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المقدمة: 
    يعد  السرطان  من  المشاكل  الصحية  الرئيسة  والكبرى  في  العالم ، وأحد  
المسببات  المهمة في  زيادة  حالات  الوفيات  بين  الأطفال  والبالغين  وقد  شكل  
تحدياً  كبيراً  للعديد من  الباحثين لعدم  وجود  أنظمة  علاجية  فعا لة  للحد  منه  
بشكل  نهائي ، لذلك  سعى  الباحثون  لأيجاد  طرائق جديدة  وبأساليب  متطورة  
لعلهم  يجدون  ضالتهم  في  الكشف  عن  عقار  جديد  يحد  من السرطان ، ولم  
يغيب  عن  بال  المختصين  في  مجال  الأحياء  المجهرية  أستثمار الأحياء المجهرية  
الي  أجريت  في   فالبحوث     anticancer  بوصفها  عوامل  ضد  سرطانية
استخدام البكتريا  علاجاً  للسرطان  ترجع  الى  القرن  التاسع  عشر ، إذ  يعد 
بوصفها  وسيلة   البكتريا   أستخدم   أول  من   العالم William Coley هو 
لعلاج  الأورام  السرطانية  وأحداث  التنخر،  فقد قام بحقن  خليط  لجنسين من  

   Streptococus و   Serratia marcescenes وهي  المقتولة  البكتريا 
الدم   مجرى   في   والاخرى   بالورم   مباشرة   الأولى    ، بطريقتين   pyogenes
وأطلق على  هذه  المعالجة  سموم  كولي   Coley toxinأو  اللقاح  البكتيري  

       .]MBV(   MixedBacterial Vaccine ]1( المختلط
    تلت  هذه  المرحلة  أستعمال  أنواع  عدة  من البكتريا  في  تقليل  نسبة  نمو 
سرطان   لعلاج   لقاحاً   Mycobacterium bovis أستعملت   فقد  الورم 
المثانة السطحي  Superficial bladder cancer  بوساطة  تحفيز الجهاز 
الأخرى  المرضية  البكتريا   ومن    ،  ]2[ السرطان  تقدم  أنتشار  وتثبيط   المناعي  
و   Listeria monocytogenes هي   السرطان  لعلاج  أستعملت   الي  
Salmonella Spp. ]3[.  الا  أن البكتريا الحية  تنتج  تأثيرات جانبية وسّمية 
لذلك    ،]4[ السرطان   مرضى   علاج   في   أستعمالها   من   الحد   الى  أدى  مما 
مركبات   مع   مرتبطة   أو  نقية   بكتيرية   منتجات   عن   البحث  الى  التوجة   تم  

أخرى.
     في  العراق  جرت  محاولات عديدة  لأستخلاص  منتجات  بكتيرية  وتجريبها  

في  علاج  السرطان.

 Escherichia من  بكتريا  Colicin  ففي أحد الدراسات ]5[  تم أستخلاص ،
coli  وبينت  تأثيره  بوصفه مثبطاً  لنمو خلايا  سرطان  الغدة  اللبنية  الفأري  
الحي  خارجالجسم  السرطانية   للخلايا  قاتلًا   وكونه   المختبرية   الحيوانات   في  
المعزولة   من     Polysaccharids  المتعددة للسكريات   وان    ،  in vitro
الفأري   اللبنية   الغدة   لسرطان   مضادة   فعالية     Klebsiella بكتريا  محفظة  
من خلال  تحفيزها للخلايا  المناعية ]6[ ، أما  الذيفانات  المعوية  الخام  المنتجة  
من    E.coli  فعملت  على  تقليل حجم  الورم  السرطاني  في  الغدة اللبنية  
المغروس في  الفئران  بنسبة تصل  الى ) 83 – 89 ( % عند  حقنها  مباشرة  

