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  الحمد � الذي له العزة والجبروت 

لنعمه التي انعم بها  ةوشاكرً  ةلايسعني وانا انهي جهدي هذا الا ان اقف بين يدي الله متضرع

  اليه بالشكر والحمد اعترافاً وطلبا للقبول انه نعم المولى ونعم النصير .  ةعلي متوجهً 

والاحترام الى استاذتي  الشكر والتقديرويلزمني واجب العرفان والامتنان ان اتقدم بوافر   

الدكتورة وفاق جبوري البازي لاقتراحها موضوع الرسالة ولاشرافها ومتابعتها العلمية االفاضلة 

 يطيب لي أن أتقدم بوافرو لي طيلة مدة الدراسة ونصائحها الراقية الدؤوبة ورعايتها الكريمة

المشرف الاستشاري للجانب الوراثي في  حسين علوان روضانشكري وتقديري الى الدكتور 

      البحث.

تاحتها الفرصة لأكمال دراستي لإأود أن أتقدم ببالغ شكري وتقديري الى رئاسة جامعة  كربلاء 

   .الصرفة ورئاسة قسم علوم الحياة  و شكري وتقديري الى عمادة كلية التربية للعلوم

اتقدم بخالص شكري وامتناني الى الاخ اركان عدنان السعيدي من قسم العمليات والدكتور  و   

في مدينة  و محمد مهدي هادي  ونبيل  ابراهيم خليل  من مختبر التقطيع النسيجي جبار نزار

واود ان اشكر  وكذلك الشكر والتقدير للدكتور حسن حاكم من جامعة القادسية  الحسين الطبية

الله العلي القدير الموفقية للجميع واسال , ◌ِ    للتعاون وزملائي من طلبة الدراسات العليا زميلاتي

.  
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                                                                Summaryالخلاص��ة 

                         

ستروجين النباتي للا   ED50تأثير الجرعة المؤثرة معرفةاجريت هذه الدراسة ل       

phytoestrogen) (   خلايا بانية  فعالية من حبوب الفاصولياء البيضاء الجافة على المستخلص

في اناث الارانب والوراثية  من خلال دراسة بعض المعاييرالوظيفية Osteoblast العظم

واعتبرت العينة داخل  بازالة المبايض الثنائي Osteoporosisهشاشة العظام المستحث فيها

 خارج الجسم )وبعض المعايير الوراثية في الوسط الزرعي لخلايا بانية العظم in vivoالجسم(

)in vitro (.  

 بعد استخلاص الاستروجين النباتي من الفاصوليا البيضاء ،ثم استخراج الجرعة المؤثرة 

ED50  صممت تجربة لايجاد الجرعة المؤثرة .ED50  للاستروجين النباتي وذلك با لتوزيع

/ مجموعة) حقنت المجموعة الاولى  8مجاميع ( ستةمن اناث الارانب الى  48العشوائي ل

 0.07) فيما حقنت عضليا المجموعة الثانية  G1بالمحلول الملحي واستخدمت مجموعة سيطرة (

 mg/kg 0.2) والرابعة  G3(mg/kg 0.1) والثالثة  G2ملغم / كغم من الاستروجين النباتي (

)(G4  0.5والخامسة mg/kg )G5  والسادسة(0.7 mg/kg )G6  ولمدة اربعة ) يوميا

 Totalالكولسترول الكلي  (اسابيع.بعدها تم قياس بعض المعايير الوظيفية مثل 

Cholesterol(TC) الشحوم البروتينية عالية الكثافة وHigh lipoprotein density(HDL)  

  . mg/kg 0.2وحددت الجرعة المؤثرة وكانت  ,

/ مجموعة ) تركت المجموعة  8من اناث الارانب ( 32قسمت عشوائيا  لثةاما بالنسبة للتجربة الثا

)وحقنت المجموعة  G2) وازيلت المبايض للمجموعة الثانية ( (G1الاولى مجموعة سيطرة 

)وعولجت  G3من الاستروجين النباتي بدون ازالة المبايض لها ( mg/kg 0.2الثالثة ب

  ). G4المجموعة الرابعة بالجرعة المؤثرة بعد ازالة المبايض (

  -وبعد اجراء بعض المعايير الوظيفية لوحظت النتائج التالية:

 (P<0.05)في مجموعة الحيوانات مزالة المبايض ولمدة ستة اشهر لوحظ انخفاضا معنويا  1-

   الكلوتاثيون المختزل ومستوى  Estrogen(E)في مستوى هرمون الاستروجين 

Glutathion(GSH)  والفسفورP )(Phosphour  دم بينما لوحظ زيادة معنوية في مصل ال

(P<0.05)  في مستوى هرمون المحفز للجريبات Follicle- stimulating 

hormones)(FSHوLH ومستوى MDA تركيز الكالسيوم  ومستوىCa  ومستوى فعالية

Alkaline Phosphate (ALP).بالمقارنة مع باقي المجاميع  
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) لوحظ زيادة  G4مجموعة الحيوانات مزالة المبايض وعولجت بعد مرور ستة اشهر ( 2-

في  (P<0.05)و انخفاضا معنويا  pو  GSHو Eفي مستوى الاستروجين     (P<0.05) معنوية

FSH وLH وMDAوCaوALP  بالمقارنة مع مجموعة مزالة المبايضG2 .  

لوحظ زيادة معنوية  فقد  G3بايض مجموعة الحيوانات التي عوملت دون ازالة الم 3-

(P<0.05)   في مستوىE وGSH  وp  وانخفاضا معنويا،(P<0.05)  فيMDA وCa 

  .G4ومجموعة  G2،بالمقارنة مع مجموعة الحيوانات مزالة المبايض  ALPو

بالنسبة للدراسة النسيجية لوحظ تدهور في النسيج العظمي بزيادة الفراغات في متن النسيج  4-

العظمي وتطاول في قنوات فولكمان واما بالنسبة لنسيج الرحم تفكك للطبقات الداخلية للرحم وقلة 

في التغذية الرحمية واختزال في الغدد الرحمية بمجموعة الاناث مزالة المبايض .وعند حقن 

  الجرعة المؤثرة للاستروجين النباتي لوحظ قلة في تدهور النسيج العظمي والرحم.

في المادة الوراثية لجينات الفايبرونكتين في التعبير الجيني بالاضافة الى دراسة التغيرات 

Fibronectin  والكولاجين نوع I  Collagen type والمستقبلReceptor for activation 

of nuclear factor kappa B (RANK) الزراعة النسيجية   ب الوسط الزرعي في )in 

vitro ( في داخل جسم الكائن الحي كذلك و خارج الجسم)in vivo . في الخلية العظمية (  

 Collagen type Iاظهرت نتائج الدراسة الوراثية للتعبير الجيني العالي الواضح لجينات  5-

لمجموعة الحيوانات مزالة المبايض والمعالجة والتي حقنت دون  Fibronectin والفايبرونكتين 

 Receptor for activationازالة المبايض . بنما لم تظهر النتائج فروق معنوية لجينات مستقبل 

of nuclear factor kappa B (RANK)  .  

العظم بعد المعاملة اما بالنسبة للجزء الثاني من الدراسة والمتضمن دراسة الفعالية الحيوية لخلايا 

،تم تقدير تركيز الاستروجين المؤثر  على الوسط الزرعي لخلايا بانية العظم بالاستروجين النباتي

 ) 400,200,100,50,25,12.5(خلية العظمية وباستخدام تراكيز تصاعديةالعلى حيوية 

الاكثر فعالية مايكروغرام هو  50وجد تركيز ساعة . 72، 48، 24ولمدة  .مل /مايكروغرام 

نت الاكثر فعالية في تنشيط امايكروغرام ك 25بينت الدراسة ان تاثير جرعة  واقل سمية . ولكن

.اما بالنسبة لدراسة تأثير الاستروجين النباتي على فعالية الجينات جينات انتاج الكولاجين 

الجينات  وهين الكولاجين والفايبرونكتين لوحظ زيادة لنشاط الخلايا العظمية وهي الكولاجي

بناء بروتينات   عض الجينات المسؤلة عنبوكذلك المسؤلة عن بناء المادة البينية للنسيج العظمي 

 ههذوان  Fibronectin غشاء الخلية التى تعمل على التصاق الخلايا العظمية بالمادة البينية 

  ا .الجينات تقلل من عملية الموت المبرمج للخلاي

للاستروجين النباتي    ED50الجرعة المؤثرةنستنتج من الدراسة الحالية ان 

phytoestrogen) (   من حبوب الفاصولياء البيضاء الجافة له تأثير ايجابي على  المستخلص

  ). in vitro) وخاصة خلايا بانية العظم ( in vivoالنسيج العظمي (
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  Introduction المقدمة

يص��يب الانس��ان لس��نوات  اص��امت امرض��)  (osteoporosisم��رض هشاش��ة العظ��ام  يع��د      

 ال��ى ال��ذي ي��ؤدي  bone massم��ن دون الكش��ف عن��ه , وه��و ال��نقص ف��ي كتل��ة العظ��م  متع��ددة

 )(Gass and Dawson ,2006ي ف��ي منطق��ة ال��ورك  والعم��ود الفق��ر خاص��ةه س��هولة كس��ر

ملي��ون ش��خص ف��ي الولاي��ات  25ينتش��ر  م��رض هشاش��ة العظ��ام ف��ي الع��الم اذ يص��اب ح��والي ،

  .    المتحدة الامريكية

ان الس����بب ال����رئيس لم����رض هشاش����ة العظ����ام ه����و اخ����تلال الموازن����ة ب����ين وظيف����ة         

 ) Osteoclasts (للعظ�����م لهادم�����ةوالخلاي�����ا  ا  )  Osteoblasts(الخلاي�����ا الباني�����ة للعظ�����م 

نتيج���ة لعوام���ل كثي���رة منه���ا س���ن الي���اس الطبيع���ي والجراح���ي وال���ذي ي���ؤدي ال���ى انخف���اض 

ف���ي ترس���ب المع���ادن ف���ي النس���يج  لم���ا ل���ه م���ن دوا مهم���ا  الأس���تروجينمس���توى هرم���ون  

 )bone mineralizatio     )Yung et al .2001;Poh et al .2012العظم��ي   

وم���ن الاس���باب الاخ���رى ه���ي تن���اول  بع���ض الادوي���ة لع���لاج الته���اب المفاص���ل والمض���ادة 

وعنص����ر    Dللحموض����ة والادوي����ة المض����ادة للص����رع , وك����ذلك  بس����بب نق����ص فيت����امين 

الكالس���يوم ف���ي الطع���ام وقل���ة التع���رض للاش���عة ف���وق البنفس���جية  وك���ذلك الاص���ابة بم���رض 

   الفشل الكلوي المزمن وزيادة فعالية الغدة جنب الدرقية

 Nada 2010) ;Al-Sowyan Meryr et al.  2006( ،  ان القش���رانيات ت���ؤثر

لخلاي���ا  ) (apoptosisالمب���رمج الم���وت  عل���ى تك���وين العظ���م م���ن خ���لال تنش���يط عملي���ة 

باني����ة العظ����م او الخل����ل ف����ي عم����ل بع����ض العوام����ل المهم����ة لاع����ادة نم����و العظ����م مث����ل ال 

osteoprogestins)   والinsulin like growth ( )Pennisi et al.,2006  (

ثب����يط امتص����اص الكالس����يوم وت (Adsorption)دمص����اص الا          وك����ذلك تنش����ط عملي����ة

  . ) Abu et al. ,2000; Boling EP.,2004(  اء من الامع

 السستس����ين المس����ماة الح����امض الامين����ي تش����ير دراس����ة ال����ى ان  زي����ادة مس����توى         

hyperhomocystenemia     ل��ه علاق��ة م��ع  انخف��اض كتل��ة العظ��م(low bone mass) 

