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  الخلاصة
  

، ودراسة بعدد من المذيبات  العضوية  Elettaria Cardamomumالهيل نباتاستخلاص المكونات النباتية الفعالة لثمارتم      
  . -HEp-2في خطوط الخلايا السرطانية نوع  تأثير تلك المستخلصات 

، بلغت نسبة  %95 ثيلي المطلقلأالكحول ا مذيب منها عملاست من المستخلصات ةمجموعاستخلصت من ثمار نبات الهيل 
  .ـمستخلصلل %  10 الاستخلاص

و اظهر مستخلص الكحول . الكواشف التمهيدية استعمال، عن طريق الأثيليمستخلص الكحول تم الكشف عن  المرآبات الفعالة ل
  .لفينولاتا مثل القلويدات و آفاءة عالية في نسبة وجود المرآبات الفعالة الأثيلي

آغم من / غم  5.07آانت النتيجة  و ،لى ذآور الفئران المختبرية البيض، ودرست ع) LD-50(  قدرت الجرعة الوسطية المميتة
  . آغم من وزن الجسم / غم 5 37. وزن الجسم و

  . ختبرية معقمةإآثارها بطريقة الزراعة النسيجية في ظروف م  و -HEp-2 الخلايا السرطانية نوعو تم تنمية خطوط     
ساعة  24مدة بعد معاملتها بثلاثة  HEp-2الفعالية المثبطة لنمو الخلايا السرطانية لسرطان الحنجرة البشري  تدرس    

و تم قراءة الكثافة  مل/ ملغم 100انتهاءً بترآيز  مل و/ ملغم    0.001بتخافيف عشرية ابتداءً بترآيز الكحول الاثيلي لمستخلص
مقياساً لنمو الخلايا  بوصفهnm  492الخلايا السرطانية المصبوغة بالصبغة الحمراء المتعادلة بطول موجي الضوئية لخطوط 

ملغم لكل مل  100,10,1للتراآيز  و الأثيليمستخلص الكحول ل 0.05عالي المعنوية بمستوى  اتثبيطآانت النتيجة  .الحية
استعملت بعض التراآيز المحضرة بطريقة . يزداد بزيادة مدة الحضنملغم لكل مل على التوالي، مقارنة بالسيطرة و  100,10و

آان أدنى  مل و / ملغم (0.12 ,0.25 ,1,0.5) هي التخافيف الثنائية لمعرفة أدنى ترآيز يمكنه تثبيط نمو الخلايا السرطانية و
اختبر المستخلص عند الخزن . ليالأثيمستخلص الكحول  لـمل / ملغم (0.5) هوتثبيط نمو الخلايا السرطانية  ترآيز يمكنه

  .stability قد اتصف بالثبوتية مْ  لمدة ثلاثة اشهر و 20 -بدرجة
  

 المقدمـــــة
مѧѧازال مѧѧرض السѧѧرطان يشѧѧكل النسѧѧبة الكبيѧѧرة      آѧѧان و     

لاسѧѧѧيما النصѧѧѧف الأخيѧѧѧر مѧѧѧن القѧѧѧرن   للأمѧѧѧراض الشѧѧѧائعة و
آثѧѧѧرة  ذلѧѧѧك بسѧѧѧبب الظѧѧѧروف البيئيѧѧѧة المتقلبѧѧѧة و العشѧѧѧرين و

لѧѧذلك أصѧѧبح  .النѧѧاس إلѧѧى مختلѧѧف أنѧѧواع المطفѧѧرات تعѧѧرض 
ه مرحلѧѧة إيجѧѧاد العѧѧلاج لѧѧ  اهتمѧѧام البѧѧاحثين بѧѧذلك المѧѧرض و  

وذلك من خلال دراسة آثيѧر مѧن    ،مهمة في الأبحاث الحالية
أنѧѧѧواع السѧѧѧرطان وتشخيصѧѧѧه ومهمѧѧѧة الوصѧѧѧول إلѧѧѧى آيفيѧѧѧة  

  .علاجه
السياق أآدت الدراسة الحقلية لاآتشاف الفوائѧد   هذا وفي     
طبيعية للنباتات في أماآن بعيدة من العالم معروفѧة بإدخѧال   ال

علѧѧѧѧى تحديѧѧѧѧد التقيѧѧѧѧيم المتقدمѧѧѧѧة القѧѧѧѧادرة  وسѧѧѧѧائل القيѧѧѧѧاس و
قѧѧѧد يسѧѧѧرت  إحيائيѧѧѧةإمكانيѧѧѧات النباتѧѧѧات علѧѧѧى إحѧѧѧداث آثѧѧѧار  

  لما تصنعه النباتات  إحيائياكشف عن الجزيئات الفعالة ال
  
  
  

  
لاجѧات  واعѧدةً بѧان تكѧون ع    ,بعѧض هѧذه الجزيئѧات    الطبية و

  .ض تشمل السرطانمحتملة لمجموعة من الأمرا
واليѧѧѧѧوم اتجѧѧѧѧه التفكيѧѧѧѧر العلمѧѧѧѧي لعѧѧѧѧلاج الكثيѧѧѧѧر مѧѧѧѧن            

الأمѧѧѧѧراض المختلفѧѧѧѧة باسѧѧѧѧتعمال الѧѧѧѧدواء الشѧѧѧѧعبي واعتمѧѧѧѧد    
إن إتبѧѧاع هѧѧذا .بالأسѧѧاس علѧѧى العقѧѧارات ذات الأصѧѧل النبѧѧاتي

الأسلوب يؤدي إلى التقليل من المضѧار الجانبيѧة التѧي تѧؤدي     
ح العقѧѧѧار المسѧѧѧتعمل للعѧѧѧلاج والكلفѧѧѧة الاقتصѧѧѧادية  إلѧѧѧى نجѧѧѧا

بالنظر لتلك المقѧدمات جѧاء اختيѧار المملكѧة      و. للاستخلاص
النباتيѧѧة عمومѧѧاً واختيѧѧار بѧѧذور ثمѧѧار الهيѧѧل خاصѧѧة للدراسѧѧة   

