـام  سـاختار واضـح   ، روزه16هايدر
(مالپیگی، پیچیـده نزدیـک    CDمجاري جمع کننده )، لوله هـاي

)PCT ) و لوله هاي پیچیـده دور (DCT(   قابـل مشـاهده بودنـد.
سـطی را بـا   ) واکـنش متو CDسلول هاي مجاري جمـع کننـده (  

نشان دادند همچنین در سطح لومینـال سـلول هـا    MPAلکتین 
)L  14) واکنش متوسطی قابل مشاهده بود که در مقایسه بـا روز

) واکنش نسـبتاC(نبود. سلول هاي مزانشیمیمعنی داراختلاف
در مقایسهاین افزایش شدیدي را با لکتین مذکور نشان دادند که 

). در ایـن مرحلـه از>05/0p(ر بـود معنـی دا ، جنینـی 14با روز
ــا همــان ــومن ی ــه احشــایی کپســول ب ــاي لای تکامــل ســلول ه

( Pپودوسیت ها (  ـPL) و لایه جداري کپسول بـومن صـورته ) ب
. پودوسـیت هـا کـه بصـورت سـلول هـايبودنـد واضح مشخص 

واکـنش متوسـط     بـا لکتـین   یدرشتی دیده مـی شـوند MPAرا
در حالی که بکه لایه جدارنشان دادند صـورت یـکه ي کپسول

 ـPLد (نلایه نازك قابل مشاهده بود ا لکتـین مـذکور واکنشـی) ب
) واکنش ضعیفی بـاPCTلوله هاي پیچیده نزدیک (د. بروز ندادن

,B-1)شکل هايدادند (بروزلکتین مذکور  1-C.
مربـوط بـه کلیـه جنـین هـاي        روزه،18در بررسی مقـاطع

نشان دادنـدMPAلکتین) واکنش شدیدي را با Pپودوسیت ها (
روزافزایشاینکه به دار16نسبت معنی ).>05/0p(بودجنینی

راواکنشیجنینی 16) مشابه روز PL(لایه جداري کپسول بومن
MPA) با لکتین CD(. سلول هاي مجاري جمع کنندهبروز نداد

جنینی این16واکنش ضعیفی را نشان دادند که در مقایسه با روز 
).  لولـه هـاي>05/0pشدت رنگ آمیزي معنـی بـود (  کاهش در 

ــده دور ( ــک (  ؛)DCTپیچی ــده نزدی ــاي پیچی ــه ه و)PCTلول
را بـروزجنینـی واکنشـی   18) در روز Cسلول هاي مزانشـیمی ( 

).D-1شکلو 2جدول(ندادند

MPAرتبه بندي شدت واکنش لکتین :2جدول

Region P CD PCT DCT C

E14 0 + - - ++

E16 ++ ++ + - +++

E18 +++ + - - -
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1-A 1-B

1-C 1-D

قرار گرفته و از آلسین بلوMPAمربوط به کلیه در حال تکامل رت که در مجاورت با لکتین تصاویر:1شکل
)5/2pH=.به عنوان رنگ زمینه استفاده شده است (

بصورت کهنیز )L(سطح لومینال سلول هابویژه )CD(مجاري جمع کنندهقرار گرفته است.MPAلکتینرت با که در مجاوکه رتروزه14مقطع عرضی کلیه جنین :A-1شکل 
.)×1000(می دهندنشان رامتوسطی)  واکنش C(سلول هاي مزانشیمیوبصورت ضعیف با لکتین مذکورمشاهده می شودیک لایه نازك

راسی قرار گرفته است. MPAلکتیندر مجاورت با کهنشان می دهدرا رتروزه 16مقطع عرضی کلیه جنین :B-1شکل  )CDسلول هاي مجاري جمع کننده ()L(ناحیه
.)×1000(نشان می دهند) واکنش شدیدي راC(سلول هاي مزانشیمیوواکنش متوسط

