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  المستخلص
عينة من  24عينة من الدم المحيطي  لمرضى التھاب القولون التقرحي المزمن  و 43تضمنت الدراسة على 
مرضى التھاب القولون التقرحي المتطور الى ظھور عينات من  10عينة من الاصحاء و 24سرطان القولون  و

السليلات الكاذبة ، لمعرفة التغييرات التي تطرأ على المقاييس الوراثيةالخلوية  المتمثلة بمعامل الارومة ، ومعامل 
الانقسام الخلوي ، ومعامل تضاعف الخلية ومعدل التبادل الكروماتيدي الشقيقي ، وأختبار تردد الطفرة . نميت 

-5مايكروغم / مل من مادة  10% من المصل البقري و10المضاف الية  RPMIلخلايا في الوسط الزرعي ا
،  0.2وبوجود تراكيز مختلفة من عقار الميثوتركسيت والتي ھي (  PHAمل من  0.3بروموديوكسييوريدين و

امل الارومة ، معامل الانقسام ) مايكروغم/مل . أوضحت النتائج أنخفاضا في معدلات كل من مع8،  4،  2،  1،  0.5
، معامل التضاعف ، ومعامل تردد الطفرة بأزدياد تركيز العقار  . أذ أنخفضت معدلات  ھذه المقاييس الوراثية 

) مايكروغم /مل   ، كما  لوحظ  8 ، 4،  2،  1الخلوية  الى  الصفر في التراكيز العالية من العقار والتي ھي ( 
مايكروغم/مل ) . أما فيما يتعلق بمعدل التبادل  0.5،  0.2لتراكيز الواطئة من العقار (وجود خلايا مقاومة في ا

الكروماتيدي الشقيقي  فقد ارتفعت معدلاته في كل من الاصحاء والمجاميع المرضية المعاملة بالعقار قياسا بغير 
ول مقاومة للعقار قياسا بالتراكيز المعاملة بالعقار . ان  وجود خلايا طافرة في التراكيز الواطئة  يدل على حص

  العالية  التي اظھرت  تأثيرا قاتلا على الخلايا اللمفاوية لمجاميع المرضى تحت الدراسة .     
Abstract        

he investigation was done on 43 samples of peripheral blood which drawn from 
patients suffered of chronic ulcerative colitis, 20 samples from patients of colon 

cancer, 10 samples from ulcerative colitis  developed to pseudo polyps & 20 samples 
of healthy individuals. The samples were taken from female and male of different 
ages. The cytogenetic studies was done in order to define the damaging effects of the 
disease and the drug on the peripheral blood   lymphocytes, these damages were 
manifested through the significant reduction in the blastogenic index, mitotic index,  
replication index,  sister chromatid exchange, and mutation fraction after cells were 
grown in RPMI media supplemented with 10% of bovine serum, 10 microgram/ml 
of Budr, 0.3ml of PHA & different concentrations of drug (0.2,0.5,1,2,4,8) 
microgram/ml. The results indicated reduction in the blastomeric, mitotic, 
replication indices & mutation fraction to zero with high concentrations of the drug 
(1, 2, 4, 8) microgram / ml. Furthermore, the results showed presence of resistant 
cells with low concentration of drug (0.2, 0.5 microgram /ml) through measuring 
mutation fraction. Moreover, means of SCEs were increased in treated groups 
(patients & normal individuals) in comparison with untreated groups. Finally 
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presence of mutated cells within low conc. of drug showed resistant to the drug in 
comparison with high conc. of drug which showed cytotoxic effect on the cells of the 
patients under investigations.  

  المقدمة 
بذلت جھود كثيرة لتشخيص الجينات الحساسة ذات العلاقة  بأمراض الجھاز الھضمي المعوي والتي اعتمدت على  1994منذ 

)  وعوضا عنھا اعتمد على المسح النظامي  لواسمات متعددة disease pathogenesisفرضيات مسببات المرض ( 
الجينوم البشرى لعوائل عديدة للبحث عن مواقع حساسة ذات علاقة متوزعة على طول )  polymorphic marker(الاشكال 
  .  ]1 [ بالمرض

 Crohn Disease  مسوؤلة عن امراض  IBDجينات لھا علاقة بامرض  7تم التعرف لحد الان على 
  لھذه المورثات على كروموسومات  candidate regionھذه الدراسات اوضحت وجود    ulcerative Colitisو
 186. فيما اشار مركز المسح الجيني في اكسفورد عندما اجرى المسح على  ] 2  ) [14،  12،  6،   3 ، 1 (

sibpairs   اليھا مرض التھاب القولون التقرحي  و  اعزي الذي  )12،  7،  3(بتشخيص مناطق على كروموسومات
، ايضا  6نسان على كروموسوم للا  HLA leucocyteمرض كرون ومنطقة اخرى قريبة الى موقع مستضد خلية 

وجود موقع  في مرض  التھاب القولون التقرحي  sibpairsاظھرت نتائج تحليل  الارتباط في دراسة أصابة الاشقاء  
  . ]  2 [ بمرض التھاب القولون التقولون  ؤول فعليا على الاصابةسوھو الم 12على كروموسوم 

لامراض الجھاز الھضمي الالتھابيه ، وھناك علاقة بزيادة   relapse form ان التھاب القولون التقرحي ھو الشكل الناكس
خطورة الاصابه بسرطان القولون المتطور من التھاب القولون التقرحي ، اذ اوضحت الانسجه القولونيه المصابه مراحل 

  ي سرطان القولون الشائعتطورالمرض والتي ظھر انھا عملية متعددة الخطوات شملت طفرات تراكمية مشابھة لما يحصل ف
)  colorectal carcinoma   (Sporadic ) ماعدا الاورام الناشئه من التھاب القولون التقرحي ،UC  تنشأ من الخلايا  (