LBM)   نتيجة لتدهور بناء الياف الكولاجين (collagen     وكذلك  الخلل الحاصل في ان��زيم

lysyl oxidase  (  Meryl et al.,2009)  دراسة اخرى الى ع��دم وج��ود مث��ل اشارت بينما

  .) (Brustelin et al. , 2010تلك العلاقة 
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  ) Karasik et al., 2003(ان للعوامل الوراثية دور كبير في الاصابة بمرض الهشاشة       

 vitamin Dعل��ى نح��و واس��ع ه��ي مس��تقبل فيت��امين وم��ن الجين��ات المرش��حة والمدروس��ة 

receptor(VDR)  ومس��تقبل الف��ا للاس��تروجين)estrogen receptor alpha (ER-α  

تاثير معنوي للمتغايرات لكل   لها, collagen type I (COL 1A1)وكولاجين النوع الاول 

هن��اك و  ،)BMD.) Liu et al .,2002  ;Duncan et al.,2003موق��ع عل��ى كتل��ة العظ��م 

هي الع��لاج العديد من الطرق التي اثبتت كفائتها في معالجة هشاشة العظام من اهم تلك الطرق 

الت��ي تث��بط عم��ل الخلي��ة   bisphosphonateال تن��اول )   وKoh et al ,2006الهرم��وني (

   Fosamaxالذي ينشط بناء العظم مثل ال    aminobisphosphonateة للعظم  وال ضالناق

    . وعنصر الكالسيوم او الفلورايد  Dفيتامين  تناولو   alendronate sodiumوال    

الش��اي الاخض��ر كع��لاج لم��رض هشاش��ة اش��ارت اح��دى الدراس��ات ال��ى ان اس��تخدام كم��ا        

                                        االعظ��������ام المس��������تحث تجريبي��������ا ف��������ي الفئ��������ران الم��������زال ل��������ديهن المب��������ايض جراحي��������

(Yung & Samuel,2001) وهي  وفي دراسة اخرى استخلصت عشبة مائيةCistanches 

  Herba Aqueous Extract  العظ��م ت��دهور كتل��ةو درس تأثيره��ا عل��ى bone loss  ف��ي

  . (Haidong et al.,2011) الفئران مزاله المبايض جراحيا

الطبيعي��ة ال��ذي  النباتي��ة م��ن المركب��ات Phytoestrogen) الاس��تروجين النب��اتي( يعتب��ر        

,و ال��ذي يعتب��ر اح��د المركب��ات    estrogenic and/or anti estrogenicيتمي��ز بفعالي��ة 

  estrogenicالفينولي��ه متغ��ايرة الحلق��ات الت��ي تحم��ل تركي��ب مش��ابه للس��تيرويد الأس��تروجيني

  steroid   مقوم��ات وه��و م��ن ال .بسبب احتواءه على مجموعة الهيدروكسيل والحلق��ة الفينولي��ة

في بعض المصادر الغذائي��ة يكثر وجود هذه المركبات  الأساسية لكثير من المواد الغذائية حيث

وف��ول الص��ويا وغيره��ا م��ن الحب��وب   غالفاص��وليا والكرن��ب الص��غير والملف��وف والس��بان مث��ل

)Poh et al 2012  Walker et al.,2001.( ةمفي��د الاس��تروجينات النباتي��ة مركب��اتان 

دور في الحماية ضد بعض الامراض المعتمدة على الهرمونات والتي  افي البالغين وله ةومؤثر

 تتضمن س��رطان الثدي,البروس��تات,القولون,المعدة والرئ��ة وك��ذلك اع��راض م��ا بع��د س��ن الي��أس 

   ).Tang et al., 2005; Vanned et al.,2008(وهشاشة العظام 
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الاص��ابة ب��ه لاس��باب متع��ددة م��ن اهمه��ا س��ن ونظ��را لاهمي��ة هشاش��ة العظ��ام  ولزي��ادة نس��ب 

العلاج���ات ت���اثيرات جانبي���ة خط���رة  هالي���اس  ولكث���رة تع���اطي العلاج���ات الهرموني���ة وم���ا  له���ذ

معرف����ة ت���أثير الجرع����ة الم���ؤثرة الوس����طى للاس����تروجين الدراس����ة  اس���تهدفتعل���ى الص����حة 

م���ن خ���لال النب���اتي المس���تخلص م���ن الفاص���وليا ف���ي الفاعلي���ة الحيوي���ة للخلاي���ا باني���ة العظ���م 

  لمعالجة هشاشة  العظام  الجينات المسؤولة
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 Literature Reviewاستعراض المراجع 

  White beenالفاصوليا البيضاء  1-2

الفاصوليا البيضاء هي الاسم الشائع لبذور نبات كبير متنوع الاجناس من فصيلة البقوليات          

) ولها شكل كلوي ومنها البيضاء والحمراء والسوداء Leguminosaeفصيلة القرنيات (–

) وتشير Phasedus Vulgarisوغيرها وكلها تنتمي لنوعية نباتية واحدة والاسم العلمي لها (

  "مصادر التغذية ان البيرو في امريكا الجنوبية هي الموطن الاصلي للفاصولياء عموما ومنها

نوعان مختلفان من النباتات وتجتمع كل من الفاصوليا  فهمابيا هنالك فرق بين الفاصوليا واللو 

التابعة  Fabaceaeوالعدس والترمس والفول كلها من فصيلة واحدة القرنيات  البزالياواللوبيا و

بينما تنتمي الفاصوليا الى  Vignaوتنتمي اللوبيا لجنس  Dicotyedonsلصنف ثنائية الفلقة 

  . )Phaseolus )United Nations ,FAO. 1994جنس 

وللفاصوليا فوائد علاجية كبيرة حيث تساعد على تنشيط ضربات القلب وتستعمل في معالجة        

التهابات المفاصل والروماتيزم وكذلك فوائدها في منع تاكسد الدهون بالدم وتعمل على خفض 

لى وهي منشطة للطاقة الكولسترول بالدم وذلك لانها غنية بالالياف الذائبة وفي معالجة امراض الك

  . )Danil and Marria  2000; Laura ,N. 2006الجنسية وغيرها (

  

   Phytoestrogenالاستروجين النباتي  2-2

ستروجين النباتي هو عبارة عن مجموعة مواد نباتية فعالة بيولوجيا مع تركيب كيميائي الا        

وله القدرة على الارتباط مع مستقبل الاستروجين في  Estradiol للاسترويدات الحيوانية مشابه

  .)Kuiper ,1998; FAD .1999مختلف الخلايا (

وهي مجموعة متنوعة وطبيعية  تعمل الاستروجينات النباتية كعمل الهرمون الانثوي          

التاثير الاستروجيني  لذلك تسبب) β- estradiol-17الاستراديول ( تشابهتظهر تراكيب 

)Mascie and Gllian  2000;yildiz  ,2005 (.  

منها فول   Phytoestrogenمن الاطعمة معروفة باحتوائها على الاستروجين النباتي  كثيراان 

                الفاصوليا وغيرها ا والبطاط و القمحو منتجات الصويا وبذور السمسموالصويا 

)Chadwik et  al. ,2004 (.  
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  والبانية للعظم الاستروجين النباتي بمستقبلات الاستروجين نوع الفا في خلايا الناقضةيرتبط 

  Estrogen Receptorالارتباط بمستقبلات الاستروجين ( علىالاستروجين النباتي  عمليحيث 

 (ER) ( كل من   سجل فقد )Oursler  et al. ,1993;Hoyland et al .,1997( فعالية  وجود

  .لعظام الجرذان  للخلايا المختبرية بالزراعة النسيجية هممن خلال دراست  مستقبلاتهذه الل

 ER-β) مستقبل جديد للاستروجين وهو بيتا  Mosselman et al .,1996اكتشف (و        

 , Spleenالطحال  , Thymusفي الزعترية  وينشط الجين المسؤول عن هذا المستقبل

  .Osteoblastوكذلك في الخلايا البانية العظم   , Testisالخصى Ovaryالمبيض

انه  و )   Arts  et al. , 1997; Gibbs ,2000  Onoe et al. ,1997;( ابحاثعدة وبينت 

النسيجية لمقاطع من عظام الجرذان وكذلك من عظام  الزراعةمن خلال دراسة عن طريق 

ازدياد تمايز خلايا بانية  وأيضا ER-βالانسان لوحظ زيادة في مستقبلات نوع بيتا للاستروجين 

من الفته لمستقبلات  يكون اكثر ER-βالفة الاستروجين لمستقبلات بيتا  وان Osteoblastالعظم 

  . ER-α الفا

تأثيرات جانبية ضارة كثيرة ويسبب  االعلاج البديل بالاستروجين الصناعي يكون ذ ان        

                                 مشاكل كبيرة وامراض متعددة حيث يزيد من سرطان الرحم وسرطان الثدي

); Messina et al. ,1997; Turner and Glass , 2007 Hammond ,1994 ،( بينما

                                                   الدراساتاوضحت  اذللاستروجين النباتي فوائد متعددة 

)Ingram et al .,1997;Lethaby et al .,2007( للتخفيف من الاعراض المتلازمة  فائدته

للاستروجين النباتي فوائد اخرى فضلا  ،(Hot Flashes)لسن الياس ومن اهمها الهبات الساخنة 

 Antioxidantيعتبر الاستروجين النباتي من مضادات الاكسدة اذ عن اهميته في بناء العظم 

فيات الاصابة بسرطان الوقائي للاستروجين النباتي في التقليل من و لتأثيرلوتشير الدراسات 

الدور الوقائي و  Delemos ,2001;Messina et al. ,2008;Shuxo et al.,2009)( الثدي

) وامراض Cardiovascular diseases   )Aldercreut ,2002ضد امراض القلب الوعائية 

والدور الوقائي لمرض هشاشة العظام   (Zhao and  Mu,2011)النسيج العصبي 

Osteoprosis );Yildiz ,2005 Pie et al. ,2000(.  
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النباتي الذي يحسن وظائف الذاكرة ووظائف  الابحاث فائدة العلاج بالاستروجين سجلت كما

سن  في علاج اضطرابات تأثيرهوكذلك    Gibbs,2000)الدماغ في الجرذان مزالة المبايض (

  .)Resncik et al.  ,1997النساء ( اليأس عند

يزيد من خطر تطور  اذاثار جانبية متعددة  هل االعلاج البديل في سن الياس والذي يكون صناعي ان

يزداد وزن الرحم  اذعلى الرحم  تأثيره وكذلك ،)Gibbs ,2000سرطان الرحم وسرطان الثدي (

                          المبايض ةمزالمقارنة بمجموعة السيطرة حسب دراسة اجريت على الجرذان 

 Pandeny et al. ,2010)  ذلك السمنة في ودورة الوقائي ضد مرض السكري وك تأثيرهوايضا

  الحيوانات والانسان   

  

     )Ranich  et al. ,2001;Velasquez and Bhathena ,2001(.  