في  الورم  ]7[. 
التكويك   حامض   لمستخلص   الوراثي  السمي  التأثير  حول   دراسة   وفي        
 Enterococcus. لبكتريا  WTA( Wall Teichaic Acid(  الجداري
faecalis  في  الخطوط  الخلوية  السرطانية   Hep – 2و AMN – 3 فقد  
أظهر تثبيطاً  جيداً  لهذين  الخطين  ]8[. كما وأثبتت الباحثة ]9[  التأثير السمي 
   )Exopolysaccharids )EPS الخلوي   خارج   السكريد  لمتعدد  الوراثي 
و      Hela السرطانيين  الخلويين   الخطين   في      E. faecium لبكتريا  
AMN–3 المستخلص  من  E . faecium  وأظهر فعالية  تثبيطية  للخلايا  
  REF Rat  Embryo(( الطبيعية   الخلايا   في   التأثير  دون  السرطانية  

.Fibroblast
تعد  بكتريا  Pseudomanas aeruginosa  بكترية  ممرضة  منتهزة       
للفرص  بالنسبة للأنسان و الحيوان  والنبات  ففي  الأنسان  تسبب  تلوثاً  للجروح 

 pseudomonas aeruginosa التأثير السمي للأزورين المنتج من بكتريا
Hep-2 و AMN-3 في الخطوط الخلوية السرطانية PS 21

الخلاصة:
      هدفت الدراسة الى الكشف عن قابلية  الأزورين المستخلص من بكتريا pseudomonas aeruginosa  في تثبيط نمو خطين من خطوط الخلايا السرطانية المتمثلة 

 )ANM – 3( وخلايا سرطان الغدة اللبنية الفأري Hep – 2(( Larynx  epidermoid  carcinoma   Human بخلايا سرطان الحنجرة البشري
.)cytotoxicity(  بأستخدام  فحص السمية  Mouse Mammary Adenocarcinoma  

    اظهرت النتائج ان تأثير الأزورين المستخلص المنقى جزئياً يعتمد على تركيزه وعلى نوع الخلية المستخدمة ووقت التعريض فقد  أظهر المستخلص  فعالية  تثبيطية  عالية  
عند  التراكيز العالية  ) 125 ، 250 ( مايكروغرام / مل و لأوقات  التعريض جميعا ،  في  حين أختزل التأثير التثبيطي  تدريجياً  مع  انخفاض  التركيز  المستعمل.و نتج 
عن معاملة الخلايا  بالتراكيز  الواطئة  تحفيز  الخلايا  على  التضاعف  والأنقسام   في  هذين  الخطين  الخلوين  وبنسب  مختلفة  قياساً  بالسيطرة )100 % ( ،  فقد 
ازدادت حيوية خلايا  Hep – 2   خلال  مدة 24 ساعة الاولى  من  التعريض  فقط ،  في  حين  تمكنت خلايا  AMN – 3  من النمو والتكاثر في أوقات التعريض 

جميعاً ) 24 ، 48 ، 72 ساعة (.
PS 21 ،الاوزرين ، pseudomonas aeruginosa :الكلمات المفتاحية
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والحروق  ويمكن  أن  تسبب أمراض  الرئة  الحادة  والمزمنة ، كما  تعد  المسبب  
التليف   يعانون  من   للذين   مناعياً   المثبطين   للوفيات  في  الأشخاص  الرئيس  
البكتريا     هذه  تمتلك   ،  ]Cystic Fibrosis )CF( ]10 الرئة في   الكيسي  
يقع  ضمن   إنه   إذ  الخلوي   الجدار  من  جزءاً   يؤلف   والذي   الأزورين  بروتين  
منطقة  البلازما  المحيطة  بالخلية  Periplasmic Space ويتركب  من 128  
حامض  أميني  ]11[ ، يحتوي  هذا البروتين على  أيون  النحاس  الذي  يرتبط  
تناسقياً  بسلاسل  من  متعدد الببتيد Polypeptide وهذا  الأرتباط  يساهم  

في  أستقراريتة ]12[.
الخلايا   المباشر في  التأثير  من  الأزورين  كعامل  ضد  ورمي   أهمية   تكمن       

.]Apoptosis ]13  السرطانية بوساطة  ظاهرة  الموت  الخلوي  المبرمج  لها
 P.aeruginosa لذا هدفت هذه الدراسة الى أستخلاص بروتين الأزورين من بكتريا

المعزولة من العينات المرضية  وتقييم  سميته في الخلايا السرطانية.