، كما ان  adenomasاكثر من خلايا الورم الغدي   flat dysplastic cell المصابة بخلل في التنسج    الطلائية
يكون صعب بسبب عدم امكانية ملاحظة ظھوره خلال  dysplastic precursor  lesionتشخيص ھذه المواقع 

في مرحلته المزمنه والحادة تولد انواعا وفيرة من الاوكسجين  UC. ان مرض  مرحلة الفحص بالناظور
نھا تدمير مثل الجذور الحرة للھيدروكسيل او بيروكسيد الھيدروجين والتي بامكا  reactive oxygen speciesالفعال

وھذا يؤدي الى )  DNA repair machineryالحامض النووي ، ومقدار التلف الحاصل   يتجاوز  الية  قابلية  الاصلاح (
التالف يرصد من خلال نقاط  DNAحدوث طفرات تشمل الجينات التي تؤثر في الثبات الجيني . ففي الظروف الاعتياديه فأن  

وھذا يؤدي الى دخول الخلية في مرحلة سكون في دورة الخلية الى ان يتم اصلاح ،  )  check point G2 / M( التفتيش
التلف الحاصل  او يمر بمرحلة الموت المبرمج . اما اذا كان التلف لا يمكن اصلاحه ، فالخلايا التي لا تستطيع اصلاح الجزء 

رحلة الانقسام مع الجزء التالف والذي  يؤدي ، سوف تدخل م  G2 / Mالتالف ، وھذا يدل على وجود نقص في نقاط التفتيش
. ان التقارير العلمية  التي توضح عدم الثبوت  [3]الى فقدان مناطق واسعه من الكروماتين وھذا ما لاحظه العالم  

) في مراحل مبكره من عملية تطور الورم تدعم فرضية المظھر  microsatelliteالكروموسومي و التوابع الدقيقة ( 
) والتي تبين  بان ھناك مسارات متعددة في المحافظه على الثبات الجيني  ( mutator phenotype hypothesisري التطفي

في كل من مستويات تسلسل النيوكليوتيدات او حتى على مستوى الكروموسومات . والطفرات التي تتقاطع مع ھذه المسارات 
) التي تعتبر  repetitive sequencesيرات في التسلسلات المتكررة ( التغ. لانھا تشمل  سوف تؤدي الى المظاھر التطفيرية

  .]  [karyotype changes   4تغيرات في طبعة التواة  لحدوث الطفرات او تشمل  hot spotsمناطق ساخنه
  طريقة العمل

  جمع نماذج الدم   
عينة من الجنسين كليھما و  43  لمزمنتم جمع العينات من الدم  من المرضى المصابين بالتھاب القولون التقرحي ا

عينة  24)  عينات من المرضى المتحول الى ظھور السليلات الكاذبة و 10عينة ) و (  24مرضى سرطان القولون ( 
مل  من المرضى المصابين 10  من الاصحاء من مستشفى اليرموك و مستشفى الكاظمية حيث اخذت عينة الدم حوالي

  زجاجية معاملة بالھيبارين لمنع التخثر .  و جمعت في انابيب اختبار
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  التأثير السمي والوراثي لعقار الميثوتركسيت في الخلايا  
مل  من الدم  المعامل بالھيبارين  الماخوذ من المرضى المصابين بالتھاب القولون و مرضى  0.4تم زراعة حوالي 

من مصل  %10المضاف اليه  RPMI    عيسرطان القولون اضافة الى دم الاصحاء السليمين  في الوسط الزر
-5 يوريدين ملغم  من الستربتوماسين و مادة البرومودي اوكسي100من البنسلين  و   I.U100 العجل البقري و  

BrdUrd )( مل من مادة 0.2و  مايكروغم/ مل10بتركيز )PHA Phytohaemaglutinine  (    وعوملت بتراكيز
مايكرغرام/ مل  وحضنت بالحاضنة  )8, 4, 2, 0.5, 0.2(  ) ، والتي ھي MTXمعينة من مادة الميثوتركسيت ( 

ساعات من  3مايكروغم/مل قبل 10بتركيز  Colchicine. اضيفت مادة الكولجسين  ساعة 72م لمدة 37على درجة 
 الحصاد ، ثم حضنت بالظروف السابقة نفسھا مع التحريك على اوقات معينة . 

  الحضانةجمع الخلايا المنماة بعد 
دورة / دقيقة  2500تم جمع الخلايا المنماة  في الوسط الزرعي بعد الحضانة بوساطة عملية الطرد المركزي على 

   Hypotonic solutionحلولـــــــل  من مــــــــم 5وأضيف اليه    , دقائق . أھمل العالق و أخذ الراسب 10لمدة 
KCL) (0.075M  دقيقة بعدھا جمعت الخلايا بوساطة عملية الطرد  30ي  لمدة و وضعت الانابيب في حمام مائ

دورة / دقيقة ، أھمل العالق و أضيف الى الخلايا محلول المثبت المتكون من الميثانول و  2500المركزي  على  
مل من محلول المثبت و يترك بعدھا في الثلاجة لمدة نصف ساعة  5اذ أضيف بحدود   1:3حامض الخليك بنسبة 

و تكرر عملية الغسل بمحلول المثبت ثلاث مرات   . ا توضع الانابيب في حھاز الطرد المركزي بالظروف نفسھابعدھ
  . او اكثر ثم تؤخذ الخلايا المترسبة و تقطر بوساطة ماصة باستور على شرائح زجاجية  لغرض فحصھا بالمجھر

  -ثية الخلوية الآتية :للفحوصات الورا  DAPIأو صبغة   GIEMSAبعد صبغھا بصبغة كمزا   
    Mitotic index (MIحساب معامل الانقسام الخلوي(  - 

دقائق ثم  10 -5لمدة  Giemsa Stainصبغت الشريحة الزجاجية الحاوية على الخلايا المثبتة بمحلول صبغة الكمزا
  وي كما يلي: غسلت بالماء المقطر ، و تركت لتجف ثم فحصت بالمجھر الضوئي اذ حسب معامل الانقسام الخل