لوجود إشارات في المراجع العلمية بوصѧفه مضѧادا   ,الحالية 
  التطفيرية  الانزيمية، و للسمية الوراثية، و

(Elkady, et al, 1993; Banerjee, et al, 1994; 
Abraham, et al, 1998) 

وانتخѧѧب مسѧѧتخلص بѧѧذور ثمѧѧار الهيѧѧل للدراسѧѧة الحاليѧѧة         
سѧيكون   وتأثيره في نمو الخلايا السرطانية في الزجاج  لعلѧه 

.ذا فائѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧدة فѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧي عѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧلاج السѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧرطان 
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  المواد وطرائق العمل 
  ستخلاصلإا
    
سѧѧواق المحليѧѧة المسѧѧماة تѧѧم تѧѧامين بѧѧذور ثمѧѧار الهيѧѧل مѧѧن الأ  

حجѧم وذات شѧكل   وآانѧت الثمѧار متوسѧطة ال    FIGتجاريا بـ 
حُضѧѧѧٌر مѧѧѧن بѧѧѧذور ثمѧѧѧار الهيѧѧѧل    . بيضѧѧѧوي و تѧѧѧم تصѧѧѧنيفها  

  .% 95مستخلص الايثانول : ومستخلص ه
اتبعѧت  الايثѧانول  مسѧتخلص  لتحضѧير  : مسѧتخلص التحضير 
إذ تѧم   1999)والربيعѧي   (Ladd, et al., 1978 طريقѧة 
ثѧم وضѧعت فѧي    , سحوق بذور ثمار الهيلمن م غم 20وزن 

داخل ورق ترشѧيح وبعѧد ذلѧك نقلѧت إلѧى جهѧاز السكسѧوليت        
soxhelate  دѧѧق   200وزيѧѧانول المطلѧѧول الايثѧѧن آحѧѧل مѧѧم 

 ذلѧѧك الراشѧѧحيؤخѧѧذ بعѧѧد . سѧѧاعة 24وشѧѧغل الجهѧѧاز , % 95
ويرآز باستعمال المبخر الدوار للحصѧول علѧى المسѧتخلص    

حاضѧѧنة فѧѧي درجѧѧة  يوضѧѧع المتبقѧѧي فѧѧي  , الكحѧѧولي المجفѧѧف
  مْ  4يحفظ في درجة و مْ للتخلص من بقايا المذيب 45-55

 حѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧين الاسѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧتعمال  إلѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧى
(Rojanapo&Tepsuwan,1993).   ةѧѧѧѧѧѧرر العمليѧѧѧѧѧѧتك

  . ى الكميات المطلوبة من المستخلصللحصول عل
يѧѧتم إذابѧѧة الѧѧوزن    :تحضѧѧير المسѧѧتخلص لإجѧѧراء التجѧѧارب   

مطلوبѧة  ت الالجاف من المستخلص المراد تحضير الترآيزا
غѧѧم مѧѧن المѧѧادة   1ويѧѧذوب مقѧѧدار   ،منѧѧه لإجѧѧراء المعѧѧاملات 

 Dimethyl               (DMSO) مѧل مѧن   10الجافة بـ 
Sulphoxid (Rojanapo & Tepsuwan, 1995) ، 

يفضѧѧل أن . ملѧѧي مѧѧايكرون  لغѧѧرض التعقѧѧيم  0.2يفلتѧѧر بѧѧـ  و
لغѧرض إجѧراء    تجرى هذه العملية آنيѧا لغѧرض المعاملѧة، و   

دوائيѧѧѧѧѧة يجѧѧѧѧѧب معرفѧѧѧѧѧة مѧѧѧѧѧدى اسѧѧѧѧѧتقرارية    أيѧѧѧѧѧة معاملѧѧѧѧѧة  
)(Stability     اѧار آفاءتهѧتم اختبѧالمادة العلاجية وبعد ذلك ي

(Bruning, et al., 1989).  
عن المرآبات الفعالة كشف الكيميائي التمهيدي العمومي ال

  :تشمل و في المستخلصات النباتية
آمѧѧѧا فѧѧѧي  (  Mayer's reagentآاشѧѧѧف مѧѧѧاير   •

(Sousek, et al1999      
 Dragendroff's reagentشѧѧف دراآنѧѧدروف  آا •

  .Antherden, 1969) آما في (
 آمѧѧѧѧا فѧѧѧѧي ( FeCl2محلѧѧѧѧول آلوريѧѧѧѧد الحديѧѧѧѧديك    •

(Harborne, 1984  .  
   (Evans, 1997).  آما في محلول خلات الرصاص •
 آمѧѧѧѧѧѧѧا فѧѧѧѧѧѧѧي HgCl2محلѧѧѧѧѧѧѧول آلوريѧѧѧѧѧѧѧد الزئبقيѧѧѧѧѧѧѧك  •

  . 1994)،المختار(
  

ف تسѧѧѧتعمل الكواشѧѧѧ :طرائѧѧѧق الكشѧѧѧف الكيميѧѧѧائي العمѧѧѧومي
فѧي  الاستدلالية والترسيبية لتحديد نوعية المرآبѧات الثانويѧة   

لغѧѧرض تحديѧѧد نوعيѧѧة   و. المستخلصѧѧات المائيѧѧة والكحوليѧѧة 
المرآبات الثانوية الموجودة في أجزاء النبات المختلفة تمت 

  :بمجموعة من الكواشف آلاتية الايثانولمعاملة مستخلص 
   

  
 
 
 
  . آواشف الفينولات -1
a- آما في الحديديك شف آلوريداآ (Harborne, 1984) .  
b- 1994), المختار( آاشف خلات الرصاص.  
c-  آاشف هيدروآسيد البوتاسيوم(Harborne, 1984).  
  