لایه جداري کپسول ،) واکنش متوسطP(پودوسیت هاار گرفته است. قرMPAلکتینکه در مجاورت با را نشان می دهدروزه رت16مقطع عرضی کلیه جنین :C-1شکل
.)×1000(می دهدبا لکتین مذکور نشان را) واکنش ضعیفیPCTلوله هاي جمع کننده نزدیک (واکنش.بدون )PL(بومن
لایـه جـداري کپسـول   ،) واکنش شدیدP(پودوسیت هاهد. قرار گرفته است را نشان می دMPAلکتینکه در مجاورت با روزه رت18مقطع عرضی کلیه جنین :D-1شکل
پیچیده دوردر صورتیکه) واکنش شدیدCD() بدون واکنشی مشهود مشخص شده است. راس سلول هاي مجاري جمع کنندهPLبومن ( و لوله هاي پیچیده )DCT(لوله هاي
.)×1000() با لکتین مذکور واکنش نشان ندادندPCT(نزدیک

کنش قسمت هاي مختلف کلیـه هـاي در حـال    در بررسی وا
جنینی، مجاري جمع کننده 14، در روزUEA-Iتکامل با لکتین 

)CD   بودنـد واکـنش در این روز قابل مشاهده ) که بصورت واضح
ماتریکس خارج سلولی عدم واکنش بسیار ضعیفی را نشان دادند. 

با لکتین مذکور قابل)C(سلول هاي مزانشیمیتوسط مواکنش و 
).A-2شکلو 3جدول (مشاهده بود 

درکلیه هاي در حال تکامل UEA-Iدر بررسی واکنش لکتین 
) واکنش متوسطی با P(جنینی، برخی از پودوسیت ها16در روز 

سایر سلول هاي این ناحیه واکنشی  لکتین نشان دادند در حالیکه
ه ک)PLلایه جداري کپسول بومن (را با لکتین مذکور بروز ندادند.

واکنشـی راUEA-Iبصورت لایه نازکی دیده می شود بـا لکتـین   
نشان ندادند. در حالیکه در برخی مناطق لایه جداري واکنش هاي

هـاي مزانشـیمی (   بـود ه قابل مشاهدضعیفی  ) کـه درC.  سـلول
واکنش ضعیف تا متوسطی را نشـاند،ناطراف گلومرول وجود دار

اختلاف در شـدت واکـنشجنینی 14دادند که در مقایسه با روز 
) وPCT(سلول هاي لوله هاي پیچیده نزدیکدر معنی دار نبود. 

ه بـود دقابل مشاهواکنش ضعیفی )DCT(لوله هاي پیچیده دور
.)B-2شکلو 3جدول(

نـش   ــی واکـ ــال تکامــل    UEA-Iدر بررس ــه هــاي در ح در کلی
) بــا لکتـیـن P(پودوسـیـت هــاشــدت واکـنـش ، روزه18جنـیـن هــاي 
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UEA-I با روز را نشـان داد يجنینـی کـاهش معنـی دار   16در مقایسه
)05/0P<(.   ) را بـا  ) واکنشـی PLدر حالیکه لایه جـداري کپسـول بـومن

هاي پیچیده نزدیـک  ) کـه در تصـویر   PCT(لکتین مذکور بروز نداد. لوله
در مجاورت گلومرول قرار گرفته است، با لکتین مذکور واکنش ضعیف تـا  

جنینـی افـزایش   16و14داد کـه در مقایسـه بـا روز    متوسطی را  نشـان  
یـمی  >05/0pمعنی داري را نشان می دهد ( ) در C(). سلول هـاي مزانش

این مرحله تکاملی واکنش بسیار ضعیفی نشان دادنـد کـه در مقایسـه بـا     
.)C-2شکلو 3جدول (جنینی معنی دار نبود16روز 

UEA-Iرتبه بندي شدت واکنش لکتین :3جدول 

Region P CD PCT DCT C
E14 0 ±* - - ++
E16 ++ - + + ++
E18 ±* - ++ - ±*

*Very Weak Reaction

) به عنوان =5/2pH(قرار گرفته و از آلسین بلوUEA-Iمربوط به کلیه در حال تکامل رت که در مجاورت با لکتین تصاویر:2کلش
رنگ زمینه استفاده شده است.