المواد وطرائق العمل:
P.aeruginoa  أستخلاص بروتين الأزورين الخام لبكتريا •

المعزولة  من   Ps21 aeruginosa.Pالبكتريا     أستخلص الأزورين من عزلة 
الادرار ]14[.

 مع أجراء بعض التحويرات على طريقة الأستخلاص و كما يلي :
 Luria – Bertani  Medium LB  1– حضر 5  لترات من  وسط
الكمية    بقية   ووزعت   مل   سعته  250  دورق   مل  في   ووزع  بحجم 100 
بحجم 500 مل  على دوارق  سعة  1000 مل وعقم  بالموصدة بدرجة 121 مْ 

وتحت ضغط 15  باوند / انج 2 ولمدة 20  دقيقة.
2– لقح  الدورق  الحاوي  على  100 مل  من  وسط LB  بمزوع  في )بعمر 
18 ساعة ( وبحجم 1 مل  للعزلة PS21 ثم  حضن  بالحاضنة  الهزازة  بدرجة  

37 مْ  ولمدة  18  ساعة لتنشيط  البكتريا  وتتطبعها على الوسط.             
3– تم  تلقيح  الدوارق  الحاوية  على  وسط LB   بنسبة  2 % )حجم / حجم(  
 18 لمدة   مْ    بدرجة  37  الدوارق   المنشط  وحضنت   البكتيري   العالق  من  

ساعة  بالحاضنة  الهزازة. 
 Cooling Centrifuge( (  4– جمعت  الخلايا  بوساطة  النبذ  المركزي المبرد
بسرعة  3500  دورة/ دقيقة  لمدة  15 دقيقة.                                              

5– أهمل  الرائق  وعلق  الراسب    1.2لتر  من محلول Tris-HCl  ذي الرقم  
الهيدروجيني )8(  بتركيز 10 ملي مولر 

6– عمل  لها  نبذ  مركزي  بسرعة  3500 دورة /  دقيقة   ثم  علق   راسب  
 Ethylen  الخلايا 25  %  سكروز  المضاف  اليه 0.1 ملي مولر من  مادة
Diamine tetra acetic )EDTA( acid      والمحضر  وبحجم  نهائي  

400 مل.
 Magnatic  بأستخدام جهاز التحريك  7 –  تم  مجانسة  الخلايا  بوساطة  
ولمدة   الغرفة   حرارة  درجة   في   المغناطيسي   القضيب   على   الحاوي   Stirrer

15 دقيقة.  
 Cooling Centrifuge  8 –  نبذ  المحلول  بوساطة  الطرد المركزي المبرد

بسرعة 3500    دورة / دقيقة  لمدة  15 دقيقة.
9– أهمل  الرائق  وعلق  الراسب  بماء  بارد مثلج  Ice-Cold وبحجم 400 

مل.
  Magnatic Stirrer  المغناطيسي المحرك  على  جهاز  المحلول   10– وضع  

بدرجة حرارة الغرفة  ولمدة  15 دقيقة.
11  – نبذ  المحلول  بالظروف  نفسها  المذكورة أعلاه. 

بالخلية المحيطة   البلازما   أجزاء  عن   عبارة  هو  الذي  الرائق   أخذ    –  12
وأهمل   azurin ال�    على  والحاوي      Periplasmic Fraction