ان يؤخذ  فيجب بعوامل منها الفترة الزمنية للعلاج يتأثرالاستروجين النباتي بالجسم  عمل ان      

  .);Patisaulh ,2005 Clarkson ,2000النساء (في الحالة الهرمونية ولبدء بسن الياس اقبل 

مرتبط الالشكل غير  Glyconesالاول   :بالغذاء ويكون الاستروجين النباتي بشكلين كيميائيين

الرئيس هو  ئيالسكر والمصدر الغذا ةالمرتبط بجزيئGlycosid السكر والثاني  ةبجزيئ

Glucosid جيا (ولووالذي يكون فعال بايRowland et al ,2003;Atkinson etal. ,2005 (  

  

       Bone Cellsخلايا العظم  3-2

ان عملية اعاده بناء وترميم و  )connective tissues (الرابطة احد الانسجةالعظم هو       

اصلاح الاجزاء الدقيقة المحيطة من العظم  للعظم والتي بامكانها تعتبر جحالة صحيةالعظم 

وابدالها بخلايا جديدة ، وان هذه العملية الخلوية تتضمن فعاليات مختلفة لخلايا ناقضة للعظم 

Osteoclast )bone resorbing cells والخلايا البانية للعظم (Osteoblast  والتي تكون

  ).bone multicellular unit )Hofbauer et al., 2000وحدة العظم متعددة الخلايا 

 hematopoiticخلايا ناقضة العظم وهي خلايا متعددة الانوية مشتقة من الخلايا الجذعية  ان    

stem cells  داخلي للعظم ويكون الغلاف السطح الوالتي تكون داخل حفر وتجاويف على

 Clear Zone, Ruffled الطبقة الواضحة والطبقة المتهيجةهما  من منطقتينمتكون البلازمي 

border`  )Suda et al. ,1992(. نشاط الخلية الناقضة للعظميعتمد osteoclast  على تحرير

وتنتج الانزيمات    Matrixللعظم   Tartrate –Resistant acid phosphate (TRAP)مادة 

  ) .Dolores ,2010الحالة (
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مستقبل البروتينات  تنظم كتلة العظم وتتضمن جيناتمن العوامل الوراثية التي كثير توجد        

 -Selerotin(SOST),Low-density Lipoprotein Receptor الدهنية واطئة الكثافة

related Protein5 (LRP5), Osteoprotegrin (OPG)ومنشط  مستقبل الاستروجينو

-Oestrogen receptor 1 and receptor activator of NF مستقبل الاستروجين

KB(RANK) ( Ralston,2010)                                                   .          

 estrogenعوامل الوراثة التي تتوسط فعالية ونشاط خلية ناقضة العظم هي الن اهم مو      

receptor activator of NF –KB ، Osteoprotegrin(OPG)  )وRANKL  المرتبط (

) واحد من اهم واغلب العوامل التي تتوسط نشاط خلية بانية العظم LRP5بينما يكون (

Osteoblast )Glass et al. ,2005;Robling et al. ,2008. (  

بواسطة الخط الخلوي لبانية العظم  RANKLانتاج   حفز عملية ادمصاص العظم من خلالي      

معقد المسار الخلوي المتضمن  ينشط من انتاج RANKالى مستقبله  RANKLان ارتباط و

 وان)Robling et al. ,2008جينات الخلايا الناقضة العظم ( يحث انتاج الذيو NF-KBعامل 

OPG  يمنع ارتباطRANKL  الىRANK ) وهناك بروتينات تسمىwnts تنشط مسار ال (

)LRP5العظم وهناك مختلف المثبطات لإشارات  ) الذي يحفز تكوين العظم ويثبط ادمصاص

)LRP5) التي شخصت متضمنة (SOST (Sclerortin   الذي ينتج من قبل الخلايا العظمية

osteocyte   الهيكل العظمي في ويكون عمله كوسيط للتأثير  الميكانيكي                  

)Keams et al. ,2008. (  

 normalتكون عامل كمفتاح في تنظيم تحويل العظم الطبيعي  RANKLالى  OPGنسبة  

bone turnover )وكتلة العظم الى المرونة فتكون عدد من الهرمونات  وعوامل النموTGF-B 

, IGF-1 , BMP2)1) السايتوكيناتL-1  ,  ,1L-6 ( prostaglandins E2 , TNFa  

  Bone Turnoverالعظم ) وكذلك تحول OPG/RANKLوالادوية تحث التعبير الجيني(

);Khosla et al. ,1994; كذلك فان عدم التوازن في اعادة بناء وترميم العظم .(bone 

remodeling في سن الياس هو حاصل في نقص الاستروجين  )Cumming et al. ,1998 ،(

مما  العمر وبتقدم  في مصل الدم للرجال testosteroneينخفض مستوى هرمون التستيستيرون و

  ).Greendale et al ,1997(      يؤدي الى فقدان في كتلة العظم

وهي المسؤولة عن انتاج المادة الاساس  Osteoblastمن الخلايا الاخرى للعظم هي بانية للعظم  

  وان هذه الخلايا تقع على السطح الخارجي للعظم وتكون متمايزة ومكعبة الشكل  matrixللعظم 
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وكذلك تفرز  Collagen type I وهي تفرز بروتينات كولاجينية مثل الكولاجين نوع       

  .) Sandbery ,1991;Mastuo and Ine ,2008بروتينات غير كولاجينية (

  وتكون الخلايا بانية العظم الناضجة  هي المسؤولة عن افراز العديد من العوامل منها    

)Alkaline Phosphate (ALP)  , Osteocalcin , Fibronectin , Collagenase ،(

) في مصل الدم تعتبر كدلالات قياسية  ALP)  ,  Osteocalcinووجود هذه العوامل خصوصا 

  ) .Bianco et al. ,1993لتكوين العظم (

تعطي صلابة للمادة تفرز المادة بين الخلوية التي  Osteoblastان الخلايا البانية العظم      

اي شديدة  Osteoidوعندها تدعى المادة الاساس كثافة العظم للمعادن الاساس حيث تزيد من 

المعادن وهنالك الكثير من المستقبلات منها الهرمونات والسايتوكينات  في محتواها من الصلابة 

لخلايا ناقضة العظم  لخلية بانية العظم،و للخلايا البانية للعظم القدرة على السيطرة لتتمايز

osteoclast  بواسطة افراز عامل محفزmacrophage-colony stimulating factor (M-

CSF)  وكذلك المستقبلRANK والمرتبطRANKL                                                             

); Dolores,2010  Boyze and Xing,2008  وان خلايا بانية العظم تملك مستويات عالية(

         حول الغشاء والتي تلعب دور مهم في زيادة المعادن للعظم  ALPللارتباط بانزيم 

)Rodan and Nada,1991 .(  

هي ثالث انواع الخلايا للعظم وهي عبارة عن خلايا بانية العظم  Osteocytesوخلايا    

Osteoblast محصورة داخل فجوات  والتي تكوناضجة ولكنها تعتبر النLacunae  وتكون

ممتدة داخل المادة الاساس  Canculi% من خلايا العظم ولها امتدادات طويلة في جسم الخلية 90

بناء بعض بروتينات المادة الاساس لصلابة  Osteocyteوظيفة خلايا  وان وتربط خلية باخرى

  ) .Buch et al ,1996;Kenny and Raise ,2002كتلة العظم (
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  Collagen type I) (بروتين كولاجين نوع     1-3-2

يحتويها  الانسجة التية ان مرونة العظم لاتعتمد فقط على كمية العظم وانما على نوعي       

        تميز الشكل الهندسي المرتب للعظم كذلك على كمية المعادن وايضا على كمية الكولاجين  والتي

)Ricard and Ruggiero ,2005.(  

على بروتينات الكولاجين وخصوصا الكولاجين نوع  Matrixللعظم  يةتحتوي المادة الاساس      

I ) الذي يعرف ايضاCol . 1A1 الكولاجين هو البروتين الذي يعطي الدعم والمرونة للعديد ، (

               الجلد , Tendonالاربطة   ,  Cartilagesمن الانسجة بالجسم وهي الغضاريف 

)Geigor et al. ,2001 .(  

لعظم المعادن ل ان مرض هشاشة العظام وشفاء الكسور وكذلك زراعة العظام تعتمد على كمية     

  .Iتتكون بصورة رئيسة من الكولاجين نوع   التيانتاج المادة الاساس للعظم القابلية على و

تحرر بروتينات غير الذي يؤدي الى  ادمصاص العظمانتاج الكولاجين يتراجع اثناء ان  

كولاجينية وعوامل نمو اخرى ممكن ان تستعمل في تشخيص مختلف امراض العظام وان لييفات 

                         الكولاجين هي التي تنظم وترسب تجمع المعادن في المادة الاساس للعظم

)Murshed et al .,2005;Birk and Brukner  ,2011 (.  

  

   Fibronectinالفايبرونكتين   2-3-2 

له اهمية  – S–هو بروتين يتكون من سلسلتين  متعددة الببتيد مرتبطة بزوج من الاواصر         

) . ويكون الفايبرونكتين في المادة Maoy ,2005في ترابط الخلايا وفي النمو وتمايز الخلايا  (

) وهو يحفز Pankor and Yamada , 2002حيث يدعم الاعضاء والانسجة ( البينية

الهرمونات التناسلية في الفقريات ويكون قادر على السيطرة على الجينات المتعلقة بها ويكون 

تنظيم الخلايا البانية للعظم لالفايبرونكتين مهم جدا في تنظيم بروتينات للغشاء البلازمي فهو مهم 

)  ان بروتينات المادة الاساس Parsons et al ,2010 ; Kim et al ,2011اثناء تكون العظم (

مثل الفايبرونكتين تسهم في بقاء وديمومة خلايا بانية العظم                                            

)(Denthart et al ,2001;Gerhammar et al ,2011.  
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  :الهرمونات والمنظمات الاخرى للعظم  4-2

 من كالسيوم %99المستودع الرئيس للكالسيوم في الجسم حيث يحتوي على  العظميمثل         

تكون من العوامل الاولى والمهمة في الحفاظ على كتلة العظم  Dان الكالسيوم مع فيتامين و  الجسم

)Grant et al ,2005. (   

 Dوالزنك وفيتامين   المركب المعقد المتكون من الكالسيوم والمغنيسومان النساء اللواتي يتناولن 

في سن الياس يكون قلة كثافة العظم من المعادن لديهن اقل من اللواتي لم تجهز  Kوفيتامين 

  )..Braam et al ,2003بالمعقد (

  

 Parathyroid gland hormoneهرمونات الغدة جار الدرقية  1-4-2

(PTH)  

من اهم الهرمونات التي تنظم توازن الكالسيوم وايض العظم هي هرمونات الغدة جار        

   والكالسيتونين , Dفيتامين  ,  Parathyroid gland hormone (PTH)الدرقية 

Calcitonin )Grant  et al ,2005 .(  

تؤدي الى ) التي PTHهرمونات ( افرازبسبب زيادة  Hypocalacemiaان انخفاض الكالسيوم 

.وان هرمونات زيادة امتصاص الكالسيوم بالقناة الهضمية واعاده امتصاصه في الكلى والعظم 

 حيث انترتبط الى مستقبل في خلايا بانية العظم وكذلك خلايا ناقضة العظم   الغدة جار الدرقية

ص العظم مما يعزز في ادمصا Osteoclastيكون محفز للتكاثر وفعالية خلايا الناقضة تأثيرها 

bone adsorping )Agar and Gay ,1992;Hock and Gere ,1992 ( هاتاثيرحيث يسهم 

 Collagen type Iتثبيط بناء الكولاجين نوع  الى    Osteoblast على خلايا بانية العظم 

   ) .Fritsch et al ,1994وتنشط قنوات الكالسيوم ( ALPوتختزل فعالية انزيم 

لاناث الارانب المستحث فيها هشاشة العظام عن  PTHفقد وجد ان المعالجة بهرمونات        

ان كثافة  glucocorticoidsطريق ازالة مبايضها واعطائها جرع من القشريات الكلوكورتزية 

 Bone mineralوتركيز معادن العظم  Bone mineral density BMDالعظم من المعادن 

concentration(BMC)  من الجرعة غير المعالجة(اكثرBellido et al. , 2010.(  

في جسم الانسان  Osteoblastيزيد من تكاثر وتمايز الخلايا بانية العظم  T3ان هرمون        

)Kassem et al.,1993 يزداد  من ثم) ولكنه من ناحية اخرى  يزيد من تدهور الكولاجين و

  ) . resorption of bone )Allian et al.,1992ادمصاص العظم 
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  Dفيتامين  -2-4-2

فهو يؤثر على امتصاص  لمستوى الكالسيوم في الجسم هو المنظم الرئيس  Dفيتامين       

وادمصاصه في  reabsorptionواعادة امتصاصه في الكلى  absorptionالكالسيوم في الامعاء

                        بالخلايا بانية العظم D،ويكون التعبير الجيني والمستقبل لفيتامين adsorptionالعظم 

)Van et al.,2001 . (  

عمل الاشعة فوق البنفسجية على الجلد  اضافة الى الغذاءهو D المصدر الرئيس لفيتامين  ان

 2- VitaminD3(OH)-25-24و  VitaminD3-(OH)-25ويكون بصورة  D3فيتحول الى 

)Henry,1992 (.  