جنین:A-2شکل کلیه عرضی بارتروزه14مقطع مجاورت در است.UEA-Iلکتینکه گرفته (قرار کننده جمع هايCDمجاري سلول و ضعیف بسیار واکنش مرحله این در (
.)×400(دمی ده) واکنش متوسطی را  نشان C(مزانشیمی

)PL() واکنش متوسط، لایه جداري کپسول بومنP(. برخی از پودوسیت هاقرار گرفته استUEA-Iبا لکتین مجاورت در که رت روزه 16مقطع عرضی کلیه جنین :B-2شکل
واکنش )DCT() و لوله هاي پیچیده دورPCT(سلول هاي لوله هاي پیچیده نزدیکبعلاوه .می دهندواکنش ضعیف تا متوسطی را نشان )C(سلول هاي مزانشیمیوعدم واکنش

.)×1000(قابل رویت استضعیفی 
جنین :C-2شکل وواکنش بسیار ضعیف)C(و سلول هاي مزانشیمی)P(پودوسیت ها.قرار گرفته استUEA-Iبا لکتین مجاورت درکه رت روزه 18مقطع عرضی کلیه

نزدیک پیچیده هاي نشانPCT(لوله را متوسطی واکنش دهند) .)×400(می
با مجاورت ر دکه کلیه هاي در حال تکامل مقاطع در بررسی 

جنینی، مجاري جمـع  14، در روز قرار گرفته بودندLTAلکتین 
در این مرحله تنها ساختار قابل مشاهده هستند که )CDکننده (

مزانشیمیLTAبا لکتین  واکنش ضعیفی نشان دادند. سلول هاي
)C    اطراف مجاري جمع کننده در این مرحله بـا لکتـین مـذکور (

.)A-3شکل 4جدول(واکنش متوسطی بروز دادند
روزه که در معرض لکتـین  16در بررسی مقاطع کلیه جنین 

LTA بـومن ( بودند قرار گرفته ) کـه  Pپودوسیت ها در کپسول
با لکتین  LTAبصورت سلول هاي واضح و منظمی دیده می شوند

لایه جداري کپسول بومن ( ) بصورت یک PLواکنشی نشان ندادند.

همچنـین ط به این روز مشخص اسـت لایه واضح در تصاویر مربو
جنینـی واکنشـی16) در روز CDلوله هاي جمـع کننـده ادرار (  

جنینی کاهش معنی داري را14نشان ندادند که در مقایسه با روز 
). سلول هاي لوله هاي پیجیـده نزدیـک  >05/0pنشان می دهد (

)PCTدر مقایسه بـا روز ) وا کنش بسیار ضعیفی نشان دادند که
لولـه هـاي پیچیـده دور   بعلاوهنی واکنش معنی دارنبود.جنی14
)DCT   و سـلول هـاي مزانشـیمی ()Cدر ایـن مرحلـه تکــاملی (

.)B-3شکل و 4جدول(با لکتین مذکور نشان ندادندرا واکنشی 
مقاطع کلیه جنـین  در واکـنش بـا18هـاي در بررسی روزه

سطیبا لکتین مذکور واکنش متو)P(پودوسیت ها،LTAلکتین 

2-B 2-A2-C
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3-A 3-B

3-C 3-D

بـود جنینـی معنـی دار  16در مقایسـه بـا  روز   کـه  نشان دادنـد  
)05/0p<(.  هر چند لایه جداري کپسول بومن در این روز فاصـله