) =Mitotic index  )MIمعامل الانقسام الخلوي 
100×  عدد الخلايا المنقسمة   

   

  العدد الكلي للخلايا                                                                
  خلية 1000تم حساب العدد الكلي للخلايا في كل شريحة زجاجية بحدود 

حسب معامل تكون الاورمة في الخلايا اللمفاوية بعد تقطيرھا  Blastogenic indexمة حساب  معامل تكون الاور
  على الشريحة الزجاجية و صبغھا بصبغة كمزا كما يلي: 

 )  =Blastogenic index )BIمعامل تكون الاورمة 
عدد خلايا الاورمة

 ×100  

  العدد الكلي للخلايا                                                                  

  خلية 1000تم حساب العدد الكلي للخلايا في كل شريحة زجاجية بحدود 
و عدد الخلايا  M1حسب عدد الخلايا المنقسمة في الانقسام الاول  Replicative indexحساب معامل التضاعف - 

ثم حسب  معامل التضاعف كما يلي:  M3الث و عدد الخلايا المنقسمة في الانقسام الث M2المنقسمة في الانقسام الثاني 
        

 Replicative index RI= M1% * 1+ M 2%* 2+ M3 %* 3 

 
(% معامل التضاعف)     100                                 

   Sister chromatid exchange (SCEs)فحص التبادل الكروماتيدي الشقيقي 
وعوملت كما في الطريقة السابق ذكرھا في  DAPIماذج الخلايا بصبغة تم صبغ الشرائح الزجاجية الحاوية على ن

الفقرة اعلاه ثم فحصت  بالمجھر الفلورسيني المتألق و حسب عدد التبادل الكرومايتدي في كل خلية في مرحلة 
  ) . M2الانقسام الثاني ( 
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  النتائج والمناقشة 
   BI) (Blastogenic Indexتأثير عقار الميثوتركسيت على  معامل الارومة 

 (Blastogenetic Index)) بان ھناك انخفاض في معدل معامل الاورمة 1تبين النتائج الموضحة في الجدول (
في كل من المرضى المصابين بالتھاب القولون التقرحي    P ≤ o.o1بازدياد تركيز العقار ، وعلى مستوى احتمالية 
ة  ومرضى سرطان القولون  بالمقارنة مع  الاصحاء . ففي الاصحاء والمرضى المتطور لديھم الى السليلات الكاذب

كان تاثير العقار على معامل الارومة في خلايا الدم اللمفاوية الذي تميز بانخفاض معامل الاورمة مع زيادة التركيز . 
ز  . اذ انخفض الى % في معاملة السيطرة  و قد تناسب  الأنخفاض مع زيادة التركي 27.  7كان معدل معامل الاورمة

في تركيز   % 16مايكروغم / مل ، والى   0.5%  في تركيز 17مايكروغم / مل  ثم الى  0.2% في التركيز 18.4
%  . ولقد اوضحت التحليلات  3. 5مايكروغم / مل اذ تناقص الى   8مايكروغم / مل  ونزولا الى التركيز  1

مايكروغم / مل  . اما في مجموعة المرضى المصابين )  8،  4،  2(الاحصائية وجود فروقات معنوية في التراكيز
بالتھاب القولون التقرحي المزمن فقد لوحظ ايضا انخفاض في معامل الاورمة بازدياد تركيز العقار . اذ كان معدله  

جيا في مايكروغم / مل  ثم تناقص تدري 0.2%  في التركيز   19. 1%  في معاملة  السيطرة ، ثم انخفض الى  26
مايكروغم / مل  .  8%  في تركيز  4.5مايكروغم / مل  والى   2%  في تركيز   11التراكيز العالية ، اذ كان معدله 

اشار التحليل الاحصائي الى وجود فروقات معنوية بين التراكيز للمعاملة الواحدة . وكذلك الحال مع عينات الدم 
مجموعة المرضى المتطور الى ظھور السليلات الكاذبة , اذ لوحظ الماخوذة من مرضى سرطان القولون . اما في 

%  بالمقارنة مع المجاميع الاخرى ثم تناقص بازدياد  34.9ارتفاع في معامل الاورمة في التركيز صفر اذ بلغ  
لى مايكروغم / مل وصولا ا 0.5% في تركيز  24ثم الى   مايكروغم / مل 0.2% في تركيز  27التركيز . اذ بلغ  

%  . اوضحت التحليلات الاحصائية بوجود فروقات معنوية بين التراكيز  5.2مايكروغم / مل  الذي كان   8تركيز 
المستعملة . كما اوضحت التحليلات الاحصائية بعدم وجود فروقات معنوية بين الاصحاء ومرضى التھاب القولون 

ن الاصحاء ومرضى سرطان القولون ومرضى التھاب في التركيز صفر (السيطرة ) بينما ھناك فروقات معنوية بي
مايكروغم / مل  فقد اوضحت  0.5،  0. 2اما في التركيزين . )1 ( القولون المتطور الى السليلات الكاذبة جدول

التحليلات الاحصائية بعدم وجود فروقات معنوية بين الاصحاء ومرضى  التھاب القولون التقرحي ومرضى سرطان 
ا وجدت فروقات معنوية في المرضى المتطور لديھم الى ظھور السليلات الكاذبة قياسا  بالاصحاء . القولون . بينم

مايكروغم / مل  في معدلات معامل الاورمة . اما في التركيزين   )2،  1(كذلك وجدت فروقات معنوية في التركيزين  
  ) .1 ( وذلك نتيجة التاثير السام للعقار جدول مايكروغم / مل  فلم تظھر فروقات معنوية بين  المجاميع كافة 8،  4
  

لتھاب ا في مرضى  Blastogenic Index  ( BI )تأثير التراكيز المختلفة لعقار الميثوتركسيت في معدل معامل الارومة  :)1جدول رقم (
  لاصحاءبا وسرطان القولون  قياسا   polyps pseudoالمتطورالى  UC) والمرضى من   (UCالقولون التقرحي  

            الصغيرة المختلفة بين التراكيز للمعاملة الواحدةالاحرف   . الخطأ القياسي ±     Blastogenic indexالقيم تمثل المعدل الى معامل الارومة 
  ( الاعمدة ) تدل على وجود فروقات معنوية بين التراكيز للمعاملة الواحدة . 