 .آواشف التربينات -2
a-  آاشف الرغوة(Harborne, 1984).  
b-  آاشف آلوريد الزئبقيك(Shihata, 1951).  
  
  .آواشف القلويدات -3
a-  ѧѧѧف دراآنѧѧѧدروفآاشDragendroff's reagent  
  .(Antherden, 1969)  1995),المنصور(

b-  آاشف مايرMayer's reagent (Harborne, 1984).  
  

    Tumor cell lines: خطوط الخلايا السرطانية
    HEP-2خط خلايا 

توصѧيف   اصѧل و ,  200  تسلم هذا الخط عند التمرير رقѧم  
هѧѧو  وMoore, et al., 1955) (الخѧѧط مѧѧذآور فѧѧي   

، تѧѧѧم سѧѧѧنة57 العمѧѧѧر طان حنجѧѧѧرة لرجѧѧѧل يبلѧѧѧغ مѧѧѧن  سѧѧѧر
استئصال الورم من منطقة الحنجرة، و غرس في حيوانѧات  

وبعѧد نمѧو الѧورم    , مختبرية مخفضة مناعيѧا بالكورتيزونѧات  
عُمѧل الѧزرع الأولѧي لѧه إلѧى أن تكونѧت        ، ratفѧي الجѧرذان   

يѧتم   ، Confluent monolayerالطبقѧة الأحاديѧة الكاملѧة   
فرسѧѧين لعمѧѧѧل  / لايѧѧѧا بمحلѧѧول التربسѧѧѧين  بعѧѧدها معاملѧѧة الخ  

وهذا الخط منمى على . Subcultureالمزرعة الثانوية لها 
  .مصل عجل البقر %  10  ومجهز بـ MEMوسط 

   
تѧم    LD:- 50)50-غѧم (تحديد الجرعѧة المميتѧة الوسѧطية    

 تقدير الجرعة المميتة الوسѧطية للفئѧران بطريقѧة الصѧعود و    
. up & down method  (Dixon, 1980)   النѧزول 

 لكѧل  الايثѧانول غѧم لمسѧتخلص    5 وابتدأت التجربة بالجرعѧة 
و تѧѧѧم إعطѧѧѧاء الجرعѧѧѧة   . آغѧѧѧم مѧѧѧن وزن الجسѧѧѧم  / مѧѧѧل  10

 و.  gavage needleذلك لѧѧباسѧѧتعمال محقنѧѧة مخصصѧѧة 
طبقاً لاستجابة  آل فѧأرة والمتمثلѧة ببقائهѧا او هلاآهѧا خѧلال      

و آان  ،النقصان في مقدار الجرعة ساعة  تتم الزيادة و 24
النقصѧѧѧان فѧѧѧي آѧѧѧل  جرعѧѧѧة مѧѧѧن الجѧѧѧرع     مقѧѧѧدار الزيѧѧѧادة و 
تم حساب الجرعة المميتة  .غم 0.5بمقدار  الأخرى ثابتاً، و

ملحѧق   ،(Dixon, 1980)طبقاً لطريقѧة   LD-50الوسطية 
    LD 50 = Xf  + Kd    :الآتيةباستعمال المعادلة   1رقم

LD-50 = الجرعة المميتة الوسطية.  
Xf  =ستعملت في التجربةآخر جرعة ا .  
K  =ثابت جدولي  

 d =يادة والنقصان في الجرعة المعطاةمقدار الز.  
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 ة على خطوط الخلايا السرطانية فيالإدامة والمحافظ
  الزجاج 

تم تحضير : تحضير المحاليل المخصصة بالزرع النسيجي 
المحاليل المخصصة بالزرع النسيجي  طبقاً لطريقة المرآز 

لإجراء عملية  الوراثة الطبية لسرطان والعراقي لبحوث ا
  :هي آالآتي و  sub cultureالزرع الثانوي 

    Antibioticsالمضادات الحياتية  -1
• :Vancomycin    نѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧوة مѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧت عبѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧأذيب

Vancomycin 500  يѧѧѧѧم فѧѧѧѧاء   5ملغѧѧѧѧن المѧѧѧѧل مѧѧѧѧم
  مْ 20 حفظت  في  ، والمقطر

• :Streptomycin     نѧѧدة مѧѧوة واحѧѧي عبѧѧزاد فѧѧي
streptomycin  عةѧѧدار  1سѧѧم مقѧѧن  5غѧѧل مѧѧاء،مѧѧالم 

  مْ 20في وتحفظ 
  

 PBS (pH 7.2) الفوسѧѧѧفات محلѧѧѧول دارئ  -2
phosphate buffer saline من المواد الآتية و يتألف:  

  .مْ 4في  يحفظ يعقم بالموصدة و     
NaCl                       8 gm    
KCl                         0.20 gm  
Na2Hpo4                 0.92 gm 
KH2po4                   0.20 gm 
D.W.                       1000 m   

 Sodium bicarbonate  بيكاربونѧѧات الصѧѧوديوم -3
(pH 7.2) 

مѧل   100يذاب في  و   NaHCO3غم  4.4 يؤخذ وزن    
  .مْ 4  المقطر يعقم بالموصدة ويحفظ في من الماء

  
   Serumالمصل  -4
   Bovine Calf serumصل العجل البقري استعمل م     

الوراثѧѧة  الѧѧذي جهѧѧزٌه المرآѧѧز العراقѧѧي لبحѧѧوث السѧѧرطان و  
  الطبية

 Fetalاسѧتعمل مصѧل جنѧين البقѧر      و. والمصنّع محليѧا      
Calf Serum  ا    .الذي جهزّته  شرآة الكنديѧبط حراريѧوث

ثѧم وزع  , دقيقة في حمام مائي 30مْ لمدة      56 في درجة 
لحѧѧѧѧين  مْ 20-مѧѧѧѧل وخѧѧѧѧزن فѧѧѧѧي درجѧѧѧѧة    50 فѧѧѧѧي عبѧѧѧѧوات 
  .الاستعمال

  
  : ويحضر آالآتي Growth Media  النمووسط  -5

مع RPMI-1640   غم من وسط النمو 10.4 .1
L-glutamine منظم الحامضية  و.hepes 

buffer  
 .مل 15 4.4%بيكاربونات الصوديوم  .2
3. Vancomycin 1 مل. 
4. Streptomycin 0.2 مل 
 % 10 مصل .5

 لتѧѧر بزيѧѧادة المѧѧاء المقطѧѧر و   1مѧѧل الحجѧѧم إلѧѧى  يك            
  .ملي مايكرون0.22   يعقم بالترشيح  باستعمال فلتر

  

   Maintenance Media  الوسط الحافظ -6
   يشѧѧابه الوسѧѧط الزرعѧѧي ولكنѧѧّه يخلѧѧو مѧѧن المصѧѧل           

(Freshney, 1994)    .  
  