در این واکنشیLTAشت ولی با لکتینزیادي با پودوسیت ها ندا
بصـورت  )CD(مجـاري جمـع کننـده   مشاهده نگردید.سلول ها

تصویر دیده می شوند  واکنش LTAو با لکتین مجاري بزرگی در
جنینی افزایش معنی 16ضعیفی نشان دادند که در مقایسه با روز 

جنینی 14) اما در مقایسه با روز >05/0pداري را نشان می دهد (

)PCT(لوله هاي پیچیده نزدیـک واکنش .نبودواکنش معنی دار
که در مقایسه بـاارزیابی گردید ضعیف تا متوسطیD-3)(شکل

لولـه هـاي.)>05/0p(بوددارجنینی افزایش معنی16و 14روز 
واکــنش متوســطی را نشـان دادنــد کــه درDCTپیچیـده دور (  (
.)>05/0p(بـود جنینی افزایش معنی دار16و 14مقایسه با روز 

نـواحی گلـومرولی واکنشـی بـاC(سلول هاي مزانشیمی ) اطراف
,C-3هايشکلو 4جدول(دنشان ندادنLTAلکتین  D(.

LTA: رتبه بندي شدت واکنش لکتین4جدول 

Region P CD PCT DCT C
E14 0 + - - ++
E16 - - ±* - -
E18 + + ++ ++ +

*Very Weak Reaction

نوان رنگ ) به ع=5/2pHقرار گرفته و از آلسین بلو(LTAمربوط به کلیه در حال تکامل رت که در مجاورت با لکتین مقاطع:3شکل
زمینه استفاده شده است.

را واکنش متوسطی LTA) با لکتین C(سلول هاي مزانشیمیوضعیفی) واکنشCD. مجاري جمع کننده (را نشان می دهدرت روزه 14مقطع عرضی کلیه جنین :A-3شکل 
.)×400(.می دهندنشان

) واکنشی با لکتین مذکور نشان PL(لایه جداري کپسول بومن، )P. پودوسیت ها (قرار گرفته استLTAینلکتکه در مجاورت با رت روزه 16مقطع عرضی کلیه جنین:B-3شکل 
در تصویر )C(سلول هاي مزانشیمیو )DCT(لوله هاي پیچیده دورعدم واکنش ) و PCT(سلول هاي لوله هاي پیجیده نزدیکواکنش بسیار ضعیف ، )SUفضاي ادراري (ندادند.

.)×1000(استقابل مشاهده 
) بـا لکتـین   CD(مجاري جمـع کننـده  ند.هدمی نشان راواکنش متوسطیLTAبا لکتین )P(ودوسیت هارا نشان می دهند. پروزه رت 18طع عرضی کلیه جنین امق:C,D-3شکل 
ضعیفبا )PCT(لوله هاي پیچیده نزدیکدادند.بروز واکنش ضعیفیمذکور  .)×400(هستندقابل مشاهده D-3در تصویر ) بدون واکنش C(سلول هاي مزانشیمی.، واکنش
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بحث
جنینـی  از روز سـیزدهم  متانفریـک رت  هايکلیهمورفوژنز 
می شود جوانـه  ، جنینـی 14در روز در ادامه روند تکامـل،  ، شروع

مجراهایی با لومن بزرگ و یـک ردیـف   بصورت حالبی در کلیه ها
ه سلول هـاي مزانشـیمی   کمی شود مشاهده آن سلول در دیواره

جنینــی ســاختار 16ایـن ســاختار را در بــر گرفتـه انــد و در روز   
دیـده شـدند کـه در ایـن سـاختار هـا        گلومرولی در حال تشکیل

هسـتند کپسول بومن با دو لایه احشایی و جداري قابل تشخیص 
فضاي میان این دو لایه که همان فضـاي ادراري اسـت بوضـوح    و

بـا  جنینی 18و با پیشرفت روند تکاملی در روز قابل رویت بودند 
دو لایه کپسول بومن بصورت دو ،گلومرول در کپسول بومنرشد 