  

  Calcitoninالكالسيتونين  3-4-2

وذلك بحالة الغدة الدرقية هرمون الكالسيتونين استجابة الى مستوى الكالسيوم في الجسم  فرزت      

فهو يثبط ادمصاص  فتخفض نسبته في الدم Hypercalcemiaزيادة الكالسيوم في مصل الدم 

حركة وتمايز خلايا ناقضة العظم ويتسبب  حيث يثبط هرمون الكالسيتونين resorptionالعظم 

يقل  من ثموقد وجد في الابحاث ان المعالجة بهذا الهرمون تثبط ادمصاص العظم و بقلة نشاطها

  ).Alam et al ,1993;Zaidi et al , 1994( النقص الحاصل لكتلة العظم .

  ) Gonadotropic hormones )FSH,LHهرمونات القند  4-4-2

أو ماتسrrrrمى (   بموجrrrrه الغrrrrدد التناسrrrrلية ) ومجموعrrrrة الهرمونrrrrات   القنrrrrدان هرمونrrrrات       

الستيرويدية(الاسrrrrrrتروجين والبروجيسrrrrrrتيرون وغيرهrrrrrrا )هrrrrrrي المنظمrrrrrrة للrrrrrrدورة التكاثريrrrrrrة 

     ناسrrrلية علrrrى هرمrrrون محفrrrز الجريبrrrات  وتشrrrتمل الهرمونrrrات الموجrrrه للغrrrدد الت, للنسrrrاء

Follicle- stimulating hormones   (FSH )   وتينيrrrون اللrrrوهرمLuteinizing 

hormone    (LH)  ذrrrة ا, والrrrدة النخاميrrrل الغrrrن قبrrrان مrrrن ينتجPituitary gland)   

)ويطلrrrق أو يفrrrرز فrrrي مجrrrرى الrrrدم , إمrrrrا الهرمونrrrات السrrrتيرويدية التكاثريrrrة فتنrrrتج وبشrrrrكل 

يrrوم ,حيrrrث يفrrرز كrrلاً مrrrن   28كبيrrر فrrي المبrrيض خrrrلال الrrدورة الحيضrrية التrrrي تتكrrرر كrrل 

الهرمrrrrون اللrrrrوتيني وهرمrrrrون المحفrrrrز للجريبrrrrات مrrrrن الفrrrrص  الأمrrrrامي مrrrrن الغrrrrدة النخاميrrrrة  

  Inhibinوبrrrنفس الrrrنمط , يحفrrrز هرمrrrون محفrrrز الجريبrrrات علrrrى  إفrrrراز الهرمrrrون المثrrrبط 

والrrrrrذي بrrrrrدوره يrrrrrتحكم بrrrrrإفراز الهرمrrrrrون المحفrrrrrز للجريبrrrrrات عrrrrrن طريrrrrrق آليrrrrrة التغذيrrrrrة 

  و يحفز  الهرمون اللوتيني على أنتاج  Feed back mechanismالاسترجاعية 
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) وكمrrrrrا إن الهرمrrrrrون   Estradiolالهرمونrrrrrات السrrrrrتيرويدية (هرمrrrrrون الاسrrrrrتراديول    

اللrrrوتيني يكrrrون مسrrrؤول عrrrن إرسrrrال الإيعrrrاز إلrrrى المبrrrايض لإفrrrراز هرمونrrrات أخrrrرى مثrrrل 

(الجمي6666ل غذيrrrrة الجنrrrrين   هرمrrrrون البروجيسrrrrتيرون  الrrrrذي يجهrrrrز بطانrrrrة الrrrrرحم لاسrrrrتقبال وت

,ويكrrrون الهرمrrrون اللrrrوتيني فrrrي منتصrrrف الrrrدورة الحيضrrrية مسrrrؤولاً عrrrن الاباضrrrة  ) 2002,

لإنتrrrrاج    Corupos luteumوكمrrrrا إن  إفrrrrرازه بشrrrrكل مسrrrrتمر يحفrrrrز الجسrrrrم الأصrrrrفر 

البروجيسrrrrتيرون  , كمrrrrا إن نمrrrrو وتطrrrrور الجريبrrrrات المبيضrrrrية يقrrrrع تحrrrrت تrrrrأثير الهرمrrrrون 

نتrrrاج الاسrrrتروجين مrrrن هrrrذه الجريبrrrات فيعتمrrrد علrrrى إبصrrrورة كبيrrrرة , أمrrrا المحفrrrز للجريبrrrات 

,  وان  ) 2005العل66666وجي  ,  ( كrrrrrلاً مrrrrrن الهرمrrrrrون المحفrrrrrز للجريبrrrrrات والهرمrrrrrون اللrrrrrوتيني

خrrrلال المرحلrrrة الجريبيrrrة مrrrن  يينيكونrrrان عrrrال   LHو  FSHمعrrrدلات الإفrrrراز لهرمrrrوني 

  (Humaidan , 2004).خلال مرحلة الجسم الأصفر في  دورة التبويض

  

  هرمون الاستروجين1-4-4-2

لهرمrrrrrون الاسrrrrrتروجين تrrrrrأثيرات كبيrrrrrرة علrrrrrى تrrrrrوازن الكالسrrrrrيوم للعظrrrrrام  واثبتrrrrrت          

الابحrrrاث ان نقrrrص هرمrrrون الاسrrrتروجين فrrrي النسrrrاء بسrrrن اليrrrاس هrrrو أحrrrد أسrrrباب الاصrrrابة 

 Keting et( وGortora et al, 2010) ,  (Ganice,  2011)بمrrرض هشاشrrة العظrrام

al.,1991 (  . كلrrrrrور : الشrrrrrثلاث  صrrrrrتروجين بrrrrrون  الاسrrrrrائي لهرمrrrrrب  البنrrrrrون التركيrrrrrيك

  Estradiol (E2),   الشrrrrrrrكل الثrrrrrrrاني    % 10-20ويشrrrrrrrكل  Estrone (E1)الاول 

, ويعتبrrrrrر      %  60-80ويشrrrrrكل    Estriol (E3), الشrrrrrكل الثالrrrrrث  % 10-30ويشrrrrrكل 

تروجين النشrrط الرئيسrrي , ويكrrون المبrrيض هrrو الاسE2 (Estradiol )    rrالشrrكل الثrrاني 

فrrي    E1 ,E2مrrن هrrدم  كrrلاً مrrن    E3بينمrrا ينrrتج    E1,E2مrrن   المسrrؤول عrrن إفrrراز كrrلاً 

                  النسrrrrrrrاء  غيrrrrrrrر الحوامrrrrrrrل ويوجrrrrrrrد بتركيrrrrrrrز عrrrrrrrالي  فrrrrrrrي الإدرار أثنrrrrrrrاء فتrrrrrrrرة الحمrrrrrrrل

(Britt   &   Findlay ,  2002). 

), و فrrي بعrrض الحشrrرات     Vertebratesيصنع هرمون الاستروجين في كrrل الفقريrrات(         

Insects)    ((Mechoulam et al. ,2005 )    اريخrrون تrrذا  الهرمrrى إن لهrrل علrrذا دليrrوه

)  . ينتشrrر  هرمrrون  (Steriod hormonesتطrrوري قrrديم , مثrrل كrrل الهرمونrrات  السrrتيرويدية 

ء الخلية إلى  داخلها الخلية حيث يرتبط ويتفعل مع مستقبل هرمون الاستروجين  بسهولة عبر غشا

  Whitehead & Nussey)الاستروجين  الذي بدوره يعدل التعبير الجيني  للعديد من الجينات  

هو الأكثر وفرة من هرمون الاسrrتروجين ولكنrrه      (E3),  ورغم كون الاسترايول    ( 2001 ,

  من  x 80هو الأنشط بحوالي    Estradiol   (E2)ولالأضعف ,في حين أن الاسترادي
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هو هرمون الاستروجين (الاستراديول ) والأكثر أهمية في الإنrrاث   من ثمو   (E3)الاسترايول    

حتrrى مرحلrrة انقطrrاع الطمrrث (سrrن اليrrأس )   Menarcheغير الحوامل من مراحل بrrدء الحrrيض 

  خلال الحياة .

هrrو الشrrكل الأساسrrي    Estroneيصrrبح  ايسrrترون   Postmenopausalفrrي سrrن اليrrأس       

لهرمون الاستروجين في الجسم , ويتم إنتاج نوع أخر  من هرمون الاستروجين  يدعى استيترول 

Estetrol      (E4)  ونrrكال هرمrrع أشrrنع جميrrط  ويصrrل فقrrرة الحمrrلال فتrrتج خrrذي  ينrrوال

   الاندروسrrrrrrتينيدايون    Androgensالاسrrrrrrتروجين المختلفrrrrrrة مrrrrrrن الانrrrrrrدروجينات 

Androstenedione  اتيزrrrrrrrrrزيم الارومrrrrrrrrrود  إنrrrrrrrrrبوجEnzyme aromatase                         

)Fang   et al.  ,2001  .  (                                                                            

ويعد المبيض الموقع الرئيس لإنتاج الاستروجين في الأنثى غير الحامل , كما يلاحظ أن المصrrدر 

الرئيس لتصنيع الهرمونات الجنسrrية الثانويrrة يتمثrrل  فrrي تحويrrل الخrrلات إلrrى كولسrrتيرول ثrrم إلrrى 

rrا توجrrتيرادول ,كمrrتيرون واسrrد اندروستينيديون ليتحول إلى تيستوستيرون وبالتالي يتحول إلى اس

                 الاسrrrrrrتروجينات فrrrrrrي بلازمrrrrrrا الrrrrrrدم بصrrrrrrورة حrrrrrrرة أو مرتبطrrrrrrة مrrrrrrع بروتينrrrrrrات البلازمrrrrrrا  

;(Meyer   et al . , 2006),  , 1989) (العلوجي  .  