   Trypsinالتربسين -7

يѧزاد فѧѧي   غѧѧم مѧن مسѧحوق التربسѧѧين و  1يحضѧر بإذابѧة        
اً بالمѧѧازج فѧѧي يخلѧѧط جيѧѧد وP.B.S  مѧѧل مѧѧن 100مقѧѧدار 

  درجة حرارة
 0.22 يعقѧم بالترشѧيح باسѧتعمال نѧالجين فلتѧر      و ،الغرفة     

 يحفѧѧظ فѧѧي مѧѧل و 20ثѧѧم يѧѧوزع فѧѧي أنابيѧѧب  ،ملѧѧي مѧѧايكرون
  .مْ -20

   Verseneالفرسين -8
 غѧѧم مѧѧن مسѧѧحوق امѧѧلاح الصѧѧوديوم الثنائيѧѧة     1يѧѧزاد      

(EDTA)  Ethylenediaminetetracetic acid     يѧف
مل من الماء المقطѧر ويѧذاب جيѧدا ثѧم يعقѧم بالموصѧدة        100
  .مْ 4مل ويحفظ في  10دقائق ، يوزع في أنابيب  10لمدة 

  
 Trypsin- versenفرسѧѧين  –محلѧѧول التربسѧѧين  -9

solution   ويحضر من:  
 مل Trypsin              20 التربسين •
 مل Versene             10الفرسين  •
  مل PBS 370  محلول دارئ الفوسفات •
تحفѧظ   تمزج قبل الاستعمال في الكابينѧة المعقمѧة و             

  . بعد الاستعمال  م4ْ في 
  
     :Thawing ذابةلإا

دقيقѧѧة للحصѧѧول  ظѧروف معينѧѧة و  إلѧѧىتحتѧاج هѧѧذه العمليѧѧة    
         ذلѧѧѧك بالطريقѧѧѧة الآتيѧѧѧة   علѧѧѧى خلايѧѧѧا ذات فعاليѧѧѧة حيويѧѧѧة و   

)Fresheny, 1994 (:  
تم وضѧع الأنابيѧب الحاويѧة علѧى العѧالق فѧي حمѧام مѧائي          -1

محتويѧѧات الأنبѧѧوب  نقلѧѧتو  ,مْ لإذابѧѧة العѧѧالق  37فѧѧي درجѧѧة 
 أخѧرى معقمѧة حاويѧة علѧى وسѧط زرعѧي معقѧم         أنبوبة إلى
15ѧѧا الѧѧن بقايѧѧا مѧѧل الخلايѧѧل  لغسѧѧـ م DMSO  اةѧѧع مراعѧѧم

للضѧغط  وضع الوسط الزرعي ببطء  لتجنب حѧدوث تѧأثير    
 Osmotic shock  (Darling andالازمѧѧѧوزي 

Morgan 1994).  
  فѧي  rpm 800تفصѧل الخلايѧا بجهѧاز الطѧرد المرآѧزي       -2
مѧѧن الممكѧѧن أيضѧѧا الاسѧѧتغناء عѧѧن هѧѧذه الخطѧѧوة  (دقيقѧѧة  3-5

للحفاظ على آمية الخلايا وذلѧك بتبѧديل الوسѧط الزرعѧي آѧل      
 ). ساعة لحين استرجاع فعاليتها 24

يزاد فيѧه وسѧط    و) العالق(يؤخذ الراسب يطرد الراشح و -3
 .زرعي جديد

فѧѧي  2سѧم  25تنقѧل محتويѧѧات الأنبѧوب إلѧѧى وعѧاء الѧѧزرع     -4
بعدها تحضѧن فѧي    و, تمزج جيدا و ،ظروف معينة، ومعقمة

 .مْ لحين معاودة نشاطها من جديد37 درجة 
سѧاعة لحѧين تكѧون    48 يتم استبدال الوسѧط الزرعѧي آѧل     -5

  . confluent monolayerالطبقة الأحادية
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  Subculture:الثانويالزرع 
 confluentعند تكون الطبقة الأحادية للخلايѧا السѧرطانية   

monolayer     الخطواتѧѧانوي بѧѧزرع الثѧѧة الѧѧرى عمليѧѧتج
  : (Fresheny, 1994)الآتية 

يتم التخلص من الوسط الزرعي القديم في ظروف بيئيѧة   -1
  . مرتين إلىالمعقم مرة   PBSمعقمة، وتغسل بالـ

فرسѧين ويحѧѧرك   –ربسѧѧين مѧل مѧѧن محلѧول الت   3-2يѧزاد   -2
تنفصѧѧل  أن إلѧѧى مْ، 37تحضѧѧن  فѧѧي درجѧѧة  . الوعѧѧاء برفѧѧق 

  .عن سطح الوعاء الأحاديةالطبقة 
مѧѧن الوسѧѧط الزرعѧѧي  2سѧѧم/مѧѧل 0.2-0.1يسѧѧكب مقѧѧدار   -3

ويضѧѧѧرب الوعѧѧѧاء لتتفكѧѧѧك الخلايѧѧѧا وتصѧѧѧبح مفѧѧѧردة، يكمѧѧѧل  
  .مْ 37ي درجة مل ويحفظ في الحاضنة ف 5الحجم الى 