ــل تشــخی   فضــاي ادراري واضــح قاب ــا ــزا ب ــه مج ــد.صلای نبودن
هاي دیگر نفرون ها شامل لوله هاي پیچیده نزدیـک و دور   بخش

جنینی در اطراف مقـاطع گلـومرولی قابـل   18و 16در روز هاي 
نزدیـک از       مشاهده بودند. لولـه هـاي پیچیـده دور و وجـه تمـایز

قطر مجاري و نوع سلول هاي دیـواره ایـن مجـرا هاسـت      یکدیگر
در لوله هاي پیچیده نزدیک قطر مجرا به واسـطه   بدین ترتیب که

کوچک تر است و در مقطـع عرضـی   استوانه اي کوتاهسلول هاي 
ند و در مقابـل در  هسته از سلول هاي مذکور دیده مـی شـو  5-3

تـر بـوده و در مقطـع    وسیع مجرا ها لومن لوله هاي پیچیده دور 
).4عرضی هسته هاي سلولی بیشتري دیده می شوند (

یند هاي تکاملی حاصل مجموعه اي از رخدادهاي مولکولیآفر
که طی آن القاء و میان کنش هـاي سـلولی و بـافتی بوقـوع     است

ز تکامل و تمایز ارگان هاي مختلف می پیوندد و این مرحله آغازي ا
دخیل در فرایند هـاي  واز جمله مولکول هاي موثرجنینی است.

هاگلیکوتکاملی هستند.،پروتئین وغیره رشد هاي درفاکتور قندها
گلیکـوپروتئین هـا و گلیکولیپیـد هـا و     منجملـه ساختار هایی از 

ونژوگیت پروتئوگلیکان ها تظاهر می نمایند که تحت عنوان گلیکوک
می شوند. گلیکوکونژوگیت ها علاوه بر ذخیره سوختی  شناخته ها

). این مولکول ها در 16(به عنوان حاملین اطلاعات عمل می کنند
جنینی از قبیل مهاجرتآتنظیم فر تمایز، ،تکثیر،یندهاي تکاملی

دارند ).18,17(مورفوژنز، اتصالات سلولی و شناسایی سلولی نقش
اي از  ازبرخینشان می دهد که مطالعات نتایج  قند ها در دسـته

صـورت  ه سلول ها، مدت زمان بیشتري ظهور پیدا کرده و برخی ب
توجیهی براي گذرا بوجود آمده و از بین می روند که این می تواند

).20,19(نقش این مولکول ها در روند تکاملی کلیه باشد
مطالعات انجـام گرفتـه مـی تـوان دری     افـت کـهبا مروري بر

گلیکوکونژوگیت ها یکی ازمولکول هایی است که در دوران هـاي
مختلف حیات از دوران جنینی تا پیري در ارگان هاي مختلـف از
نقـش ایـن جمله کلیه ها بارها مورد توجـه قـرار گرفتـه اسـت و

).21(مولکول ها در ارگانوژنز نرمال کلیه به اثبات رسیده است
شـده اسـت  انجـام  کلیـه مـوش   بر رويکهمطالعه اينتایج 

که الگوي باند شوندگی لکیتن هـا در گلـومرولمشخص گردیده
بـه عنـوان مثـال طـی.متفاوت استهاي بیمار با گلومرول سالم

ایجاد ضایعاتی از قبیل ضایعات پرولیفراتیو مزانژیال افزایش ظهور
ها از قبیل  شودNبرخی قند استیل گلوکوزآمین و مانوز دیده می

از قبیل و ب گالاکتوز آمـین در مزانژیـومDاستیلNرخی قند ها
که این نتایج نشان می دهد براي آنالیز ضـایعاتهور می یابند.ظ

و نمـود استفاده لکتین شوندگی باند الگوي از توان می گلومرولی
ظهور غیر طبیعی قندها را تعیین کرد که این بیانگر این موضـوع