العظم حيث انه يقلل من عدد وفعالية خلايا ناقضة العظم  ان الاستروجين هو مثبط لادمصاص    

  وهrrrrrrrrrrrrو يسrrrrrrrrrrrrرع مrrrrrrrrrrrrن عمليrrrrrrrrrrrrة المrrrrrrrrrrrrوت المبrrrrrrrrrrrrرمج لخلايrrrrrrrrrrrrا ناقضrrrrrrrrrrrrة العظrrrrrrrrrrrrم 

)Kong et al.,1999  ان المعالجة بالاستروجين تثبط عمل الخلايا ناقضة العظم. (osteoclast 

rrطح العظrrى سrrم علrrة العظrrا ناقضrrل حيث يتسبب فعل الهرمون بخسارة التصاق خلايrrون عمrrم ويك

حيث ينشط تكوينها مما يدعم بناء العظم  osteoblastالاستروجين ايجابي على خلايا بانية العظم 

bone formation )Liu and Howard,1991 .(  

يحرر انتاج العوامل ارتباط مختلف السايتوكينات الى مستقبلاتها في خلية بانية العظم  ان           

           مباشrrrرة علrrrى خلايrrrا ناقضrrrة العظrrrم حيrrrث تتوسrrrط فعاليتهrrrا وتنشrrrط عملهrrrاالذائبrrrة التrrrي تعمrrrل 

)Turner et al.,1994 . (   

                              ومrrrrrrن هrrrrrrذه السrrrrrrايتوكينات التrrrrrrي تزيrrrrrrد مrrrrrrن فعاليrrrrrrة خلايrrrrrrا ناقضrrrrrrة العظrrrrrrم هrrrrrrي         

)Colony Stimulating Factor GM-CSF) ,)Macrophage- Colony Stimulating 

Factor M-CSF (,)Tumor Necrosis Factor α –TNF-α),(Interleukin-1,IL-1  (

 Interleukin -6)IL-6 .( )Ishimi et al.,1990; Corbzo et al.,1992 ; Thomsonو (

et al.,1987 ( .  
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ظهrrور  او يعrrزز osteoclastهرمrrون الاسrrتروجين يثrrبط ظهrrور العوامrrل المحفrrزة لخلايrrا  يثrrبط

  )2-1(  كما موضح بصورة رقم  Turner ,1991)( osteoclastالعوامل التي تثبط خلايا 

  

 

 

  

 

  

  

  

  . )Krassas and Papadopoulou,2001(توضح تأثير الاستروجين على خلايا العظم 2-صورة
  
  
  

         Osteoporosisهشاشة العظام  5-2

 25حوالي  اذ يعاني هشاشة العظام مشكلة نامية وخطيرة في العالم الغربي والعربي يعد         

) Meryle et al. ,2009( من الاصابة بهشاشة العظاممليون شخص في الولايات المتحدة 

من النساء يعانون من المرض سنويا من هذا المرض في  % 44 و من الرجال  %32وتقريبا 

  ) .Pah et al .,2011(المملكة العربية السعودية 

دولة في افريقيا والشرق الاوسط  17سجلت المنظمة العالمية لهشاشة العظام حوالي اكثر من     

تعاني من الاصابة بهذا المرض ولكن المعلومات غير دقيقة وكافية ذلك لاهتمام الحكومات 

مراض وخصوصا ببقية الا  (WHO) المحلية والمنظمات الصحية مثل منظمة الصحة العالمية 

الوبائية منها مثل السل الرئوي والمنتشرة مثل مرض سكر الدم وامراض القلب الوعائية وعليه 

         به كل عام Mortalityيجب الاهتمام لهذا المرض الصامت بسبب زيادة نسبة الوفيات 

)Ola ,2011;International Osteoporosis Foundation ( IOF), 2011.(  
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ان المشكلة الرئيسة للسيطرة على مرض هشاشة العظام هي في حالة الكسور الكبيرة التي       

تحدث وتشخص وتعالج في وقت مبكر ويجب متابعتها باستمرار كي لايتفاقم الامر للوصول 

للمرض هشاشة العظام بالرغم من توفر العلاجات والمعدات والوسائل الامنة للتشخيص وعلاج 

  ).Eisman et al ,2004الكسور (

وينتشر مرض هشاشة العظام بصورة سريعة في كافة المناطق حيث تكون الكلفة لعلاجه      

ة الثمن جدا مقارنة ببقية الامراض فهو مرض غير مسيطر عليه وهذه احدى المشاكل ظباه

ظام هشاشة العل). تتضمن العلاجات المستخدمة Siris et al  ,2004الرئيسية لانتشار المرض (

والتي  bisphosphonatesالمعتمدة على العقاقير والادوية مثل ادوية  الكيميائية العلاجات

) والاستروجين وقد بينت فائدة العلاج zoledronate ,risedronate ,alendronate(  تتضمن 

لمنع الكسور وكذلك فائدتها  Hormone replacement therapy (HRT))الهرموني البديل (

في علاج سرطان  القولون ولكن لهذا العلاج البديل الكثير من عوامل خطر التي تصيب المرأة 

العلاجات البديلة مثل الاصابة بسرطان الثدي وامراض القلب الوعائية  هلدى استخدامها لمثل هذ

)Rossouw et al ,2002;Heaney et al ,2003;Maclean et al ,2008 (.  وقد استخدم

ة من النباتات لصعلاجات مختلفة تعالج المرض او تقلل من حدته مثل العلاجات المستخ ونالباحث

المختلفة وكذلك قسم منهم استعمل التمارين الرياضية كالمشي وغيرها التي تساعد في قوة العظم 

                 Dوصلابته وكذلك التوازن في الغذاء الذي يحوي على الكالسيوم وفيتامين 

)Gregg et al  ,1998;Bonaiut et al  ,2009. (  

من اكثر امراض العظام الايضية شيوعا وان اغلب الانواع انتشارا  هشاشة العظام هو      

المبايض في حالة سن الياس  اتلهشاشة العظام هوالنوع المتعلق بالنقص الحاصل في هرمون

Menopause   او ازالة المبايض جراحياOveriectomized                                      

)Hidaka  et  al ,2006;Potu et al ,2009 ويتميز مرض هشاشة العظام بقلة كتلة العظم (

كثافة المعادن  نتيجة انخفاضالى زيادة في كسر العظم  تؤدي مما النسيج العظمي وتدهور في 

 bone mineralوقلة محتوى العظم من المعادن ( Bone Mineral density (BMD)للعظم 

content (BMC) )Zehnder  ,et  al ,2004( و)Maimoun ,et al ,2002(.  
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الذي يكون عن   Bone Remoldingان تنظيم توازن العظم يعتمد على اعادة بناءه وترميمه     

طريق تبديل الخلايا القديمة والمتحطمة بخلايا عظمية جديدة لتنظيم مرونة ومطاطية العظم 

)Manolagas ,2000(،  توازن بين اعادة بناء العظم وادمصاص العظم يقود الى الوان عدم  

  

بصورة  Resorpion of bone ادمصاص العظم فيه الذي يكون العظام  مرض هشاشة       

  .)Parfitt ,1994اثناء اعادة بناء وترميم العظم (  من تكوينه اكبر

قلة  ومرض هشاشة العظام منها التقدم بالعمر ب تساعد على الاصابة التيعوامل ال ان من         

) فقدان Taal et  al ,1999العلاجات المستعملة لكبح حموضة المعدة (وتعاطي الكالسيوم 

 ،التدخين ،في النشاط الرياضي قلة تالي قلة في افراز الاستروجين وكذلكاللوظائفها وب المناسل

عوامل الوايضا بعض  glucocorticoid القشرانيات الكلوكورتزية دويةلا الاستخدام المفرط

ان مرض هشاشة   .) Stehman et al ,.2000; Brandenburg et al ,2002ة (يالوراث

 secondary و الثانوي primary osteoporosisاو البدائي  يالاول العظام يكون على نوعين

osteoporosis  الثانوي متعلق بامراض اخرى مثل امراض  العظام يكون مرض هشاشةحيث

                                                                                       وامراض الجهاز الهضمي,مرض التهاب المفاصل  ,واضطرابات الغدة الصماء  ,الكلى 

);Cooper and Melton  ,1996; Epstien ,2000  Gones et al.  ,1994(   .                             

في كتلة انخفاض او البدائي هو الاكثر شيوعا  وهو يتضمن  يمرض هشاشة العظام الاول        

يختفي  في سن الياس او ازالة المبايض جراحيا حيث يقل و كماالعظم الناتج من التقدم في العمر 

هرمون الاستروجين  وان في هذا النوع يلاحظ انخفاض في كتلة العظم مع تدهور الانسجة 

صبح منظم ويكون نسيج العظم حاوي على تجاويف كثيرة ويالووجود الترتيب الهندسي غير 

عظم  ,اكثر المناطق تعرضا هي الفقرات ان العظم هش وغير متين حيث يكون عرضة للكسر و

  .)Melton ,et al ,1992;Akhter ,et al ,2000( ,عظم الفخذ,الورك
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     Ovarectomyع�لات إزالة ال��ا�� 6-2

   55%بمعrrدل  تقrrدر الأمريكيةفي الولايات المتحدة  الجراحية لمبايضازالة اعمليات  ان معدل   

          300.000بحrrوالي   Hysterectomyعمليrrات استئصrrال الrrرحم  اضrrافة الrrىمrrن جميrrع النسrrاء 

  (Parker,2010)  .  

هي استئصال الأورام الحميدة حيث كان هناك اتجrrاه  متزايrrد  من الاورام   %       90  أن        

  25مrrن    Salpingo –oophorectomy (SO)في استئصال التهاب البوق الرحمي والمبيض 

عام  , ونسبة    45تتم قبل عمر   %  38,    1999في عام     %  55إلى     1965في عام     %

  . (Parker   et al ., 2009)عام   45-65مابين   %  78

أن المضrrrاعفات الملاحظrrrة بعrrrد إجrrrراء عمليrrrة إزالrrrة المبrrrايض هrrrي ازديrrrاد فrrrي إمrrrراض     

هون البروتينيrrrrة و للrrrrد السrrrrلبيوالتrrrrأثير ا   Cardiovascular diseaseالجهrrrrاز الوعrrrrائي 

  وازديrrrاد علامrrrات هشاشrrrة العظrrrام   Clotting parametersالrrrدموي علامrrrات  الrrrتجلط

وتراجrrrع فrrrي الrrrذاكرة  , وتجrrrري    Hip fractureوكثrrrرة حrrrدوث حrrrوادث كسrrrور الrrrورك 

عمليrrrrات إزالrrrrة المبrrrrايض  لأسrrrrباب متعrrrrددة قrrrrد تكrrrrون بسrrrrبب أمrrrrراض سrrrrرطانات المبrrrrيض 

Ovarian cancer   (Schwatz , 1992)   ديrrrرطان الثrrrراض سrrrآو أمBreast 

cancer  (Parker et al. ,2009)  rrيس علrrود كrrبب وجrrيض , آو بسrrى المبOvarian 

cyst   يضrrrrة  المبrrrراض متلازمrrrبب أمrrrrآو بسOvarian remnant syndrome    

.(Parker et al ., 2009 )    واليrrاع   %  20إن حrrن لانقطrrواتي تعرضrrاء اللrrن النسrrم

    Hypertensionالطمrrrrrث الجراحrrrrrي تظهrrrrrر علrrrrrيهن  أعrrrrrراض ارتفrrrrrاع ضrrrrrغط الrrrrrدم 

ظ بrrrان اللrrrواتي تعرضrrrن لأجrrrراء عمليrrrة إزالrrrة , ولrrrوح  Atherosclosisوتصrrrلب الشrrrرايين 

عrrrام مrrrرتبط مrrrع ارتفrrrاع معrrrدلات الوفيrrrات بسrrrبب أمrrrراض   45المبrrrيض الثنائيrrrة قبrrrل سrrrن 

  .    ( Rivera et al ., 2009)القلب الوعائية 

وتrrrrؤدي عمليrrrrة استئصrrrrال المبrrrrايض إلrrrrى نقrrrrص مسrrrrتوى تركيrrrrز هرمrrrrون  الاسrrrrتروجين      

Hypoestrogen   ذياتrrrrrات مغrrrrrتويات هرمونrrrrrزداد مسrrrrrية   وتrrrrrدورة الحيضrrrrrدان الrrrrrوفق

فrrrي الrrrدم  نتيجrrrة لفقrrrدان آليrrrة التغذيrrrة الاسrrrترجاعية   Pituitary gonadotropinsالمناسrrrل 