  
  Cytotoxicity Assay اختبѧѧѧѧѧار السѧѧѧѧѧمية الخلويѧѧѧѧѧة  

فѧѧѧي خѧѧѧط خلايѧѧѧا سѧѧѧرطان الحنجѧѧѧرة   الايثѧѧѧانول لمسѧѧѧتخلص 
    HEp-2:البشرية

في الخلايا السرطانية تم الايثانول لدراسة تأثير مستخلص   
 -HEp-2تحضير عالق من خلايا سرطان الحنجرة البشرية

 Mahony, et)تѧѧѧѧم معاملتهѧѧѧѧا بالطريقѧѧѧѧة الاتيѧѧѧѧة     و
al.,1989):-  

 -HEp-2تѧѧم الحصѧѧول علѧѧى عѧѧالق الخلايѧѧا السѧѧرطانية      -1
بمعاملѧѧة وعѧѧاء الѧѧزرع الحѧѧاوي علѧѧى خلايѧѧا سѧѧرطانية آثيفѧѧة  

وبعѧد تفكيكهѧا جيѧدا زيѧد فيهѧا      . فرسѧين -النمو بمѧادة التربسѧين  
المعقم مع مراعاة مزجها جيدا  RPMIمل من وسط الـ  15

  .Micropipet  بواسطة الماصة الدقيقة
يوزع العѧالق بعѧد التأآѧد مѧن حيويѧة الخلايѧا علѧى أطبѧاق          -2

مسѧطحة  ) حفرة 96(المعايرة للزرع النسيجي متعددة الحفر 
توضѧع   و. مل مѧن العѧالق   0.2آل حفرة تحتوي على . القعر

سѧѧاعة لحѧѧين تكѧѧّون الطبقѧѧة    24لمѧѧدة  مْ 37 فѧѧي الحاضѧѧنة  
  . الأحادية من الخلايا

لخمسѧة   والايثانول  تحّضر ستة ترآيزات من مستخلص -3
ملغѧѧѧѧم لكѧѧѧѧل مѧѧѧѧل وانتهѧѧѧѧاء   100مكѧѧѧѧررات بѧѧѧѧدءً بѧѧѧѧالترآيز  

. ملغم لكل مل وبطريقة التخفيفات  العشرية 0.001بالترآيز

اجريѧت التخفيفѧѧات  للمسѧتخلص بوسѧѧط  زرعѧي حѧѧافظ خѧѧالٍ    
  .(Bruning, et al, 1989) من المصل

تѧѧم تحضѧѧير خمسѧѧة ترآيѧѧزات أخѧѧرى بطريقѧѧة التخفيفѧѧات   -4
ملغѧم  ) 0.12 ,0.25 ,0.5 ,1(الايثѧانول   مسѧتخلص الثنائية ل
  .ملغم لكل مل على التوالي) 1.25 ,2.5 ,5 ,10( لكل مل و

 24خѧѧلال  الخلايѧѧا فѧѧيبعѧѧد اآتمѧѧال الطبقѧѧة الأحاديѧѧة مѧѧن   -5
مѧѧل مѧѧن   0.2يѧѧزاد  سѧѧاعة تسѧѧكب بقايѧѧا الوسѧѧط الزرعѧѧي و    

 أعمѧدة الترآيزات المحضرة سابقا في آل حفرة بمعѧدل سѧتة   
 DMSOت مع واحد سيطرة مزيد فيها مادة خمسة مكررا(

  المستعملة لإذابة المستخلص الجاف
(Rojanapo & Tepsuwan, 1995) . 

مْ،  37تحضѧѧن الخلايѧѧا المعاملѧѧة بالمسѧѧتخلص فѧѧي درجѧѧة   -6
 هѧو   و exposure timeبحسѧب الوقѧت المحѧدد للتعѧرض     

  .ساعة  24
 إلѧѧىتسѧѧكب التخفيفѧѧات بعѧѧد انتهѧѧاء وقѧѧت التعѧѧرض وتѧѧزاد  -7

 16حѧѧافظ خѧѧالٍ مѧѧن المصѧѧل لمѧѧدة    وسѧѧط زرعѧѧيحفѧѧرة آѧѧل 
 . recovery timeساعة لحساب مدة النقاهة 

عنѧѧد انتهѧѧاء وقѧѧت النقاهѧѧة يسѧѧكب الوسѧѧط الحѧѧافظ القѧѧديم       -8
لتعامѧѧل الخلايѧѧا بمحلѧѧول الصѧѧبغة الحمѧѧراء المتعادلѧѧة لجميѧѧع   

 . مل لكل حفرة 0.2الحفر الحاوية على الخلايا بمقدار 
مْ  37الحاضѧنة   إلىتعاد أطباق المعايرة للزرع النسيجي  -9

بعدها تخرج . وتبقى فيها ساعتين CO2 غاز % 5 ـمزودة ب
 .الأطباق مرة أخرى وتزال محتوياتها

 PBS   تغسѧѧل الخلايѧѧا الملتصѧѧقة فѧѧي الحفѧѧر وتغسѧѧل بѧѧـ -10
 . معقم لحين زوال الصبغة الزائدة

 50 زيѧѧѧѧد فѧѧѧѧي آѧѧѧѧل حفѧѧѧѧرة مѧѧѧѧن حفѧѧѧѧر أطبѧѧѧѧاق الѧѧѧѧزرع  -11
 مѧѧع الايثѧѧانول المطلѧѧق و   PBSمѧѧايكروليتر مѧѧن مѧѧزيج الѧѧـ    

 أوحجم، ثم تقѧرأ  النتيجѧة عيانѧاً     /حجم  1:1المحضر بنسبة 
نانوميتر 492     بطول موجي  ELISAباستعمال جهاز الـ

  .   حسب الطريقة المحورة
 (Mahony, et al, 1989 & Abdul-Majeed 
2000). 