) في مرضى التھاب (BI ) في الاصحاءMTX)( BI) تركيز العقار 
 القولون التقرحي

BI) في مرضى (UC) (
 polypsالمتطور الٮظھور 

BI) في مرضى سرطان (
  القولون

  2.53±27.73  السيطرة
B            a 

26.05±1.82  
B           a 

34.93±5.98  
A            a 

28.63±4.56 
A           a 

  1.85±18.40  مايكروغم /مل 0.2
B           b 

19.16±1.53  
B           b 

27.14±5.2  
A           ab 

18.65±3.21  
B           b 

  2.04±17.01  مايكروغم/مل 0.5
B          bc 

17.19±1.42  
B           b 

24.08±3.54  
A           b 

14.50±1.5  
B           bc 

  1.90±16.18  مايكروغم/مل1
AB        bc 

13.66±1.25  
BC          c 

19.60±2.90  
A            bc 

10.43±1.3  
C           cd 

  1.40±12.28  مايكرومل/مل2
A          cd 

11.04±1.06  
AB         cd 

12.46±1.99  
A           cd 

6.86±0.85  
B           de 

  1.01±8.65  مايكروغم/مل4
A          de 

7.97±0.69  
A          de 

9.13±1.62  
A          cd 

6.72±0.94  
A          de 

  0.73±5.31  مايكروغم/مل8
A         e 

4.49±0.54  
A           e 

5.22±0.96  
A          d 

3.32±0.60  
A          e 
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  الاحرف الكبيرة المختلفة  بين المعاملات ( الصفوف ) تدل على وجود اختلافات معنوية بين المعاملات ( مجاميع المرضى )

نفسه وجود انخفاض معنوي في معامل الارومة مع زيادة التركيز في مجاميع المرضى ، بينما  يلاحظ من الجدول
نلاحظ زيادة في معامل الارومة في مرضى التھاب القولون التقرحي المزمن والمتطور الى ظھور السليلات الكاذبة  

رضى التھاب القولون التقرحي قياسا  بالمجاميع الاخرى ( الاصحاء ، ومرضى التھاب القولون التقرحي ، و م
  المتطور الى ظھور السليلات الكاذبة ، ومرضى سرطان القولون ) ، خصوصا في التراكيز الخمسة الاولى جدول

) .  ان تحول الخلايا اللمفاوية ھو مقياس لسلسلة التغييرات الشكلية والبيولوجية التي تطرأ على الخلايا اللمفاوية 1(
و المستضدات خلال اطوار الانقسام . اذ ان استجابة  الخلايـا  الـلمفـاويـة للمشـطر تعـتمد المتحسسة بالمشطرات ا

) الموجودة في الوسط ، وكذلك على نوع و B او ( T  عـلى طبيعـة ، و عدد الخلايا   الـلمفاوية التـائية  أو البائيـة (
لمشطرات والخلايا اللمفاوية يؤدي الى انتقال تركيز المشطر اذ وجد ان التفاعل بين المستضدات النوعية او ا

الاشارات الى داخل الخلية وتنشيط النواة التي في حالة سكون . لذا تستجيب للانقسام وغالبا ما ترافق ھذه الاستجابة 
 ريق قياس معامل الارومة  ـــويمكن الكشف عن ھذا النشاط عن ط  .  تغييرات شكلية تتحول فيھا الى ارومات اللمف

. ان مراحل الانقسام الخلوي تبدأ بطور السكون والذي يتمثل عادة بأرتباط  المستضد أو جزيئة المشطر عن  ] [ 5
) مع مستقبل موجود على سطح الخلية اللمفاوية  مؤديا الى تحفيز الانزيمات  المسؤولة    Ligandطريق ربط لجين (

عند   rest cellشكلية نتيجة تحول الخلايا الصغيرة الساكنة عن نشاط الخلية وفعالياتھا ولھذا تظھر التغييرات ال
تعرضھا للمشطر الى خلايا أرومية حيث يزداد حجم الخلايا اللمفاوية وينشط السايتوبلازم ويزداد عدد الفجوات 

ة الغشائية وتصبح النوية مرئية داخل النواة نتيجة تجمع بروتينات النواة . اما التغييرات البيولوجية بزيادة النفاذي
الذي يتميز  G1-phaseوزيادة  نسبة  تدفق الايونات  الموجبة الى داخل الخلايا وتدخل الخلايا في طور النمو الاول 

وأخيرا تدخـل    S-phaseوحركيات اللمف ثم تحول الخلايا الى طور  RNAبأنتاج البروتينات الضرورية للخلية و 
 .  ] 6   [الخيـطي الخـلايا المتحسسة الى طـور الانقسـام 

  )  MIتأثير عقار الميثوتركسيت في معدل معامل الانقسام الخلوي(  
درس تأثير العقار في معدل معامل  الانقسام الخلوي على عينات  دم مأخوذة من الاصحاء ، و من المرضى المصابين 

ن بالتھاب القولون التقرحي بالتھاب القولون التقرحي ومن المصابين بسرطان القولون ، ومن المرضى المصابي
) . استعملت تراكيز مختلفة من عقار  ( pseudopolypsالمزمن والمتحول الى ظھور السليلات الكاذبة 