  .   Negative feed back mechanism  (Guyton , 2006)السالبة 
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دة فrrrي عامrrrل نمrrrو كمrrrا استئصrrrال المبrrrايض يrrrؤدي إلrrrى فrrrرط نمrrrو النسrrrيج الrrrدهني وزيrrrا    

لهrrا تrrأثير العوامrrل  وقrrد لrrوحظ ان هrrذه  Epidermal growth factor  (EGF )البشrrرة  

 (Kurachi  et al ., 1993)فrrي حrrدوث السrrمنة فrrي الجrrرذان  مستأصrrلة المبrrايض    مهrrم

, لrrrذا فrrrان عمليrrrة استئصrrrال المبrrrايض تكrrrون مشrrrابه لسrrrن اليrrrأس عنrrrد النسrrrاء وتمثrrrل الفتrrrرة   

سrrrنة    45-55التrrrي تتوقrrrف فيهrrrا الrrrدورات الحيضrrrية  والتغيrrrرات الرحميrrrة بعمrrrر مrrrا يقrrrارب 

وعنrrrrد هrrrrذه الفتrrrrرة لاتسrrrrتجيب  المبrrrrايض لهرمونrrrrات الكونادوتروبينrrrrات  المفrrrrرزة مrrrrن الغrrrrدة 

rrrrراز هرمrrrrل إفrrrrة ويقrrrrابة النخاميrrrrبة   الإصrrrrزداد نسrrrrتيرون , وتrrrrتروجين والبروجيسrrrrوني  الاس

بrrrrrrrإمراض الشrrrrrrrريان التrrrrrrrاجي والأوعيrrrrrrrة الدمويrrrrrrrة نتيجrrrrrrrة لانخفrrrrrrrاض مسrrrrrrrتوى هرمrrrrrrrون 

الاسrrrrrتروجين بشrrrrrكل خrrrrrاص وبمrrrrrا إن هرمrrrrrون الاســـــــrrrrrـتروجين المعrrrrrروف بخصائصrrrrrه 

لrrrrى زيrrrrادة الكrrrrرب المضـــــrrrrـادة للأكسrrrrدة لrrrrذا فrrrrان عمليrrrrة اســـــــrrrrـتئصال  المبrrrrايض تrrrrؤدي إ

    oxiadtive stress   (Bray et al , 1999)      .          التاكسدي

  

     Menopauseسن اليأس  7-2

بأنrrrrه مرحلrrrrة انقطrrrrاع الطمrrrrث عنrrrrد   Menopauseيعrrrrرف  مصrrrrطلح سrrrrن  اليrrrrأس        

النسrrrrrrrاء , وتعنrrrrrrrي بفتrrrrrrrرة الحrrrrrrrيض النهائيrrrrrrrة للمrrrrrrrرأة ,  والانحسrrrrrrrار الكبيrrrrrrrر للهرمونrrrrrrrات  

وهrrrي علامrrrة لنهايrrrة      Steroid reproductive hormonesالسrrrتيرويدية الإنجابيrrrة 

نتrrrاج إالخصrrrوبة  عنrrrد المrrrرأة ,وان سrrrن اليrrrأس أو انقطrrrاع الطمrrrث الطبيعrrrي هrrrو نتيجrrrة لقلrrrة 

مrrrrون الاسrrrrتروجين والبروجيسrrrrتيرون  مrrrrن المبrrrrيض, حيrrrrث أن هrrrrذه الهرمونrrrrات  تrrrrنظم هر

فتrrrrرة سrrrrن اليrrrrأس آو تعتبrrrrر مرحلrrrrة .    Menstruationالrrrrدورة الحيضrrrrية  لrrrrدى المrrrrرأة  

                              انقطrrrrrrrrrrrاع الطمrrrrrrrrrrrث هrrrrrrrrrrrي المرحلrrrrrrrrrrrة الأكثrrrrrrrrrrrر ضrrrrrrrrrrrعفاً وتrrrrrrrrrrrأثيراً علrrrrrrrrrrrى الصrrrrrrrrrrrحة

(Hickey et al. ,2005 )  .  

أن سrrrن اليrrrأس هrrrي التغيrrrرات الطبيعيrrrة لrrrدى المrrrرأة والتrrrي تكrrrون مrrrن الفتrrrرة  مrrrابين  حrrrوالي  

, لrrذا فrrان سrrن اليrrأس هrrي شrrيخوخة   ( Ginsburg et al . ,1996)سrrنة .  55 – 45مrrن 

عrrrدم الإنجrrrاب  ,وهrrrذه  مرحلrrrةطبيعيrrrة وهrrrي  مرحلrrrة عبrrrور المrrrرأة مrrrن مرحلrrrة الإنجrrrاب إلrrrى 

التrrrي تعتrrrري المrrrرأة    Hot flashesالمرحلrrrة أيضrrrاً لهrrrا أعراضrrrها مثrrrل هبrrrات الحrrrرارة 

 Vasomotorخrrrrلال هrrrrذه المرحلrrrrة والتrrrrي يعتقrrrrد بأنهrrrrا حالrrrrة (صrrrrرع حركrrrrي وعrrrrائي )

episodes   والتعرق الباردCold Sweating   (Nelson , 2008 )     .  
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مثrrrrل    Pathophysiologic conditions الوظيفيrrrrةالإضrrrافة إلrrrrى  حrrrالات الأمrrrrراض ب

فقrrrدان كثافrrrة المعrrrادن فrrrي العظrrrم وضrrrعف وجفrrrاف الجلrrrد والتعجيrrrل فrrrي فقrrrدان الكrrrولاجين فrrrي 

وضrrrعف  Libidoوقلrrrة أو انعrrrدام الرغبrrrة الجنسrrrية    Wrinklingالجلrrrد  وظهrrrور التجاعيrrrد 

وتراجrrrع    Cardiovascularالrrrذاكرة وازديrrrاد معrrrدل أمrrrراض  الجهrrrاز الوعrrrائي   اوفقrrrدان

وحrrrrدوث تغيrrrrرات فrrrrي   Depressionالفكrrrrر المعرفrrrrي وارتفrrrrاع معrrrrدلات الكآبrrrrة النفسrrrrية 

مثrrrrrل القلrrrrrق والمعانrrrrrاة الكثيrrrrrرة  وضrrrrrمور الجهrrrrrاز البrrrrrولي التناسrrrrrلي   Moodالمrrrrrزاج 

Urogenital atrophy  (Shuster   et al .  , 2008)  .  
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  العدد المستخدمة بالدراسة الجزيئية    1-3

يمثل العدد التي استخدمت في الدراسة مع اسم الشركة المصنعة والمنشأ  1-3الجدول  

 

الش�����������ركة وبل�����������د 

 المنشأ
 م��ناته

 ت اسم العدة

Bioneer- 

Korea 
Trizol Reagent 100 ml 

AccuZolTM Total RNA 

extraction kit 

1 

Biobasic- 

Canada 

DNase I enzyme 

DNase I enzyme set kit 

 

 

2 
10X buffer 

Free nuclease water 

Bioneer- 

Korea 

-RocketScript Reverse 

Transcriptase (200µ) 

AccuPower ® 

RocketScriptTM RT 

PreMix 

 

 

 

3 
-5x Reaction Buffer (1x) 

-DTT    (0.25  Mm) 

-dNTP (250 µM each) 

-RNase Inhibitor (1µ) 

Bioneer- 

Korea 

2x Greenstar Master mix 
AccuPower® 

GreenStarTM qPCR 

PreMix 

 

4 

 

-8 Well strips x 12 each  

-DEPC-D.W. 1.8 ml x 4 

tubes 
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  Primersالبادئات            - 3-1-3

� �اســـــ�عال ال�عاقـــــ	 ال�ـــــام ال$ادئـــــات ال�ـــــي اســـــ�عل� فـــــي هـــــ�ه ال�راســـــة ال�����ـــــة وال�ـــــي صـــــ

وال$ــــاد0   للأرنــــ	) ل,لا*ــــا الع(ــــ) Collagen- І, Fibronectin, Kappa-Bلل�'&ــــات(

 NCBIفـــي ب&ـــ6 جـــع العل2مـــات لل�'&ـــات مـــ1 م2قـــع  β-actinالـــ&() هـــ2 ال�ـــ'1 الـــ&() 

Gene-Bank  Data  ـــــا �ال�ـــــ�وللل$ادئـــــات وجهـــــ�ت مـــــ1 شـــــ89ة �ـــــای2ن'9 فـــــي 28ر�ـــــا 8

  - الاتي:

Primer Sequence 
Produc

t size  

Collagen- 

І 

F 
5-ACAAAGGTCATCCTGGTCTTGC 

3- 
113bp 

R 
5-CTGTTCACCTTTTCCACCTTGC 

3- 

Fibronect

in 

F 
5-

TTTAAGCTCTCGTGCCAGTGC3- 
88bp 

R 
5-

AGTTCACACCGTTGTCATGGC3- 

Kappa-B 

F 
5-

TTCGTTTGATGCCAGCCCTTG3- 
87bp 

R 
5-

TGGCAGCTGGTTTTGCTTCTG3- 

Β-actin 

F 
5-

ATCAAGGAGAAGCTGTGCTACG3- 
125bp 

R 5-TCGTTGCCGATGGTGATGAC3- 

 

F=forward 

R=reverse 
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    Experimental animals التجربة الحيوانات المستخدمة في2-3- 

  Oryctatagus م���ن إن���اث الأران���ب المحلي���ة  80اس���تخدمت ف���ي ه���ذه الدراس���ة          

cuniculus  غ����رام و تراوح����ت   (1500 – 2000مع����دل  أوزانه����ا م����ابين  يت����راوح (

حي����ث ت����م إي����واء  أش����هر , وض����عت ف����ي أقف����اص مع����دة له����ذا الغ����رض (8-9)أعماره����ا ب����ين 

الاران����ب ف����ي أقف����اص خاص����ة مغط����اة بأغطي����ة معدني����ة مش����بكة وفرش����ت الاقف����اص بنش����ارة 

ف���ي  الخش���ب كم���ا تم���ت العناي���ة بنظاف���ة الاقف���اص وتعقيمه���ا ب���ين الح���ين والأخ���ر ب���المطهرات

البي���ت الحي���واني الت���ابع لكلي���ة التربي���ة للعل���وم الص���رفة / جامع���ة ك���ربلاء , وت���م ت���وفير الم���اء 

ح����رة وجرع����ت  علاج����اً للتأك����د م����ن خلوه����ا م����ن الأم����راض المختلف����ة , آذ والغ����ذاء بص����ورة 

لت��ر م��ن الم��اء    1ف��ي    ( Sodium  -Sulfadimidine)ملغ��م م��ن  0.5جرع��ت فموي��اً 

لت��ر   1) ف��ي  (.Ampicillin 20 % W.S.Pملغ��م م��ن   0.5أي��ام متتالي��ة , و  5ولم��دة 

م��ع الظ��روف   للت��أقلم م��دة اس��بوعين  ترك��ت الحيوان��اتو. أي��ام متتالي��ة     5م��ن الم��اء  ولم��دة 

  .قبل اجراء التجربة  المشار اليها اعلاه

  تصميم  التجربة 3-3 

  experiment 1التجربة الاولى  1-3-3

م�����ن  phytoestrogenاس�����تهدفت ه�����ذه التجرب�����ة اس�����تخلاص الاس�����تروجين النب�����اتي           

وت����م الاس����تخلاص حس����ب الطريق����ة المتبع����ة  بالأس����واقالمت����وفرة الفاص����وليا البيض����اء المجفف����ة 

  من قبل 

 )Rober- Gayuon(1972 .  