  
  
  لنتائـــجا

  
  Extractionالاستخلاص 

  % 96  نتج من عمليѧة الاسѧتخلاص بالايثѧانول المطلѧق         
 غѧم  20غѧم مѧن     2لبذور ثمار الهيل على وزن جѧاف معѧين  

  ، و آانت نسبة الاستخلاص بمذيب من مسحوق بذور الهيل
  
  
  
  

  
  
  

لѧون بنѧي    المستخلص ذو قوام لѧزج، و  ، و% 10  الايثانول
  . أدآن

  
   عن المرآبات الفعالة  الكشف الكيميائي التمهيدي العمومي

دلѧѧت النتѧѧائج علѧѧى  أن بѧѧذور ثمѧѧار الهيѧѧل تحتѧѧوي علѧѧى نسѧѧبة 
 عاليѧѧѧة مѧѧѧن المرآبѧѧѧات الفعالѧѧѧة المختلفѧѧѧة مثѧѧѧل الفينѧѧѧولات و    

.(1)التربينѧѧѧѧات آمѧѧѧѧا هѧѧѧѧو مبѧѧѧѧين فѧѧѧѧي جѧѧѧѧدول  القلويѧѧѧѧدات و
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  الكشف الكيميائي التمهيدي العمومي لمستخلص بذور ثمار الهيل (1)جدول

  
  بذور الهيل مستخلص الايثانول  دليل الكشف  ف المستعملالكاش  المرآب
  التانينات

Tannins   
a - 1  خلات الرصاص %  
b - 1  آلوريد الحديديك % 

  راسب هلامي
 لون ازرق مخضر

+  
+  

  الكلايكوسيدات
Glycosides 

  + +  راسب احمر  غليان+ آاشف فهلنك 

  القلويدات
Alkaloids 

a - آاشف ماير  
b - 50  حامض البكريك % 

  راسب ابيض
  راسب ابيض

+ +  
+ +  

  الصبونيات
Saponins 

a - رج المستخلص  
b - 1   آلوريد الزئبقيك %  

  رغوة آثيفة
  راسب ابيض

+  
+  

  الراتنجات
Resins 

  +  راسب ضبابي  ماء مقطر ←غليان  ← آحول اثيلي

  الفلافونات
Flavonoids 

  +  لون اصفر  هايدروآسيد البوتاسيوم+ آحول اثيلي

  الفينولات
Phenols 

  + +  لون اخضر مزرق % 1  آلوريد الحديديك
  

 الكومارينات
Coumarins 

  +  راسب ابيض هلامي  هايدروآسيد البوتاسيوم

  تدل على ايجابية الكشف(+) إشارة                      
  

  LD   50)50-غم(تقدير الجرعة المميتة الوسطية 
  LD-50المميتة الوسطية  لغرض تقدير الجرعة  

ان البيض عن طريق جرعت الفئرالايثانول تخلص لمس
  إذ . gavage needle محقَنة التجريعالفم باستعمال 

  

  
) 50- غم(الجرعة المميتة الوسطية  أن أظهرت النتائج

LD50  غم لكل آغم من وزن الجسم  5.07 إلىمساوية
آما موضح في  و .لكل آغم من وزن الجسم غم 5.37و 

.(2)جدول رقم 

  في ذآور الفئران البيض الايثانوللمستخلص  LD-50لجرعة المميتة الوسطية ا (2)جدول 
  

  المعاملات  غم لكل آغم من وزن الجسم LD-50  عدد الحيوانات  ساعة 24النتائج بعد 
XOOXO  5 5.07 الايثانول  

O                               =  ساعة 24بقاء الحيوان بعد =X                                ساعة 24هلاك الحيوان بعد  
  

الإدامة والمحافظة على خطوط الخلايا السرطانية في 
  :الزجاج

تѧѧѧم الحصѧѧѧول علѧѧѧى نمѧѧѧو آثيѧѧѧف مѧѧѧن خلايѧѧѧا سѧѧѧرطان       
خلايѧѧѧا سѧѧѧرطان العضѧѧѧلة  و  HEP-2الحنجѧѧѧرة البشѧѧѧرية

، يتها فѧي الوسѧط الزرعѧي ثلاثѧة أيѧام     بعد تنم RDالبشرية 
آانѧت الخلايѧا    رع، وأعطيت نمواً يغطي قعر قنينѧة الѧز   و

للѧѧـ  الѧѧدائري ، وألطلائѧѧيذات أشѧѧكال مختلفѧѧة منهѧѧا الشѧѧكل 
HEP-2 اول، و  وѧѧكل المتطѧѧي الشѧѧـ  المغزلѧѧللRD  ىѧѧعل
  .التوالي

  Cytotoxicity assay  اختبار السمية الخلوية
في خط الخلايا السرطانية للحنجرة  الايثانوللمستخلص 

  :HEP-2 البشرية
 ختبار السمية الخلوية لمستخلصتمت قراءة النتائج لا     

بطѧѧول  -ELIZA Reader  Microبجهѧѧاز  الايثѧѧانول
  آانت هنالك علاقة مباشرة بين  و نانوميتر، 490موجي 

  
  

  
  

                            .الكثافѧѧѧѧѧѧѧة اللونيѧѧѧѧѧѧѧة للصѧѧѧѧѧѧѧبغة وعѧѧѧѧѧѧѧدد الخلايѧѧѧѧѧѧѧا الحيѧѧѧѧѧѧѧة
الايثѧانول  الترآيزات العالية لمستخلص  أنبينت النتائج  و

 HEP-2ذات تѧѧأثير تثبيطѧѧي فѧѧي نمѧѧو الخلايѧѧا السѧѧرطانية   
 (1)بعѧѧد مѧѧرور يѧѧوم واحѧѧد مѧѧن الحضѧѧن آمѧѧا فѧѧي الشѧѧكل       