).11(یی ارزش تشخیصـی دارد است کـه تعیـین قنـدهاي انتهـا    
سلول هاي کارسینوماي کلیه نیز الگوي باند شوندگی متفاوتی بـا
طبیعی نشان دادند که بیـانگر ایـن مطلـب اسـت کـه ایـن کلیه

به ایـن.سلول ها تغییري در محتواي قند هاي انتهایی خود دارند
ترتیب که در سلول هاي کارسینومایی قند فوکوز ظهور می یابد و

بعـد از، عد از دوره درمان این قند ناپدید مـی شـود و در مقابـل   ب
استیل گالاکتوز آمـین  افـزایشNدرمان ظهور قندهایی از قبیل 

در بررسی هـاي پاتولوژیـکمی یابد. این نتایج نشان می دهد که
ــین ــا روش لکت ــا را ب ــد ه ــور قن ــوان ظه ــی ت ــه م ــور کلی توم

می توان روند درمان)12(هیستوشیمیایی تعیین نمود وهمچنین
در رونـد پیـريتومور هاي کلیه را با این روش ها پیگیري کـرد. 

درعملکرد کلیه ها دچار تغییر می شود و در این مرحله تغییرات 
اثبات رسیده است ).14(بیان و ظهور گلیکوکونژوگیت ها نیز به

طی روند پیـريهبا توجه به اینکه بروز بیماري و سرطان کلی
د و بیان و حضـور ایـن  دهتحت تاثیر قرار می آن را کلیه عملکرد 

گلیکوکونژوگیت هـا در طـی ایـن دوران دسـت خـوش تغییـرات
بنابراین شناخت تغییرات بیان و ظهور این مولکول ها ومی شود،

نقش احتمالی این مولکول ها طی روند طبیعی تکامل کلیه حـین
بنظر می در ایـنرسد.دوران جنینی و طول دوره حیات ضروري

راستا در مطالعه حاضر بیان برخی قند هـاي انتهـایی طـی رونـد
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کلیـه رت در روز هـاي    جنینـی مـورد   18و14،16طبیعی تکامل
است براي این منظور از سه نوع لکتین ,MPAبررسی قرار گرفته

LTA وUEA-I.استفاده گردید
بررسی کلیه هاي در حال تکامـل در واکـنش بـا     ، MPAدر

اسـتیل  N) بیانگر بیان قنـد  Pمعنی داري پودوسیت ها (واکنش
ــت.    ــوي رت اس ــل کلی ــی تکام ــین در ط ــالاکتوز آم ــنش گ واک

این 16پودوسیت ها در روز  که جنینی بصورت ضعیف ارزیابی شد،
واکنش متفاوت از سلول هاي پودوسیت در گلومرول جنین انسان 

مرحله تکـاملی بصـورت قـوي بـا لکتـین MPAاست که در این
توبـول هـاي   Sواکنش نشان می دهند و مطالعـه اي در مرحلـه   

ــاي    ــویرگ ه م ــا ي پودوســیت و ــلول ه ــوي در رت راس س کلی
واکنش نشان دادند ، بصورت مشابه در مـوش  MPAولی بارگلوم

قند  گالاکتوز Nنیز در مراحل اولیه تشکیل گلومرول بیان استیل
است شده مشاهده ).19,13,6(آمین

در لوله هاي جمع کننـده  ضعیف واکنش ، جنینی14در روز 
)CD بیانگر بیان ضعیف قند ،(N    استیل گـالاکتوز آمـین در ایـن

جنینـی  16نواحی است. واکنش لوله هـاي جمـع کننـده در روز    
جنینی نشان دادند و در 14افزایش شدت واکنش را نسبت به روز 

استیل Nجنینی از بین رفتن واکنش بیانگر عدم بیان قند18روز 
است. واکنش سلول هاي مزانشیمی در  گالاکتوز آمین در این روز