الراسب.
13  – أضيف الى  الرائق  كل  من  المحاليل الأتية  Tris-HCl بتركيز  10ملي 
    )K4Fe)CN و 0.1  ملي مولر من CuSO4 مولر و 1 ملي مولر لمحلول

 azurin. لغرض  المحافظة  على أستقرار ال
الخل�يك   بأضافة  ح�امض   ما بين 3.9 – 4.5  المحلول     pH 14  –خفض 
لترسيب  معظم   بتركيز1  مولاري وذلك     Glaicial acetic acid الثلج�ي
 Periplasmi البلازمي  الفراغ   منطقة   في   الموجودة   الاخرى  البروتينات  
عند  الخام  للمستخلص  امتصاصية  قيست  ثم  الأزورين  مع  المفصولة     Space
 spectral ratio ثم   حسبت  ثم   ميتر  نانو   )625,280( الموجيين  الطولين 
للقرائتين المذكورتين اذ  يجب ان تكون النسبة اعلى من 0.5  بعد ذلك  تم تنقيته 
الط��ريقة  على  بالاعتم�اد  الكل��ي  البروتين  تركيز  حدد  ثم   ،]15[ جزئيا 

.]Absolute Method  ]16   المطلقة
                                               

خارج  السرطانية  الخلايا  خطوط  بعض  في  للأزورين  السمية  التأثيرات  دراسة   •
vitro in الجسم الحي

* انواع الخلايا السرطانية المدروسة أستخدمت نوعين من خطوط الخلايا السرطانية 
وهي :

 Human Larynx.البشري الحنجرة  )Hep – 2(   -1   خلايا سرطان 
 epidermoid carcinoma

  Adenocarcinoma.خلايا سرطان الغدة اللبنية الفاري ) AMN – 3(  -2
Mouse mammary

 
والوراثة  السرطان  لبحوث  العراقي  المركز  من  أعلاه  الخطين  الحصول على        تم 
بالنسبة   )196( رقم  والتمرير  للأول  بالنسبة   )236( رقم  بالتمريرة  الطبية 
 )%  10( المزود    RPMI – 1640 وسط  على  منماة  وهي  للثان����ي 

FCS( Fetal calf serum( مصل العجل الجنيني
المنقى جزئياً  التأثير السمي الخلوي   Cytotoxicity لبروتين الأزورين  *دراسة 

في خطوط  الخلايا السرطانية. 
       تم  زرع  خلايا  AMN-3  و Hep-2 في أطباق  الزرع  النسيجي  ذات  

.]Flat bottom Well(   ]17(مسطحة  القعر ) الحفر  المتعددة ) 96
وتضمنت  التجربة  ثلاث  مراحل:

  Cell Seeding المرحلة الأولى: زرع أو بذار الخلايا
- بعد  أن  تمت  عملية  تنمية  وتكثير الخلايا السرطانية  أخذت  الأوعية  الحاوية  
على  طبقة أحادية  متكاملة  من  الخلايا  Confluent monolayer  ثم  

قلعت  الخلايا بأستخدام  محلول التربيسين –  فرسين.
- أضيف  20 مل  من  الوسط  الزرعي  المزود بالمصل  بنسبة 10 %  الى  كل  
الدم    بأستعمال شريحة عد خلايا  الخلايا  بصورة  جيدة،بعدها عدت  ومزج  وعاء  

Haemocytometerبأستخدام صبغة التريبان الزرقاء ]17[.
- نقلت  محتويات  وعاء  الزرع  بعد  الرج  برفق الى  بيكر Beaker معقم ، 
وبأستخدام  ماصة دقيقة Micropipett وضع 0.2 مل من  عالق الخلايا  في  
الطبق ) بحيث تحوي كل حفرة على ما يقارب 3×104  كل  حفرة  من  حفر 
خلية / حفرة (. تم  تغطية  سطح  الطبق بورق  لاصق  شفاف  معقم  خاص  لهذا  
الثاني   اليوم   الى  حرارة 37مْ  بدرجة  ثم  حضن   بلطف   الطبق   وحرك   الغرض 

.Cell attachment للسماح  للخلايا بالألتصاق

pseudomanas aeruginosa PS 21 التأثير السمي للأزورين من بكتريا
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Exposure Stage      المرحلة الثانية: مرحلة التعريض
أحادية كاملة  طبقه  وتكوين  فيها  الخلايا  نمو  من  والتأكد  الأطباق  فحص  بعد   -
الى    250 بين   تراوحت  نصفية    بتراكيز  الحفر   في  المنماة  الخلايا  عوملت 
الزرعي   الوسط   بأستعمال   معقمة   أختبار  أنابيب  في   0.122مايكروغرام/مل 