  -كالاتي:

  -طريقة العمل:

وفق���ا  للطريق���ة المتبع���ة م���ن قب���ل  phytoestrogenالاس���تروجين النب���اتي ت���م ع���زل مرك���ب    

Rober-Gayuon (1972) :بعد اجراء تحوير بسيط عليها وفق الخطوات التالية-  

  الاستخلاص   -1

غ����رام م����ن حب����وب الفاص����وليا البيض����اء ووض����عت ف����ي دورق زج����اجي س����عة(  50 تاخ����ذ-أ

250 ml ) 2م���ن ح���امض الهي���دروكلوريك بتركي���ز  لت���رل) م 200) م���ل واض���يف اليه���ا  %

  ) لمدة ساعة. Reflex condenserواستعمل المكثف العاكس (
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 watt Mannبع���د انته���اء عملي���ة الاس���تخلاص ت���رك المحل���ول ليب���رد ورش���ح ب���ورق  -ب

no.1 .  

وض��ع الراش��ح ف��ي قم��ع الفص��ل واض��يف الي��ه حج��م مس��او م��ن الكلوروف��ورم حي��ث تكون��ت -ج

طبقت���ان عزل���ت الطبق���ة العلي���ا ورك���زت ب���المبخر ال���دوار ،جفف���ت بع���د ذل���ك ب���الفرن عل���ى درج���ة 

  مئوية ثم وزنت.  40

  Flavonoidsالكشف عن الفلافونات  -2

واض��يفت ل��ه قط��رات م��ن ح��امض  م��ن المس��تخلص النب��اتي ف��ي انبوب��ة اختب��ارمللت��ر   1وض��ع

اذ ي�����دل ظه�����ور الل�����ون البن�����ي المحم�����ر عل�����ى ايجابي�����ة الكش�����ف  H2SO4الكبريتي�����ك المرك�����ز 

)Cannell 1998.(  

   phytoestrogenالاستروجين النباتي فصل  -3

 الاس��تروجين النب��اتيفي تنقية وفص��ل   Thin layer chromatography(TLC)استخدمت تقنية 

  وفقا للخطوات التالية:

  الطبيعي الى عينة الفاصوليا المستخلصة.Propanol من البروبانول  مللتر5اضيف -أ

درج��ة مئوي��ة   105 بوض��عها ف��ي ف��رن كهرب��ائي بدرج��ة ح��رارة TLCت��م تنش��يط ال��واح  -ب

  لمدة ساعة 

بواس�����طة  للاس�����تروجين النب�����اتيم�����ايكروليتر م�����ن محل�����ول الهرم�����ون القياس�����ي  15وض����ع -ج

س���م م���ن الحاف���ة  2عل���ى الجه���ة اليس���رى منه���ا وبمس���افة و TLCانبوب���ة ش���عرية عل���ى لوح���ة 

م���ن مس���تخلص الفاص���وليا عل���ى اللوح���ة  م���ايكروليتر)15الس���فلية للوح���ة بع���دها وض���عت عين���ة (

م��ن بقع��ة المحل��ول القياس��ي وك��ررت ه��ذه العملي��ة ارب��ع م��رات عل��ى ك��ل س��م  2 وعل��ى بع��د 

  لوحة .

م����ن  ml 100) ح����اوي عل����ى  Tankوض����عت ص����فيحة الس����لكا ف����ي ح����وض الفص����ل ( -د

) وبع����د وص����ول مللت����ر ايث����انول 5+ مللت����ركلوروف����ورم  95محل����ول الفص����ل والمك����ون م����ن  (

م���ن حاف���ة الص���فيحة العلي���ا اخرج���ت  cm 2نظ���ام الفص���ل (الط���ور المتح���رك) ال���ى م���ا قب���ل 

الاس����تروجين الص����فيحة م����ن ح����وض الفص����ل وترك����ت لتج����ف بع����دها ح����ددت موق����ع هرم����ون 

)ن���انوميتر وملاحظ���ة 365ق البنفس���جية (بوض���ع الص���فيحة تح���ت مص���باح الاش���عة ف���و النب���اتي

ل����ون البق����ع الخاص����ة بعين����ة مس����تخلص الفاص����وليا ومطابقته����ا بل����ون الهرم����ون القياس����ي كم����ا 
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 .لبق���ع العين���ة وك���ذلك للهرم���ون القياس���ي  Relative Flow  (RF)حس���ب معام���ل التح���رك 

   في بقع عينة الفاصوليا  الاستروجين النباتيوعلى ضوء ذلك تم تحديد مركب هرمون 

  

بحي���ث يك���ون ب���نفس موق���ع الهرم���ون القياس���ي  TLCم���ن خ���لال مطابق���ة موقعه���ا عل���ى لوح���ة 

  ها مع لون الهرمون القياسي ايضا وكذلك ملاحظة لون المركب ومطابقت

 TLCف���ي عين���ة مس���تخلص الفاص���وليا عل���ى لوح���ة  الاس���تروجين النب���اتيبع���دها عل���م موق���ع     

بواس����طة  الاس����تروجين النب����اتي,بع����دها ت����م قش����ط البق����ع الحاوي����ة عل����ى  للتعل����يمبواس����طة قل����م 

ش���فرات ح���ادة وك���ررت عملي���ة الفص���ل لع���دة م���رات لح���ين الحص���ول عل���ى كمي���ة كافي���ة م���ن 

  .الاستروجين 

  experiment 2التجربة الثانية  2-3-3

  للاس���تروجين النب���اتي ED50الم���ؤثرة  الوس���طية ص���ممت ه���ذه التجرب���ة لايج���اد الجرع���ة     

بع����ض المع����ايير الحيوي����ة لان����اث الاران����ب ,اذ اس����تخدمت ج����رع تص����اعدية مختلف����ة م����ن  عل����ى

  .يقة الحقنمستخلص الاستروجين النباتي بطر

أران����ب لك����ل مجموع����ة  8وبواق����ع مج����اميع  6م����ن ان����اث الاران����ب ال����ى   48قس����مت عش����وائيا 

  وجرعت لمدة أربعة أسابيع وعلى النحو التالي:

   G1المجموعة الاولى تم اعطائها الماء واستخدمت كمجموعه سيطرة  - 1

 من الاستروجين النباتيملغم/كغم  0.07  تم اعطائها    G2المجموعة الثانية  –2

 من الاستروجين النباتي ملغم/كغم 0.1تم اعطائها  G3المجموعة الثالثة –3

 من الاستروجين النباتيملغم/كغم  0.2تم اعطائها    G4المجموعة الرابعة  –     4

 من استروجين النباتي ملغم/كغم 0.5تم اعطائها  G5   المجموعة الخامسة –     5

 من الاستروجين النباتي ملغم/كغم 0.7تم اعطائها   G6المجموعة السادسة 6-

وبع��د م��رور اربع��ة    Pre treatedقب��ل المعامل��ة ات��م س��حب عين��ات ال��دم ف��ي فت��رة م

وض��ع ال��دم بع��د ذل��ك ف��ي انابي��ب خاص��ة غي��ر حاوي��ة عل��ى م��ادة مانع��ة للتخث��ر  ,اس��ابيع 

 3000بس����رعة  Centerfugeث����م فص����ل المص����ل بواس����طة جه����از الط����رد المرك����زي 

 -:دقيقة لقياس المعايير التالية 15الدقيقة لمدة  /دورة

 TC (Total Cholesterolتركيز الكوليسترول الكلي (1- 

 High Densityتركي����������ز الش����������حوم البروتيني����������ة عالي����������ة الكثاف����������ة  -2

LipoProtein(HDL)  
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   experiment 3التجربة الثالثة  3-3-3

م����ن إن����اث الأران����ب عش����وائياً وبص����ورة متس����اوية  عل����ى  أرب����ع مج����اميع  32قس����مت ً 

ش���هر  وق���د اتبع���ت طريق���ة الحق���ن حس���ب  )1-6(ثماني���ة لك���ل مجموع���ة ) طيل���ة م���دة التجرب���ة(

(Dabbagh et al .  ,1997 )  : وكانت المجاميع-  

  التي لم تتلقى اي معالجة او عملية ازالة المبايض.   G1مجموعة السيطرة  -  1

 Bilateral ت�����م ازال�����ة المب�����ايض م�����ن ه�����ذه المجموع�����ة  G2المجموع�����ة الثاني�����ة    – 2 

Ovarectomy    لق����د تم����ت العملي����ة تح����ت ظ����روف جراحي����ة  دون اعط����اء اي ع����لاج ,

ملغ���م /كغ���م  40زيلازي���ن (– معقم���ة إذ ت���م تخ���دير  الحيوان���ات باس���تخدام  م���زيج م���ن الكيت���امين 

ملغ����م /كغ����م م����ن وزن الجس����م ) .وض����ع الحي����وان ف����ي وض����ع الاس����تلقاء الظه����ري .ج����رى  5+

د س���م يمت��� 4تحض���ير بط���ن الحي���وان للعملي���ة الجراحي���ة ,عم���ل ش���ق جراح���ي ف���ي الجل���د بط���ول 

م����ن الس����رة باتج����اه الخل����ف ,ث����م ي����زاد الش����ق ليش����مل الغلال����ة البيض����اء والبريت����ون  بع����د دف����ع 

الأع��ور جانب��ا ليب��دو ال��رحم وبع��د متابع��ة ال��رحم إل��ى الأعل��ى م��ن جه��ة اليس��ار يمك��ن الوص��ول 

  إلى المبيض الأيسر .

يوض���ع ربطت���ان ح���ول الش���رايين المبيض���ية أعل���ى المب���يض ف���ي مس���اريق المب���يض  وربطت���ان 

ث���م   0/4حج���م  Catgutأس���فل المب���يض ف���ي الرب���اط الحقيق���ي باس���تخدام  خ���يط قص���ابة أخ���رى 

  يقطع بين رباطين ثم قطع الرباط المعلق للمبيض لتحرير المبيض .

بع���دها ي���تم فح���ص الجدع���ة المتبقي���ة للأوعي���ة الدموي���ة للتأك���د م���ن ع���دم وج���ود الن���زف ,ث���م ي���تم 

يم���ن ,ث���م ي���تم غل���ق ج���دار ال���بطن رب���ط الخي���وط م���ع بعض���ها وتع���اد العملي���ة عل���ى المب���يض الأ

وغل����ق الجل����د ب����الغرز المتقطع����ة  بخي����وط الحري����ر  0/4بالخياط����ة المس����تمرة بخ����يط القص����ابة 

  . (3-1)شكل    (Bojrab , 1998)أيام  10.جرى إزالة الخيط بعد مرور   0/4
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  تبين إجراء عملية إزالة المبايض في الأرانب )  3صورة (                     

  

  ) تبين اجراء عملية ازالة المبايض في اناث الارانب3صورة (

  

الجرع��������ة وعومل��������ت فق��������ط ب��������الحقن العض��������لي بأعط��������اء  G3المجموع��������ة الثالث��������ة   – 3

 م���������ن الاس���������تروجين النب���������اتي المس���������تخرجة م���������ن التجرب���������ة الاول���������ى  ED50الم���������ؤثرة

phytoestrogen وب����دون عملي�����ة إزال�����ة لم����دة س�����تة أش�����هر ملغم/كغ�����م    0.2وبتركي����ز

  .المبايض

  Bilateral ه������ذه المجموع������ة إزال������ة مب������ايضت������م  G4المجموع������ة الرابع������ة   -4

oophorectomy   الم����ؤثرة الوس����طية الجرع����ة,  و عومل����ت بأعط����اءED50  المس����تخرجة

  .ملغم/كغم 0.2وبتركيز phytoestrogen من الاستروجين النباتي من التجربة الاولى 

  

  Biochemical Testالفحوصات الكيموحيوية  1- 4- 3

 MalondialdehydeتقFFFFFFFFFFدير تركيFFFFFFFFFFز المالوندايالديهايFFFFFFFFFFد  1-1-4-3 