شـدید   ه جنینی ب16صورت متوسط و در روز ه ب14روز  صـورت
آمین Nارزیابی گردید که نشان دهنده بیان قند  استیل گالاکتوز

18در این روز هاي تکاملی است، در صورتیکه عدم واکنش در روز 
استیل گالاکتوز آمین است. واکنش Nن قند جنینی بیانگر عدم بیا

روز هاي  لوله هاي پیچیده دور و نزدیک واکنش معنی داري را در
جنینی نشان ندادند. در صـورتیکه در رت بـالغ، در   18و16و14

استیل گالاکتوز آمین به Nتوبول هاي پیچیده نزدیک وجود قند 
شـا هـده   ماین واکنش در مـوش  در صورتیکه .اثبات رسیده است

در گلـومرول بـالغ در انسـان واکـنش     همچنین )22(نشده است 
MPA19(ناپدید می شود(.

ــنش   ــی واک ــنش  16در روز UEA-Iدر بررس ــی  واک جنین
فوکوز در پودوسیت ها Lنشان دهنده بیان قند UEA-Iمتوسط 

جنینی ارزیابی شد. 18ست که این واکنش بصورت ضعیف در روز 
)DCT) و لولـه هـاي پیچیـده دور (   CDمجاري جمـع کننـده (  

نشان ندادند که بیانگر عدم UEA-Iواکنش معنی داري با لکتین 

در این نـواحیLبیان قند  فوکوز در طی مراحل تکاملی کلیه رت
را بـا لکتـین است. لوله هاي پیچیده نزدیک واکنش معنـی داري

UEA-Iــد ــه در روز >05/0p(نشــان دادن ــی18و 16) ک جنین
و14سلول هاي مزانشیمی در روز .ضعیفی ارزیابی گردیدبصورت

Lجنینی واکنش متوسطی نشان دادند که بیـانگر بیـان قنـد    16
و در روز  بصورت واضـح18فوکوز است جنینی کاهش واکنش را

نشان می دهند. 
اسـت نشـاندر مطالعاتی بـر روي مـوش بـالغ     انجـام شـده

اي پیچیـده دور و نزدیـکبیان قند فوکوز در لوله ه ـمی دهد که 
این واکنش تنهـا در انتهـاي نفـرون و مشاهده می شود و در رت

در کلیه انسان نیـز لکتـینمجاري جمع کننده مشاهده می شود.
UEA-Iدر نواحی مجاري جمع کننده و اندوتلیال عـروق خـونی

گلومرول واکنش نشان داده اند اما در موش و رت بالغ در اندوتلیال
گلوم بیانعروق عدم دهنده نشان که شود نمی دیده واکنشی رولی

).23,22(فوکوز استLقند 
قند انتهایی  بیان فوکوز در کلیه هـاي در حـالLدر بررسی
، پودوسـیت هـا واکـنشLTAتکامل رت با اسـتفاده از لکتـین   

عــدم بیــان قنــد انتهــایی   ــانگر ــد کــه بی ــنLندادن فوکــوزدر ای
معنی داري بـاCTکننده (لوله هاي جمع سلول هاست. ) واکنش

جنینـی واکـنش18و 14نشان دادنـد کـه در روز    LTAلکتین 
جنینی واکنش نشان ندادنـد کـه16ضعیف نشان دادند و در روز 

16و14فوکـوز در روز هـاي   Lبیانگر بیان ضعیف قنـد انتهـایی   
(PCT)) و نزدیـک  DCTجنینی است. لوله هـاي پیچیـده دور (  

جنینی واکنشـی در16ي رانشان دادند، در روز واکنش معنی دار
این واکـنش افـزایش18این مجاري وجود ندارد ودر روز  جنینی

متوسطی دیـده مـی شـود کـه بیـانگر بیـان قنـد یافته و واکنش
در روز Lانتهایی  جنینی در ایـن مجـاري است.سـلول18فوکوز