الخالي من  المصل Serum Free Media بالطريقة الأتية:  
- سكب  الوسط  الزرعي  القديم  من  أطباق الزرع  النسيجي  بعد  رفع  اللاصق  
جزئياً   المنقى   للمستخلص   أعلاه  التراكيز   من   مل/حفرة    0.2 وأضيف  منه 
للسيطرة )خلايا  ، كما  تم  عمل  مكررات   تركيز  لكل   وبواقع   3 مكررات 
مضاف اليها الوسط الخالي من المصل Serum Free medium SFMفقط 
بدون أضافة  المستخلص ( ثم  أعيد  وضع  طبقة جديدة  من    الورق  اللاصق  

المعقم  على سطح الطبق.
 Exposure حضنت  الأطباق  بدرجة  حرارة 37مْ  وبثلاث  أوقات  تعريض - 

time ) 24 ، 48 ، 72 ( ساعة  لكل  طبق.

 Cytotxicity ًالمرحلة الثالثة: الكشف عن التأثير السمي  للأزورين المنقى جزئيا
 assay

- بعد  أنتهاء  مدد  التعريض Exposure Period أخذت  الأطباق  وسكبت  
محتوياتها  بعد  رفع اللاصق  منها ، ثم  صبغت  الخلايا  بأضافة 0.2 مل  من  صبغة  
أزيلت   وبعدها  دقيقة  لمدة20   البلوريViolet  Crystal  وتركت   البنفسج  

الصبغة  بغسل  الأطباق  بماء  الحنفية لمرات عدة  للتخلص  من  الصبغة الزائدة.
جهاز   بأستخدام   طبق   لكل  النتائج   قرئت   الأطباق  جفاف   بعد    -
 ELISA microplate الدقيقة  المعايرة   بأطباق  الخاص  الضوئي  المطياف  

spectrophotometer عند  الطول  الموجي 492 نانوميتر.
 Inhibitory Rate السرطانية الخلايا   تثبيط  نمو   - تم  حساب  معدل  

IR((  على وفق المعادلة المشار اليها  في ]18[ ، وعلى النحو الأتي: 

 ]Proliferation Rate )PR(  ]19 كما  حسب  معدل  تحفيز  النمو     
،  و على النحو الأتي : 

إذ إن:
IR%   : النسبة المئوية لمعدل التثبيط.
PR%: النسبة المئوية لمعدل التحفيز.

 A : الكثافة الضوئية للسيطرة.
 B : الكثافة الضوئية للمعاملة لكل تركيز. 

النتائج:
• التأثير السمي للأزورين المنقى جزئياً في خلايا سرطان الحنجرة  

 Hep - 2 البشري
   أظهرت  النتائج  الموضحة  بالشكل  ) 1 (  أن  النسبة  المئوية  لتثبيط  نمو 

الأزورين    لمستخلص  المستعمل  التركيز  على   الاساس   بالدرجة   أعتمدت   الخلايا 
ووقت  التعريض.

   أظهر  مستخلص  الازورين  المنقى  جزئياً  لاسيما  بالتراكيز المرتفعة  ) 125 
 ، تثبيطياً  تأثيراً   التعريض   من   ساعة    24 بعد    مايكروغرام/مل    )  250  ،
فقد  بلغت  النسبة  المئوية لتثبيط  نمو  الخلايا  السرطانية  90 %. وأكدت نتائج  
   )P ≤ 0.05( التحليل  الاحصائي  أن  الفرق  معنوي  عند  مستوى  أحتمالية