مايكروغرام/مل  . اظھرت النتائج )  8،  4،  2،  1،  0.  5،  0. 2الميثوتركسيت ابتداء من التركيز صفر ثم ( 
بازدياد تركيز العقار في كل من الاصحاء والمرضى ، وكان الانخفاض  انخفاضا في معدل معامل الانقسام الخلوي

) في  MI. ففي خلايا السيطرة التي تمثل الاصحاء فقد كان ( P≤0.05 & P ≤0.01معنويا وعلى مستوى احتمالية 
 0. 5% ، وانخفض في تركيز 1. 96  مايكروغم / مل الى 0. 2%   ثم انخفض في التركيز  3.2التركيز صفر  ھو  
% ، اما في  التراكيز الاعلى من  0. 27كان   مايكروغرام / مل1%  ، وفي التركيز 1. 57مايكروغم/مل  الى 

) المعاملة بنفس التراكيز من  UCالعقار لم يلاحظ انقسام للخلايا . اما بالنسبه لمرضى التھاب القولون التقرحي(
 في التركيز  % 2. 58الى   MIتلاه انخفاض في معدل  %3. 84) في التركيز صفر  MIالعقار ، فقد كان معدل ( 

% ، واستمر الانخفاض الى 1.  57مايكروغم / مل  الى  0.  5مايكروغرام/مل ، ثم انخفض اكثر في التركيز  0. 2
 %  وكما موضح في  الجدول 0.06مايكروغرام /مل كان  4% ، ثم في تركيز  0.28 مايكروغرام/مل الى 2تركيز 

  ن ھذه النتائج نستنج وجود مقاومة الخلايا اللمفاوية المنماة الى عقار الميثوتركسيت قياسا بالاصحاء . ، م )2(
) نتيجة  polyps pseudoاما بالنسبة للمصابين الذين ظھر لديھم من خلال فحص الناظور وجود السليلات الكاذبة ( 

%  في  3. 8%  و اخذ بالتناقص الى   4. 86  في التركيز صفر كان MIللاصابة المزمنة ، فلوحظ  ان  معدل 
% في 1.13مايكروغم/مل والى 0.5%) و في تركيز2.  68مايكروغرام /مل والى ( 0. 2تركيز
مايكروغم/مل . لذا نلاحظ ان ھذه المجموعة ايضا لديھا مقاومة  2% في تركيز  0. 22مايكروغم/مل والى 1تركيز

  للعقار المستعمل .  
اوضح التحليل الاحصائي بالنسبة للاصحاء بوجود فروقات معنوية بين التركيز صفر ( السيطرة ) والتراكيز الاخرى 

)  . بينما لم يظھر التحليل الاحصائي أي فروقات معنوية بين 2المستعملة في الدراسة كما ھو موضح في جدول (
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ى التھاب القولون التقرحي المتطور لديھم المرض الى مايكروغم / مل . اما في مرض ) 8،  4،   2،  1 (التراكيز
وسرطان القولون فقد لوحظ وجود فروقات معنوية بين التركيز صفر    pseudopolypsظھور السليلات الكاذبة 

مايكروغم / مل  )  8،  4،  2والتراكيز الاخرى المستعملة في التجربة . بينما لم تظھر فروقات معنوية بين التراكيز ( 
ي المرضى المتطور لديھم الى ظھور السليلات الكاذبة . اما في سرطان القولون فلم تظھر فروقات معنوية بين ف

مايكروغم / مل  . اما في دراسة تاثير العقار فيما بين المجاميع التي تحت الفحص  ) 8،  4،  2، 1التراكيز العالية ة ( 
ومرضى   pseudopolypsى المتطور لديھم المرض الى ( الاصحاء ومرضى التھاب القولون التقرحي والمرض

(         سرطان القولون ) ، فقد اوضحت التحليلات الاحصائية بعدم وجود فروقات معنوية بين التركيز صفر
مايكروغم / مل  بين مجموعة الاصحاء و مرضى التھاب القولون التقرحي و  )1،  0.5،  0.2 (السيطرة ) والتراكيز
لات الكاذبة القولون . بينما وجدت فروقات معنوية في مجموعة المرضى المتطور الى ظھور السلا مرضى  سرطان

pseudopolyps   ) مايكروغم /  ) 8،  4،  2في التراكيز المذكورة اعلاه قياساً مع السيطرة . اما في التراكيز العالية
  ) .    2 ( مل فلم تظھر فروقات معنوية بين المجاميع كافة جدول

  وھذه النتائج تشير الى ان التراكيز العالية من الميثوتركسيت لھا تأثير سمي في الخلايا الدم  اللمفاوية  . 
  

  ) في مرضى التھاب القولون التقرحي  MI) في معامل الانقسام الخلوي( (MTXتأثير التراكيز عقار الميثوتركسيت :) 2جدول (
  السليلات الكاذبة وسرطان القولون قياسا  بالاصحاء والمرضى المتطور لديھم الى              

التركيز 
  مايكروغم/مل

  الاصحاء(السيطرة)
المرضى 
  UCالمصابين

المتطور UCمرضى 
  polypالى 

مرضى سرطان 
  القولون

0  3.2+0.29 
B      a  

3.84+0.22  
B      a  

4.86+0.37  
A      a  

3.63+0.46 
B          a 

0.2  1.96±0.16  
B           b 

2.58+0.17  
B           b  

3.8+0.30  
A         b  

2.31+0.19  
B           b 

0.5  1.57+0.17 
B    b 

1.57+0.17 
B    c 

�.68+0.39  
c        A 

1.61+0.32  
B          c 

1  0.27±0.08  
B               c 

0.55+0.14  
AB        d 

1.13+0.29  
A     d  

0.18±0.1  
d     B 

� 0+0  
A               c 

0.28+0.10  
A           de 

0±0  
A         d 

0.22±0.09  
A        e  

4  0+0  
A             c  

0.06±0.04  
A       e  

0±0  
A         d 

0±0  
A     e 

8  0+0  
 ِ◌A             c 

0+0  
A         e 

0±.0 
d    A 

0± 0 
A      e 

الخطأ القياسي . الحروف الصغيرة المختلفة تدل على  وجود فروقات معنوية بين التراكيز ± ام الخلوي القيم ثمثل المعدل لمعامل الانقس
   P≤0 .01 & P ≤ 0.05للمعاملة الواحدة وعلى مستوى احتمالية  