ــاي مزانشــیمی ( ــاCه ــی14در روز LTA) در واکــنش ب جنین
فوکوزLش متوسطی نشان دادند که بیانگر بیان قند انتهایی واکن

ها در این روز است. جنینـی عـدم18و 16در روز در این سلول
مشاهده می شود که نشـان دهنـده عـدمLTAواکنش با لکتین 

انتهـایی    در سـلول هـايLبیان قنـد فوکـوز در روز هـاي فـوق
Sاز مرحلـه  در بررسی هاي کلیه جنین جوجـه  مزانشیمی است.

در لوله هـاي پیچیـده نزدیـکLTAشکل نفرونی به بعد لکتین
دادند ). در مطالعه اي بر روي کلیه مـوش بـالغ23(واکنش نشان
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).6قند فوکوز انتهایی در لوله هاي دیستال مشاهده شده است(

نتیجه گیري 
قنـدهاي انتهـایی   بیـان کـه دادنتایج پژوهش حاضر نشان

-Gal-( β1→3)-GalNAc   ،Lهـا منجملـه   گلیکوکانژوگیـت  
fuc(α 1→4)GlcNAc وL-fuc(α 1→3)Gal(β 1-4)Glc

یم شده است.ظدر مراحل مختلف تکامل کلیه تن

تشکر وتقدیر
حاضر حاصل بخشی از نتـایج طـرح پژوهشـی شـمارهمقاله
ــورخ 302665/88 ــت پژوهشــی26/10/1388م مصــوب معاون

است بدینوسـیله از آن معاونـتدانشگاه علوم پزشکی مشهد کـه
محتـرم و همچنـین خــدمات تکنیکـی ســرکار خـانم متجــدد در
آزمایشـگاه تحقیقـاتی گـروه علـوم تشـریحی و بیولـوژي سـلولی

دانشکده پزشکی مشهد تشکر و تقدیر می گردد.
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Lectinhistochemistry Study of Glycoconjugate Terminal
Sugars During Rat kidney Development

Alireza Ebrahimzadeh Bideskan1, Fatemeh Nikmard2, Elham Mohammadzadeh3, Hengameh Razavi4
and Alireza Fazel4

Abstract
Background and Aim: Developmental processes are mediated by cell surface and extracellular matrix
(ECM) interactions that are regulated by the molecular mechanism. The aim of this study was to determine
Glycoconjugates terminal sugars distribution and the changes during kidney development in rats using
Lectinhistochemical technique.

Materials and Methods: Thirty Wistar Rat embryos at different stages from days 14 (E14) to 18 days of
gestation were fixed in formalin, embedded in paraffin and cut into 5µm thickness sections serially. The 
sections were incubated with different HRP-lectins from Lotus tetragonolobus (LTA), Maclura pomifera
(MPA) and Ulex europeus agglutinine (UEA-I). Staining intensity was determined by means of blind method
and the sections were graded to compare different embryonic stages.

Results: Our findings showed that the reactions of MPA with podocyts started at E14 and increased
afterwards (p<0.05). Mesenchymal cells reacted with MPA on E14, E 16 and disappeared at E18 (p<0.05).
Collecting duct reaction with MPA was moderate on E 16. Mesenchymal cells reaction with UEA-I was
moderate on E14 to E16 but decreased on E18 (p<0.05). A weak reaction was observed in collecting duct
with UEA-I on E16. Proximal and distal tubules as well as collecting ducts showed a weak reaction with
LTA in E18. No reaction was observed in Podocytes. Mesenchymal cells reacted on E14 but did not react on
E16 and E18 with UEA-I lectin.

Conclusion: According to the results, it is concluded that distributions and changes of glycoconjugates with
terminal sugars L-Fuc (α2-4) GlcNAc, Gal (β1-3) GalNAc and L-fuc (α 1→3) Gal (β 1-4) Glc, are regulated
during rat kidney development.
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