مقارنةً  مع  مجموعة  السيطرة  )100 %(.
    الا  أن  الفعالية  السمية  للمستخلص  ضد  هذا  النوع  من  الخلايا  السرطانية  
بدأت  تقل وبصورة  طردية  مع  أنخفاض  تركيز  المستخلص  وصولًا  الى  التركيز 
1.95 مايكروغرام/مل فقد  بلغت  النسبة  8 % ؛  بمعنى  أخر  أن  حيوية  الخلايا  
الواطئة)0.97 ، 0.488 ،  التراكيز   أما   التركيز  أصبحت  92 %  في  هذا  
0.244 ، 0.122 ( مايكروغرام/مل  فقد  سجلت  زيادة معنوية  لنمو  الخلايا  
)P ≤ 0.05(  فقد  بلغت النسبة  المئوية   لحيوية  الخلايا )107، 107 ، 109 

،122( %  على  التوالي  مقارنةً  بالسيطرة.
    إلا  أن  التأثير  التثبيطي  للمستخلص  بدء  يزداد  تدريجياً  بعد  مرور  48  
التأثير   التعريض  مقارنةً  مع  مدة  تعريض  24  ساعة  فقد  كان   ساعة  من 
الدراسة  هذه   في   المستعملة جميعها   التراكيز   في  واضحاً  للمستخلص   السمي  
تركيز   أرتفع   الخلايا كلما   حيوية   في   معنوي   أنخفاض   أخر حصول   بمعنى   ،
المستخلص  حتى أصبحت  نسبة التثبيط  92 %   عند  التركيزين )125 ، 250( 
مايكروغرام/مل  في  حين  أخذت  النسبة  المئوية  لتثبيط  نمو الخلايا  السرطانية 
مقارنةً   72ساعة   لمدة   للمستخلص   تعريضها   عند   بالأنخفاض    Hep -2
لفترة  التعريض 48 ساعة ، فقد  سجلت  نسبة  التثبيط  عند  التركيز  0.122 
مايكروغرام/مل 8 %  أي  بنسبة حيوية  مقدارها   92 %  من حيوية  الخلايا ، ثم  
أخذت  نسبة   التثبيط   تزداد  وبالتدريج   وصولًا  الى  التركيزين )125، 250 
( مايكروغرام/مل ، فقد  بلغت  80 %  أي  أن  حيوية  الخلايا أنخفضت  معنوياً  

)P ≤ 0.05(  الى %20  مقارنةً  مع  السيطرة  الت��ي  تمثل   100%.

 Hep - 2 شكل ) 1 ( النسب المئوية لمعدل تثبيط أو تحفيز نمو خلايا 
 24  ( تعريض  أوقات  في  جزئياً  المنقى  الأزورين  من  مختلفة  بتراكيز  المعاملة 

، 48 ، 72( ساعة.
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• التأثير السمي لمستخلص الأزورين المنقى جزئياً في خلايا سرطان 
)AMN-3( الغدة اللبنية الفأري   

        لقد  أثبتت  النتائج  الموضحة  في  الشكل ) 2 (  أن  التراكيز الواطئة  من  
مستخلص  الازورين  وبمدة  تعريض  24 ساعة  لم  تثبط   نمو

 الخلايا  السرطانية  من  نوع AMN-3 ، بل على  العكس  حصلت  زيادة  
معنوية  )P ≤ 0.05(  في  نمو هذه  الخلايا  عند  التراكيز

) 0.122 ، 0.244، 0.488( مايكروغرام/مل ، فقد   بلغت  النسبة  المئوية  
لحيوية  الخلايا 125 ، 119 ، 112 %  على  التوالي ،  ثم   بدأت  حيوية  الخلايا  
السرطانية AMN-3   تنخفض بشكل  غير  معنوي  P ≥ 0.05((  عند  
المئوية لحيويةالخلايا   النسبة   لتصبح  به   المعامله   المستخلص   تركيز  قيمة   أرتفاع  
التراكيز  السرطانية 106 ، 103 ، 101 ، 97  ،95  %  في  مدى  من  
السمي   التأثير  وقد  ظهر   ، بين 0.97 – 15.625مايكروغرام/مل  ما   تراوح  
لهذا  المستخلص  في  خلايا AMN-3 بشكل  واضح  عند  أرتفاع  تراكيزه ،  
فقد  حقق  تركيز  250 مايكروغرام/مل  من  المستخلص تأثيراً  تثبيطياً  عالياً   و 
بلغت  النسبة  المئوية  لتثبيط  الخلايا  السرطانية  AMN-3  91  % ، أي أن  