  . (1)صورة
ات  بعѧѧد دراسѧѧة النتѧѧائج السѧѧابقة تѧѧم اختيѧѧار الترآيѧѧز     و     

 المثبطѧѧة بنѧѧاءً علѧѧى التغيѧѧرات الحاصѧѧلة فѧѧي آѧѧل مѧѧن قيمѧѧة  
التѧي   و  Optical Density (O.D)الكثافѧة الضѧوئية    

 تقѧѧرأ نسѧѧبة الخلايѧѧا الحيѧѧة باسѧѧتعمال الصѧѧبغة الحمѧѧراء    
Neutral red dye  بغة       أوѧل الصѧلال تفاعѧن خѧا مѧًعيان

(Mahony, et al, 1989) ،   ةѧفكانت الترآيزات العالي
مѧل  / ملغѧم   1لاسѧيما الترآيѧز    مل و / ملغم) 100,10,1(

ذات تѧѧѧأثير تثبيطѧѧѧي قѧѧѧوي، مقارنѧѧѧة بѧѧѧالترآيزات الواطئѧѧѧة  
مѧѧل التѧѧي أثѧѧرت تѧѧأثيرا  / ملغѧѧم) 0.001 ,0.01 ,0.01(

).3(طفيفѧѧѧѧѧѧا فѧѧѧѧѧѧي نمѧѧѧѧѧѧو الخلايѧѧѧѧѧѧا السѧѧѧѧѧѧرطانية جѧѧѧѧѧѧدول   
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  )1(شكل 

  اعة من الحضنس 24بعد مرور   HEP-2ية في نمو خلايا سرطان الحنجرة البشر الايثانولتأثير مستخلص 
  )خمسة مكرارت لكل ترآيز(الأعمدة تمثل المعدل 

  
LSD A =0.017                                     A مقارنة بالسيط 0.05معنوية بمستوى                                 تمثل مدة التعرض  

  
  
  

  

  تدل على استجابة الخلايا للمستخلص +                               
  (1)صورة 

  ساعة من الحضن 24بعد مرور   HEp-2في نمو خلايا سرطان الحنجرة البشرية  الايثانولتأثير مستخلص 
  
  

100  
 مل/ملغم

  1 مل/ملغم 10
 مل/ملغم

0.1  
 مل/ملغم

0.01  
 مل/ملغم

0.001 
 مل/ملغم

  + + ++  -  -  - 

  
Control=DMSO +Growth media 
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  )3(جدول 
    HEp-2في تثبيط  نمو خلايا سرطان الحنجرة البشرية  الايثانوليوضح الترآيزات الفعالة لمستخلص 

  
  

  
  المنـــــاقشة

  
ة لعѧلاج السѧرطان مѧن    دويѧة التقليديѧ  ما سѧببته الأ  إن        

العѧلاج الكيميѧائي    ، آاسѧتعمال الإشѧعاع، و  أضرار جانبيѧة 
انتقائية واطئة يؤثر في نمو الخلايѧا   الذي يتصف بسمية و

غيѧѧر السѧѧرطانية أدى إلѧѧى اهتمѧѧام البѧѧاحثين     السѧѧرطانية و
للبحث عن طرق علاجية جديدة أآثر أماناً وأآثر فاعليѧة،  

التѧي   بيѧة احѧد هѧذه الطѧرق العلاجيѧة و     فكانت النباتѧات الط 
 لعبت دوراً مهماً في الحفاظ على صحة الإنسان 

(Plotinkoff and Jonathan George, 1999) ،
مѧن    80%أن WHO منظمѧة الصѧحة العالميѧة     إذ قدرت

 سكان الأرض يتخذون الأعشاب الطبيѧة آأحѧد المتطلبѧات   
جѧات  وان معظѧم العلا  ،الضرورية للعناية بالصحة العامѧة 

 أوالمسѧѧѧتعملة تتضѧѧѧمن اسѧѧѧتعمال المستخلصѧѧѧات النباتيѧѧѧة    
  . (Craig, 1999)مكوناتها الفعالة للعلاج 

جاءت نتѧائج الكشѧف التمهيѧدي للمرآبѧات الفعالѧة                
لمسѧѧѧتخلص بѧѧѧذور ثمѧѧѧار الهيѧѧѧل فѧѧѧي هѧѧѧذه الدراسѧѧѧة بѧѧѧان       

يمتلك معظم المرآبات الثنائية الفعالة  لايثانولا مستخلص
مع اختلافات نسبية ) تربينات والفلافونات القلويدات وال( 

لجميѧع    عاليѧة آفاءة  الايثانولاظهر مستخلص  إذ  .بينهما
هѧѧѧѧذا يفسѧѧѧѧѧر امتلاآѧѧѧѧه معظѧѧѧѧѧم    الكواشѧѧѧѧف المسѧѧѧѧѧتعملة، و 

  .المرآبات الفعالة
و اظهر المسѧتخلص الخѧام لبѧذور ثمѧار الهيѧل عمومѧاً            

سلامته في الفئران مع تداخلات جانبية طفيفة تظهر علѧى  
إذ آانѧت الجرعѧة     .الفئران في اختبارات التجريѧع عمومѧاً  

بحѧѧدود  الايثѧѧانولمسѧѧتخلص ل LD-50المميتѧѧة الوسѧѧطية  
لعل هѧذا يتفѧق مѧع     و. لكل آغم من وزن الجسم  غم 5.37

  في إن نبات  (Uragoda, 1992)ما جاء به الباحث 
  
  
  

  
  
  

الهيل  هو التابل الوحيد الذي لا يسبب أية تأثيرات جانبيѧة  
  . ذيةمؤ

المسѧتخلص الايثѧانولي    تأثيردراسة   نتائج أشارت و      
المعѧѧاملات  إننمѧѧو الخلايѧѧا السѧѧرطانية    للهيѧѧل فѧѧي تثبѧѧيط  

زمѧن التعѧرض و الترآيѧز ونѧوع      (  a,  b, c المتمثلѧة بѧ ـ 
 أوضѧحت فرقѧاً معنويѧاُ بمسѧتوى      على التوالي،)  المذيب
شراً فѧي  ثيراً مباتلك العوامل تؤثر تأ أنهذا يعني  و 0.05