 P & 0.01 ≥ة  (الحروف الكبيرة المختلفة   تدل  على وجود فروقات معنوية بين المعاملات  ( مجاميع المرضى ) وعلى مستوى احتمالي
≤ 0.05  P . (  

  

  RI )    (Replicatve Indexتأثير عقار الميثوتركسيت في معامل التضاعف 
)  تأثير العقار في معدل معامل التضاعف في  مجاميع المرضى تحت الدراسة قياسا بالاصحاء . 3يوضح الجدول (

عف معنويا في كل من الاصحاء والمرضى ككل حيث  نلاحظ ان زيادة تركيز العقار تؤدي الى انخفاض معامل التضا
مايكروغم/مل الى  0.2، بينما انخفض في التركيز  2) في مجموعة الاصحاء   ( RI. اذ كان معدل معامل التضاعف 

. وھذا الانخفاض ھو   0. 9مايكروغم/مل الى  1وفي  التركيز  1. 76مايكروغم/مل الى   0. 5 وفي التركيز 1. 9
ير الى ان العقار له تأثير سمي في مجموعة السيطرة الموجبة اذ لم يظھر أي انقسام للخلايا في انخفاض معنوي يش
وكذلك  .مايكروغم/مل ، وھذا يدل على التأثير السمي للعقار في خلايا الدم اللمفاوية ) 8،  4، 2التراكيز العالية  ( 
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المتطور الى  UC) . بينما في مرضى  UCرحي (الحال مع مجاميع المرضى (سرطان القولون والتھاب القولون التق
مايكروغم/مل لم )  1و 0.5) . فنلاحظ ان تركيز عقار الميثوتركسيت (  ( pseudo-polypsظھور السليلات الكاذبة 

مايكروغم/مل  0.2يختلفا معنويا فيما بينھما قياسا بالتركيز صفر (السيطرة) . بينما اختلف معنويا عند التركيز  
الاصحاء (السيطرة الموجبة ) والمرضى (السيطرة السالبة) . كما يلاحظ من الجدول نفسه ان تأثير العقار ومجموعة 

مايكروغم/مل قد  0.2على معدل معامل التضاعف لم يختلف معنويا بين الاصحاء والمرضى  ماعدا في التركيز 
وبقية المجاميع الاخرى  (الاصحاء  pseudopolypsالمتطورالى السليلات الكاذبة  UCاختلف معنويا بين مجموعة 

مايكروغم/مل من عقار  الميثوتركسيت لم يلاحظ وجود )  1و 0.5 ( ) ، بينما في التركيزين UCوسرطان القولون و
أي تأثير معنوي في معامل التضاعف . نستنتج من ذلك  وجود تأثير سمي للتراكيز العالية للعقار على معدل معامل 

  ياسا بالاصحاء .التضاعف للمرضى ق
       

  لمرضى التھاب   replicative index ( RI)تأثير التراكيز المختلفة لعقار الميثوتركسيت  في معدل معامل التضاعف  :)  3جدول (
 ومرضى سرطان القولون قياسا بالاصحاء .  polyp  pseudoالمتطور الى  UCالقولون التقرحي  والمرضى من               

  ايكروغم/ملالتركيزم

معامل التضاعف 
  في الاصحاء

معامل التضاعف 
 UCفي مرضى

معامل التضاعف في 
المتطور  UCمرضى
 -pseudoالى 

polyps 

معامل التضاعف في 
  سرطان القولون

  bA bA   89 .1  0.  2  صفر
 

� .16 aA bA     9  .1 
bA 

0.2  9  .1        aA 92  .1  
aA 

99  .1  
AB 

94 . 1  
a B  

0.5  
  
  

.76 1  
bB 
 

. 82  1  
A 

2  
a        A 

bB          1.84 

1  . 9  0  
bC 

0.93  
c         A 

aB  . 7  1 bC   .7  0  
 

الخطأ القياسي . الحروف الصغيرة المختلفة تدل على وجود فروقات معنوية ضمن العمود الواحد بين ± القيم تمثل المعدلات لدورة الخلية 
  التراكيز للمعاملة الواحدة . 

   حروف الكبيرة المختلفة تدل على وجود فروقات معنوية ضمن الصف الواحد بين المعاملات للتركيز الواحدال
ومن الجدول يلاحظ وجود اختلافات معنوية بين التراكيز في  المعاملات المدروسة كافة ( الاصحاء والمرضى) ولا  

مايكروغرام/مل حيث لوحظ وجود  0.2ة تركيز توجد اختلافات بين المعاملات (الاصحاء والمرضى ) الا  في حال
  . اختلافات معنوية بين مجموعات المرضى

بروموديوكسي يوريدين  على التشخيص السريع و الواضح لعدد دورات -5تساعد التقنيات التطبيقية باستعمال  
اعف وسيلة للتحري عن التضاعف التي تمر بھا الخلية خلال الانقسام . وقد استعمل الباحثون  اختبار معامل التض

التأثيرات الضارة للمواد المختلفة في انقسام الخلية . اذ يستعمل كوسيلة لمعرفة امكانية المواد الكيميائية المدروسة 
على تثبيط حركية التضاعف للخلية وھذه تقاس بانخفاض النسبة المئوية  لعدد الخلايا في الانقسام الثالث ، وزيادة 

   .عدد الخلايا في الانقسام الاول  وقد لوحظ ذلك عند استعمال عقار الميثوتركسيت في ھذه الدراسة النسبة المئوية الى 
) لخلايا الدم اللمفاوية لمرضى  ( SCEsنتائج تأثير عقار الميثوتركسيت  في معدل التبادل الكروماتيدي الشقيقي   