نسبة  حيوية  الخلايا   أنخفضت  وبشكل  معنوي )P ≤ 0.05(  حتى  بلغت
9 %  مقارنةً  مع معامل  السيطرة  )%100(. كما  يلاحظ  أن  التأثير السمي  
التثبيطي  بدء  يزداد  تدريجياً  بعد 48 ساعة  من  التعريض  مقارنةً  بالتعريض  لمدة  

24  ساعة  ثم  أخذ  يقل  نوعاً  ما  بعد  72  ساعة من  التعريض.

المناقشة: 
جاءت  نتائج  هذا  الجانب  من  الدراسة  متوافقة  مع  ما  توصلت  اليه  دراسات  
أخرى  اذ  أعتمد  تأثير  الأزورين  بالدرجة  الاساس  على  تركيزه  ونوع  الخلية  

السرطانية  المعاملة  به.
 ( المدروسة  السرطانية   تثبيط نمو  الخلايا   الى   العالية  التراكيز   فقد  أدت       
Hep-2 و AMN-3 (  وبنسب  عالية ، في  حين  قل  التأثير  التثبيطي  
تدريجياً  مع  أنخفاض التركيز المستعمل  إذ  إن   التراكيز  الواطئة  أسهمت  بشكل  

واضح  في  تحفيز تكاثر  وأنقسام هذين  النوعين  من  الخلايا  السرطانية   قيد  
الدراسة  وبدرجات  مختلفة  مقارنةً  بالسيطرة )100%(.

بالتراكيز   بالنمو   أزدادت     Hep-2 البشري   الحنجرة   سرطان   فخلايا      
الواطئة  خلال 24 ساعة الاولى  من  التعريض  فقط ،  بينما  تمكنت 

 خلايا  سرطان  الغدة  اللبنية  الفأري  من النمو  والتكاثر  في  أوقات  التعريض  
جميعها) 24 ، 48 ، 72 ( ساعة  بالنسبة  للتراكيز الواطئة.  ومن  الجدير  بالذكر 
أن المدة  الزمنية  لتعرض  هذه  الخلية  للأزورين  لها  تأثير  في تثبيط  نمو الخلايا  
بعد  تعريضها  للمستخلص  لفترة  48 ساعة  وللخطين  الخلويين  المستخدمين ثم  
بعد  ذلك  بدأ  التأثير التثبيطي  يقل  بعد  72 ساعة  وقد  يعزى  سبب  ذلك  
إذ  يشير  ذلك   الى  أن  كل  جزيئة  أزورين  تضرب  خلية  واحدة  فقط ،  
الي  لم   نفاذ  جزيئات الأزورين  لذلك  أستطاعت  الخلايا   الى  أن  أحتمال  
تتعرض  له  الى  معاودة  نشاطها  وأنقسامها  مما سبب  قلة  التثبيط  وبالمقابل  فإن  
ذلك  يعكس  أهمية  أعطاء  جرع  متكرره  من  العلاج  لضمان قتل    الخلايا  

السرطانية اجمع.
   كما  أكد   ]20[ ،  أن  الأزورين  يسهم  في  تثبيط  أنقسام  الخلية  السرطانية 
أستعمل   والوقت  حيث   المستعملة   الجرع   الخلية  وعلى   نوع   أعتماداً  على  
ثلاث  أنواع  من خطوط  خلايا  سرطان  الثدي  البشري MCF-7  الحاوي  
  P53  لبروتين الفاقد    MDA-MB-157  والخط  ،P53  بروتين على  
والخط  MDA-MB-231  الحاوي  على جين  P53 الطافر ، وأثبت  أن  
الأزورين  أقل  سمية  اتجاه  الخطين  الاخرين ،  وبذلك  يمكن  تفسير ميكانيكة  
عمل  الأزورين  في  قتل  الخلية  السرطانية ،  إذ  إن  الأزورين  يدخل  الى السائل 
النواة  ويحفز مستوى   الى   ينتقل   السرطانية  ثم   للخلية     Cytosol  الخلوي
ويحفزها   المايتوكوندريا   يثير  وبذلك   خلوي   الداخل     Baxو  P53 بروتين 
وهذه    ، الخلوي  للسائل     [  ]c cytochrome c سايتوكروم   لاطلاق  
العملية  تعمل  على  تنشيط  أنزيمات  ال Caspase لاسيما Caspase 9 و 
Caspase 7  إذ يقوم  الانزيم  الاول )Caspase 9 (  بتنشيط  عملية  الموت 
 Caspase ( بينما  يقوم  الثاني  ، apoptosis activator المبرمج  الخلوي