عمومѧاً إن المسѧتخلص الخѧام لبѧذور ثمѧار       و .نسبة التثبيط
الهيѧѧѧل قѧѧѧد أحѧѧѧدث تثبيطѧѧѧا معنويѧѧѧا فѧѧѧي خطѧѧѧوط الخلايѧѧѧا         

بالموازنة مع السѧيطرة    RD  الـ و  HEP-2  السرطانية
غير المعاملة بالمستخلص حيث اختلѧف التثبѧيط بѧاختلاف    

  .الترآيز ومدة الحضن المذيب المستعمل للاستخلاص و
التثبيط الذي حصل في الخلايا السرطانية من  إن           

المستخلصѧѧات النباتيѧѧة تحتѧѧوي   أنيرجѧѧع إلѧѧى   أنالممكѧѧن 
لاسѧѧيما عنѧѧد  علѧѧى مرآبѧѧات آيميائيѧѧة ذات طبيعѧѧة سѧѧامة و 

إمѧѧا فѧي عمليѧѧة    الترآيѧزات العاليѧة التѧѧي مѧن خلالهѧѧا تѧؤثر    
خفѧض نسѧبة معامѧل     إلѧى بلمرة خيوط المغزل وهذا يؤدي 

و ربمѧا تѧؤثر تلѧك المرآبѧات بشѧكل مباشѧر فѧي         الانقسام، أ
   (Shiraishi, 1978)البروتينات المحفزة لعملية الانقسام 

وقد يعزى العمل التثبيطي لبذور ثمار الهيل للخلايѧا         
بذور الهيل غنية جدا بالزيوت الرئيسѧة   أن إلىالسرطانية 

  terpenyl-α  والفلافونات والتربينѧات ولاسѧيما المرآѧب   
لتي لها فعل تثبيطي خارج جسم الكѧائن الحѧي فѧي الخليѧة     ا

 آمѧا أوضѧح   ,(Ulubelon,  et al, 1999) السѧرطانية 
الزيѧوت الرئيسѧة    أن (Masaki, et al, 1995) الباحث

الفلافونѧѧات والتربينѧѧات الثنائيѧѧة تمتلѧѧك القابليѧѧة   مرآبѧѧات و
على آسح الجذور الحرة وبالتالي فهي ذات فعالية مضادة 

Antioxidants.للأآسѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧѧدة 

    

  الساعة/الوقت   ساعة24
  مل / الترآيز ملغم

0.072 100 

0.051  10 

0.033  1 

0.147 0.1 

0.185 0.01 

0.186 0.001 

0.187  Control 
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  و التوصيات ستنتاجاتلإا
  

ن الاستنتاجات فيما يأتي خرجت الدراسة الحالية بجملة م
 :أهمها 
لتѧѧѧأثير المسѧѧѧتخلص  الأولѧѧѧىتعѧѧѧد هѧѧѧذه الدراسѧѧѧة  .1

الهيѧѧل فѧѧي خطѧѧوط الخلايѧѧا    الخѧѧام لبѧѧذور ثمѧѧار   
  .السرطانية

2.  ѧѧتلاك مسѧѧدم امѧѧول  عѧѧذيب الكحѧѧل بمѧѧتخلص الهي
فئران المختبرية أي تأثيرات سمية في ال الاثيلي

    البѧيض بدراسѧة الجرعѧة المميتѧة الوسѧطية      
LD-50. 

أظهر مستخلص الهيѧل بمѧذيب الكحѧول الاثيلѧي      .3
 آفاءة عالية في تثبيط نمو الخلايѧا السѧرطانية    

HEP-2  و RD    ةѧفي حدود الترآيزات العالي
 .مل / ملغم )100,10,1( هي   و

على الѧرغم مѧن تѧأثير مسѧتخلص الهيѧل بمѧذيب        .4
عنويѧѧѧا فѧѧѧي خطѧѧѧوط   م تѧѧѧأثيرا الأثيلѧѧѧيحѧѧѧول الك

غير معنѧوي   تأثيرآان لهما , الخلايا السرطانية
 .الإنسانفي الخلايا اللمفاوية للدم المحيطي في 

  
  

  
  
 

تصѧѧѧنف بѧѧѧذور ثمѧѧѧار الهيѧѧѧل  ضѧѧѧمن    أنيمكѧѧѧن  .5
 Anti Tumorالمرآبѧѧات المضѧѧادة للسѧѧرطان 

فضѧلا عѧن     in vitroخارج جسم الكائن الحي 
  .ةآونها مضادة للأآسد

 
يمتاز مستخلص الهبل بخصيصة الثبوتية أثنѧاء   .6

 .من دون تغير في الفعالية م  - 20الخزن في  
  

                                       :وعلى ضوء الاستنتاجات أعلاه نوصي بما يلي
التربينѧѧات   و  تنقيѧѧة بعѧѧض المرآبѧѧات لعѧѧزل القلويѧѧدات -1
ا فѧѧي نمѧѧو  آѧѧل منهمѧѧ معرفѧѧة تѧѧأثير   الزيѧѧوت الأسѧѧاس و  و

وية الخلايا السرطانية فضلا عن تأثيرها في الخلايا اللمفا
بѧѧѧذلك تتضѧѧѧح الكفѧѧѧاءة  و ,للإنسѧѧѧان أو أيѧѧѧة خلايѧѧѧا طبيعيѧѧѧة

  .ثبيطية بصورة اشمل لتلك المرآباتالت
إجراء دراسات جزيئيѧة لمعرفѧة إليѧة عمѧل مسѧتخلص       -2

  .خلايا السرطانيةالهبل في ال
ذور ثمار الهبѧل  محاولة  سريريه لإعطاء مستخلص ب -3

.إلى مرضى السرطان الذين يتناولون العلاجات التقليديѧة 
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