  و سرطان القولون  pseudopolypsالمتطور الى  UC) و مرضى UC(  التھاب القولون التقرحي
) في الاصحاء لم يختلف معنويا عن معاملة السيطرة (SCEs) ان معدل  4توضح النتائج الموضحة في الجدول ( 

) على التوالي مقارنة مع SCEs   )5.66 ، 6.5مايكروغم/مل حيث كان معدل  0.5و 0.2  الموجبة عند التركيزين
  10.9مايكروغم/مل اذ ارتفع معدله الى   1باستثناء التركيز  UCرضى وھذا الشئ ينطبق على الم  5.45السيطرة 
مايكروغم/مل على التوالي . اما في  0.5و  0.2) عند التركيزين   8.82، 8.7في مجموعة السيطرة و( 7.47 ـقياسا ب

 )0.5، 0.2ين () عند التركيز10.49 ، 10.4مرضى سرطان القولون  فان معدل التبادل الكروماتيدي قد ارتفع الى (
في معاملة السيطرة . كما اختلف معنويا عند ھذين التركيزين عن معاملة  8.47مايكروغم/مل على التوالي قياسا  

قد ارتفع لديھم معدل   pseudo-polypsالمتطور لديھم المرض الى    UCالسيطرة . كما نلاحظ ايضا ان مرضى 
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SCEs)   0.2م/مل  ، وھذا الاختلاف كان  معنويا مع التركيز  مايكروغ 0.5عند التركيز   10.66) الى 
) على التوالي . كما لوحظ من  8.69 ، 8.81لديھما ( SCEsمايكروغم/مل ) ومعاملة السيطرة والتي كان معدل 

في مجاميع المرضى ومجموعة السيطرة قد اختلف معنويا على مستوى احتمالية  SCEsالجدول نفسه ان معدل 
P≤0.01 &P≤0.05  مايكروغم/مل نلاحظ ان معدل  0.2. بينما عند التركيزSCEs  في مرضى سرطان القولون قد

) ،  (pseudo-polypsاختلف معنويا عن مرضى التھاب القولون التقرحي ، و المرضى المتطور لديھم المرض الى 
 UC) و مرضى  UC(  ومجموعة الاصحاء المعاملة التركيز نفسه، بينما في مرضى التھاب القولون التقرحي

 SCEsلم يختلفا معنويا فيما بينھما ، اذ لوحظ ارتفاع معنوي في معدل  polyps pseudoالمتطور لديھم المرض الى 
في السيطرة ، بينما بلغ في مرضى التھاب  5.66في كل من مجاميع المرضى عند قياسه بالسيطرة . اذ بلغ معدله 

الى  pseudopolypsر لديھم المرض الى ظھور السليلات الكاذبة  المتطو UC، ومرضى   8.7القولون التقرحي 
) مما SCEs. وھذا يعني زيادة في تردد معدل التبادل الكروماتيدي الشقيقي ( 10.41، ومرضى السرطان   8.81

مايكروغم/مل  .  0.5يدل على حدوث طفرات على المستوى الكروموسومي والحالة نفسھا تنطبق على التركيز 
مايكروغم/مل من عقار الميثوتركسيت قد ادى الى  0.5و 0.2)  ان معاملة الخلايا بالتركيزين 4من الجدول ( نستنتج

. كما يستدل من النتائج ان معاملة الخلايا بتراكيز قليلة   DNAنتيجة زيادة التلف الحاصل في   SCEsزيادة تردد 
مما يعطي مؤشرا بأن ھذه التراكيز لھا قابلية تطفيرية قد من العقار لھا القدرة على استحثاث التبادل الكروماتيدي 

  SCEمايكروغم / مل في كل المجاميع  تحت الدراسة ، فلم يمكن قياس   1تحدث طفرات وراثية  . أما في التركيز 
ي مرحلة وذلك لأن عدد الخلايا المنقسمة قليل جدا نتيجة للتأثير السام للعقار، فضلاعن اغلبية  الخلايا المنقسمة ف

                   .الأنقسام الأول 
  ) في مرضى  التھاب  ( SCEsتأثير التراكيز المختلفة  لعقار الميثوتركسيت  في معدل التبادل الكروماتيدي الشقيقي   :)4جدول ( 

     pseudopolypsھور القولون التقرحي ، وسرطان القولون ، ومرضى التھاب القولون التقرحي المتطور الى ظ                 
  قياسا بالاصحاء                 

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

الخطأ القياسي . الاحرف الصغيرة تدل على وجود اختلافات معنوية ضمن العمود ± المعدلات للتبادل الكروما تيدي الشقيقي القيم تمثل 
   ( P≤0.05 )واحد (بين التراكيز ) ضمن المعاملة الواحدة على مستوى احتمالية ال

   .الاحرف الكبيرة المختلفة تدل على وجود اختلافات معنوية ضمن الصف الواحد للتركيز الواحد
    

عنوية كما اوضح التحليل الاحصائي في الاصحاء بعدم وجود فروقات معنوية بين التراكيز ، ولكن وجدت فروقات م
) بين مجاميع   SCEsلدى مجاميع المرضى ، اذ لوحظ ارتفاع معنوي في معدل التبادل الكروماتيدي الشقيقي (

  المرضى  .
)   SCEsمن التغييرات الوراثية الخلوية التي تحصل في الخلايا ، ھو حساب معدل التبادل الكروماتيدي الشقيقي (

ات والمسرطنات في الخلايا الحيوانية داخل وخارج جسم الحي . ان والذي يساعد في الكشف عن العديد من المطفر
 s   SCE. يتأثر تردد DNAفي الخلايا المختلفة من الوسائل الحساسة للكشف عن التلف الحاصل في  s  SCEتعداد 