) 7
  Apoptosis  executioner ( ( بتنفيذ  عملية  الموت المبرمج  للخلية   
إن   إذ    )apoptosis (  المبرمج الموت الخلوي  تبدأ  عملية  21[[  ، وبذلك  
  Cellular development هذه  العملية  أساسية  لحدوث  التطور الخلوي
والتطور  الجنيني embryonic development  وبقاء  الخلايا  في  حالة 

. Homeostasis أتزان
    يعمل  بروتين   P53 على  تنظيم  أستنساخ  الجينات  المسؤولة  عن  بدء  
و   Peg-3 و  bax مثل   Proapoptotic  للخلية المبرمج   الموت  عملية  
Apaf-1 و Caspase-9 و PUMA وفضلًا عن  ذلك  فإنه  يعمل  على  
 antiapoptotic الخلوي المبرمج   الموت   لعملية   المضادة   الجينات   تثبيط   

 ]Bcl ]23, 22 2- مثل  gene
  apoptosis أي  سوف  يزداد  مستوى  البروتينات  المسؤولة  عن  بدء  عملية    
مع  أزدياد وقت  التعريض  بينما  يقل  مستوى  بروتين  ال -Bcl 2  ،  وفي  
بروتينات  P53 و P21 و Bax في   قيس  مستوى    ، تجربة  أخرى  ]24[ 
داخل  الخلية  المعاملة  بالأزورين  إذ ظهر  إن  بروتين  P 21مسؤول  عن  ايقاف   
تعاقب  دورة  الخلية  فقد  لوحظ  أزدياد  مستوى  P 53 و  Bax  وأنخفاض  
مستوى  P21 ، وبذلك  تم التأكد  من  أن  بروتين  الأزورين  سام   للخلايا  
السرطانية  الحاوية  على  بروتين  P53  من خلال  تحفيز  ظاهرة  الموت  المبرمج  

كما  أنه  لا  يوثر في  تعاقب  دورة  الخلية  بشكل  ملحوظ

  ANM-3  نمو خلايا أو تحفيز  تثبيط  لمعدل  المئوية  النسب   )  2  ( شكل 
 ،  24  ( تعريض  أوقات  في  جزئياً  المنقى  الأزورين  من  مختلفة  بتراكيز  المعاملة 

48 ، 72 ( ساعة.
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Abstract:
   This stady was amied to detection the ability of azurin , produced from Pseudomonas aeruginosa Ps21, as inhibitor 
two types of   cancer cell lines, human laryux epidermoid carcinoma ( Hep – 2 ) and Mouse Mammary adenocarcinoma 
(AMN – 3 ) by using cytotoxicity assay.                                                                           
   The Results showed the effect of partial purified of azurin depended on the concentration , type of cell and the exposure 
time. The extract at high concentrations ( 125 , 250 ) µg/ml. were exhibited apotent inhibiory  at  all  exposure  time 
against  cancer cell  lines. While The  inhibitory activity  was  gradually reduced with decreasing of  concentration of  
azurin , the low concentrations were  activated    for the cells proliferation   in comparison with  the control (100 %).  
   The  viability  of   Hep – 2  cells  was   increased  only during  the first 24 hr 
from  exposure  while  the  AMN – 3 cells  were  proliferated  at  all  exposture  times  (24 , 48 , 72) hr.
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