لعامل المؤثر . وھذه التغييرات ربما لاترتبط بفعل ا SCEsبالمواد التي تؤثر في دورة الخلية ، منتجة تغير في تردد 
وتثبيط  SCEs. كما ان تحفيز حدوث طريق تغيير في مدة تضاعف الخلية في المادة الوراثية نفسھا ولكن عن 

فعلا تطفيريا    SCEs. وھذا يبين ان لزيادة قيم  تضاعف الخلية عمليتان تحدثان بشكل مستقل احدھما عن الاخر

  التركيز
 s SCEمعدل

  في الاصحاء
في  SCEsمعدل

 UCمرضى 

في SCEs  معدل 
مرضى سسرطانٮى  
  سرطان القولون

SCE في ◌ٍ
 UCمرضى

 polypالمتطور الى 

  صفر
5.45±0.45  

a   B 
7.47±0.31  

b  AB 
8.47±0.56  

b  A 
8.69±0.79  

b   A 

0.2  
5.66±0.36  

a C 
8.7±0.4  

b   B 
10.41±0.88  

a  A 
8.81±0.61  

b  B 

0.5  
6.56±0.51  

a  C 

8.82±0.61  
b B 

10.49±1.44  
a   A 

10.66±0.42  
a  A 
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) ، C )MMC- المايتومايسين مثل SCEsاستھا حول تأثيرھا في زيادة واضحا . ھناك العديد من المواد الكيميائية تم در
    SCEsتبرت ھذه المواد محفزات فعالة لظاھرة ـــــ، اذ اع caffeine، و  B1و السايكلوفوسفومايد ، وكذلك الافلاتوكسين 

 فضلا عن ذلك يمكن اعتبار فحص   وھذا يفسر النتائج التي حصل عليھا بھذه الدراسة عند استعمالنا عقار الميثوتركسيت  ] [7
 Two double helices ofالتبادل الكروماتيدي الشقيقي  ھو مقياس اخر من مقاييس التحليلات الوراثية الخلوية ويمثل كسر في 

DNA  . ان اعادة الالتحام تحدث بشكل غير دقيق نتيجة فشل نظام الاصلاح في الدنا  ثم يعاد التحامھا في مواقع جديدةDNA 
) ونتيجة لذلك فقد يحصل  miss-pairingوان ذلك قد يسبب تحورا  في الشفرات الوراثية أي انه يسبب التزاوج الخاطئ للقواعد (

حذف أو حشر لقواعد جديدة مما يؤدي الى حدوث طفرة ويكشف عن التبادل الكروماتيدي الشقيقي بوصفھا مواقع تبادلية للمناطق 
. وتعد ھذه الظاھرة مؤشرا حساسا يمكن بوساطته  BrdUrd-5ت الخلوية المتضاعفة بوجود   شديدة التصبغ في الكروموسوما

) ان ھناك  4تقدير مدى التطفير الحاصل والتسرطن في الانظمة المختبرية .  وقد بينت نتائج الدراسة كما موضح في جدول (
لمصابين ( العينات غير المعاملة بالعقار )   وقد يكون في عينات السيطرة للمرضى ا SCEs للـ ارتفاعا في المعدلات التلقائية

له علاقة بشدة المرض . ان الالية التي حصلت بھا قابلية الخلايا على النمو في التراكيز المذكورة في  SCEsارتفاع معدلات 
اومة تنشأ نتيجة حصول الدراسة توضح المقاومة للعقار ، حيث اشارت الدراسات التي اجريت على خطوط لخلايا لبونة أن المق

. وتبين وجود استبدال  DHFR ) (dihydrofolate reductase  ] [ 8طفرة في موقع الجين لانزيم الداي ھايروفوليت 
لحامض اميني في موقع البروتين ونتيجة لذلك يحصل زيادة في فعالية الانزيم تؤدي الى المقاومة . كما ان وجود البروتينات 

التي لھا قابلية الارتباط  مع العقار ومن ثم تمنع دخوله الى داخل الخلية . ھناك الية اخرى   p-Glycoproteinالجدارية المسماة 
وھي تضخيم الجين وتعد من الاليات الاساسية للمقاومة وھذا يعني زيادة نسخ الجين في الخلية الواحدة ، وتبعا لذلك يزداد ناتج 

عينة . وقد لوحظ ان الخلايا المقاومة غالبا ما تكون موجودة في التراكيز الواطئة قياسا الجين المسؤول عن اظھار صفة او وظيفة م
. ان التراكيز العالية ھي تراكيز قاتلة في حين ان التراكيز الواطئة يمكن ان تستحث الطفرة في  ]9 [ بالتراكيز العالية

في دراسته   ]11 [انت ھذه النتائج متوافقة مع  . ك ] 10 [الخلايا المنماة في الوسط الزرعي الحاوي على العقار  
وكذلك  مع    .  ]12ى سرطان المعدة [ ــان القولون  وعلى مرضـــــــالوراثية الخلوية والانزيمية على مرضى سرط

 على خطوط خلايا ] [14  في دراسته على الخلايا اللمفاوية لمريضات سرطان الثدي  وكذلك لدراسة تمت من قبل   ]13 [
  .            قولونية ورمية حيث اظھرت الدراسة ان الخلايا المقاومة تنمو في التراكيزالقليلة للعقار

ان فحص التبادل الكروماتيدي يعد اكثر حساسية من فحص  النوى الصغيرة والانحرافات  الكروموسومية  في تحديد  
ي  ومن ثم  يزيد من معدل التبادل  الكروماتيدي الاضرار  الوراثية  نتيجة  حدوث ضرر في جزيئة الحامض  النوو

  . ] 15 [الشقيقي  
نستنتج من ھذه الدراسة أھمية أستعمال ھذه المقاييس في  دراسة تطور المرض في الحالات المزمنة ومدى استجابة 

  .الخلايا المصابة بالآلتھاب للعقارات المستعملة 
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