(MDA)  في مصل الدم   

.حي�����ث ت�����م  (TBA)ت�����م قي�����اس المالوندايالديهاي�����د بطريق�����ة ح�����امض الثايوب�����اربتيورك          

 0.6م��ل م��ن  1ح��امض الفوس��فوريك و  % 1م��ل م��ن   3م��ل م��ن مص��ل ال��دم ال��ى   1إض��افة 

م����ل م����ن هيدروكس����ي بيوتيليتي����د تل����ون   0.15و   (TBA)ح����امض الثايوب����اربيتيورك  %

دقيق���ة  45ميث���انول . ت���م وض���ع المحل���ول ف���ي حم���ام م���ائي مغل���ي لم���دة   % 95الم���ذيب ف���ي 

.حي���ث يحص���ل نتيج���ة ذل���ك تفاع���ل ب���ين الم���الون ثن���ائي الالديهاي���د وح���امض الثايوب���اربتيورك 

(TBA) :ليعطي معقد قرمزي اللون .كما في المعادلة التالية-  

  

Thaiobarbituric acid +Malondialdehyd -----------------› MDA-TBA 

(aduct) +2H2 O             

م���ل م���ن البيوت���انول ث���م ي���رج  4يت���رك المحل���ول ليب���رد عن���د درج���ة ح���رارة الغرف���ة ,وتض���اف  

  10دورة بالدقيق����ة لم���دة  3000المحل���ول جي����داً وينق���ل إل����ى جه���از الط����رد المرك����زي  عن���د 

  نانوميتر .  532الامتصاصية للطور الكحولي عند الطول الموجي دقائق .ثم تقاس 

  -:لامتصاصيةيتم إيجاد التركيز باستخدام معامل ا
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  cm-1 M -1  105  1.53٭   =ε  

  

  

  

  هايد  من المعادلة التاليةديالحسابات:   نستخرج تركيز المالوندايل

FDX
Xd

Absorbance
serumMDA .

∈
= 

Serum MDA :- يهايد  الدتركيز المالونداي 

 Absobance-:الامتصاصية ( من الجهاز )

            d=1عرض الخلية (ا سم و هو ثابت)   

ε(ثابت ) معامل الممتصية =  

  D.F =معامل التخفيف و يساوي   5.15

  Glutathion (GSH)تقدير تركيز الكلوتاثيون في مصل الدم 2-1-4-3  

ك������ل الط������رق المس������تخدمة لقي������اس الكلوت������اثيون ك������الطرق التفلوري������ة و الض������وئية  و        

  .(Sulfhydyl)الكروماتوكرافية تعتمد على تحديد مستويات مجموعة السلفهايدريل 

  المبدأ:

م���ع الس���لفهايدريل ليعط���ي  Dithiobis (2-nitrob enzoic acid) (DTNB)يتفاع���ل 

  لون اصفر متألق له امتصاصية تتناسب طرديا مع تركيز الكلوتاثيون.

  المحاليل:

 بإذاب����ة يحض����ر Tri chloroacetic acid (TCA) 50%المحل����ول المرس����ب 1.

50gm 100   في الكلورايد ثلاثي الخليك حامض من ml مقطر ماء. 

اثل����ين ثن����ائي  148.9gm بإذاب����ة اثل����ين ثن����ائي أم����ين رب����اعي ح����امض الخلي����ك: يحض����ر2.

 .مقطر ماء لتر واحد (EDTA-Na2)أمين رباعي حامض الخليك 

 بأذاب����ة يحض����ر: Tris-EDTA (0.4) (pH = 8.9)المحل����ول الم����نظم 3.

48.458 gm 100 تض����اف ث���م مقط����ر م����اء م����ل 800 ف���ي الت����رس م����ن ml م����ن 

(0.4M) EDTA الـ ويضبط لتر واحد إلى الحجم يكمل pH   8.9عند 

1. Dithiobis (2-nitrob enzoic acid)(DTNB).4 :0.099 بإذاب���ة يحض���ر 

gm  من  DTNB ايثانول مل 25 في.     
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  تحضير منحني الكلوتاثيون القياسي: 

الكلوت���اثيون ف���ي  م���ن   gm 0.0307 بإذاب���ة (0.001M)يحض���ر المحل���ول القياس���ي 

 and 2,5,10,20,30وتحض�����ر من�����ه التراكي�����ز ( EDTA (0.4M)م�����ل  100

40μM باستخدام قانون التخفيف (N1 V1 =N2 V2  

  طريقة القياس:

 يتم إضافة الكواشف كما في أدناه:

محل��������������������ول   الكاشف

 الاختبار

  المحلول القياسي محلول الكفئ

 ----- ----- 100 المصل

الكلوت��������������������اثيون 

 القياسي

----- ---- 100 

 100 900 800 الماء المقطر

TCA 100 100 100 

  

 15دورة بالدقيق���ة لم���دة  3000ي���رج المحل���ول جي���دا و ينق���ل إل���ى جه���از الط���رد المرك���زي عن���د  

  دقيقة. بعدها نسحب الكميات المقابلة.
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µl الكاشف 

 

 النموذج

µl 

  الكفئ

µl  

 المحل��ول القياس��ي

µl 

 400 400 400  الراشح

Tris EDTA buffer 800 800 800 

DTNB reagent 20 20 20 

ن����انو مت����ر ويحس����ب  412ت����رج الأنابي����ب جي����دا و تق����اس الامتصاص����ية عن����د ط����ول م����وجي 

  التركيز من المنحني القياسي أدناه:

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  المنحني القياسي للكلوتاثايون (3-2)الشكل                      

 

 Serum Total تقFFFدير تركيFFFز الكوليسFFFتيرول فFFFي مصFFFل الFFFدم  3-1-4-3

Cholesterol Concentrations(TC)   

ت���م تق���دير تركي���ز الكوليس���تيرول ف���ي مص���ل ال���دم بالطريق���ة الإنزيمي���ة وفق���اً لطريق���ة            

(Allani, 1974)  إذ تعتم����د ه����ذه الطريق����ة عل����ى تحوي����لCholesterol Esterase   

   (O²)بوجود الأوكسجين 

الل����ذان يعم����لان عل����ى أكس����دة الكوليس����ترول الح����ر    Cholesterol Oxidaseوإن����زيم 

 Hydrogen)و  (Cholest – 4 en -3 one)المتك���ون نتيج���ة التفاع���ل الأول إل���ى 

Peroxidase )   وهذا الأخير  
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  Peroxidaseوبوج���ود أن���زيم   Aminoantiprinel-4و  Phenolيتفاع���ل م���ع الفين���ول 

ا موض����ح ف����ي المع����ادلات  وردي الل����ون وكم����   Quinoneoimineليك����ون كيت����ون آم����ين 

  -التالية :

                                                   Cholesterol Estrase 

Cholesterol Ester --------------------------------› Fatty Acids  + 

Cholesterol      

                                                     Oxidase  Cholesterol  

Cholesterol -----------------------------›Cholest -4-en-3-one + H²O²   

                

                                                   n. 

2H²O² +Phenol  +4-amino –antipyrine ------------------

›Quinoneimine + 4H²O         

                                             Enzym 

  

  طريقة العمل 

, المحل�����ول القياس�����ي    sampleت����م اس�����تخدام ثلاث����ة أنابي�����ب اختب����ار ه�����ي العين����ة 

standard   والكفىءblank  : وحسب الجدول  التالي  

  

Standard     Sample       Blank               المحاليل  

----  10  μ        ---- Sample       

10μ         ----  ----  Standard     

----  ----  10μ         Blank        

1.0ml       1.0 ml      1.0 ml     Reagent  (a)   

 

إل���ى العين���ة والمحل���ول القياس���ي والكف���ىء    reagent  aم���ن  ml 1.0بع���دها أض���يف   

مئوي���ة   37دق���ائق ف���ي الحم���ام الم���ائي بدرج���ة   5ومزج���ت المحالي���ل جي���داً وترك���ت لم���دة 



الفصل الثالث                                                                                   المواد وطرائق العمل 
Materials and Methods    

  
31 

وبع���دها ت���م ق���راءة  الامتصاص���ية له���ا بواس���طة جه���از المطي���اف الض���وئي عن���د الط���ول الم���وجي 

  نانوميتر وذلك بعد تصفير الجهاز بواسطة الكفىء . 510

  

  الحسابات 

  -تم حساب تركيز الكوليسترول الكلي وفقا ً للقانون التالي :

                                                         Sample x n  

Total Cholesterol  M/ dL = -------------------    X N                           

                  

                                                        Standard                       

  : آذ إن

N  =200 . وهو تركيز المحلول القياسي  

Sample  . الامتصاصية الضوئية لعينة المصل =  

Standard  صاصية الضوئية للمحلول القياسي .= الامت  

  

 High  تقFFFFدير تركيFFFFز  الشFFFFحوم البروتينيFFFFة العاليFFFFة الكثافFFFFة  4-1-4-3

denisity     Lipoproteins (HDL)   

بالطريق����ة الإنزيمي����ة    HDLت����م تق����دير تركي����ز الش����حوم البروتيني����ة عالي����ة الكثاف����ة 

وتعتم����د ه����ذه الطريق����ة عل����ى ترس����يب دق����ائق    ( Burstein , 1970)وفق����اً لطريق����ة 

والموج������ودة ف������ي مص������ل ال������دم وي������تم ذل������ك   VLDLو  LDLالاس������تحلاب (الكيلوس������ية ) و

إل���ى مص���ل العين���ات وبع���د الانته���اء     Precipitating reagentبإض���افة معام���ل الترس���يب 

م���ن ه���ذه العملي���ة وض���عت العين���ات ف���ي جه���از الط���رد المرك���زي علم���اً إن المحل���ول الن���اتج بع���د  

وال����ذي يمك����ن قي����اس مس����توى الكوليس����تيرول   HDLعملي����ة الترس����يب رائ����ق  ويح����وي عل����ى 

  .من العدة الخاصة بتقدير مستوى الكوليستيرول    Reagent Aفيه باستخدام الكاشف 

  طريقة العمل 

  -خطوتين هما :  HDLتتضمن طريقة العمل في تقدير مستوى  

م���ل   0.5الترس���يب اس���تخدمت ه���ذه الخط���وة لتحض���ير الراش���ح (الرائ���ق ) وذل���ك بإض���افة  – 1

م��ل م��ن مص��ل ال��دم ويم��زج جي��داً ويت��رك   0.5إل��ى    Reagent 1م��ن محل��ول الترس��يب 
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  10ض��ع ف��ي جه��از الط��رد المرك��زي لم��دة دق��ائق ف��ي درج��ة ح��رارة الغرف��ة , ث��م يو  5لم��دة 

 دورة / دقيقة .  3000دقائق بسرعة 

   HDLتقدير كمية  –2

  قسم العمل على ثلاثة أنابيب اختبار هي (العينة ,المحلول القياسي ,الكفىء )

Standard     Sample       Blank             المحاليل  

---  0.5μ ----  محل�����ول رائ�����ق م�����ن

sample      

0.5μ ---  ---  Standard     

    0.5μ Blank        

2.0ml 2.0ml 2.0ml Working     

Reagent     

  

إل���ى المحالي���ل الثلاث���ة الم���ذكورة أع���لاه ومزج���ت   Reagentم���ل م���ن  2.0بع���دها أض���يف 

مئ��وي وبع��دها تق��رأ   37دق��ائق ف��ي الحم��ام الم��ائي بدرج��ة ح��رارة   5جي��داً ث��م ترك��ت لم��دة 

  نانوميتر  .  510الامتصاصية بواسطة جهاز المطياف الضوئي عند الطول الموجي 

  الحسابات 

  من القانون التالي :  HDL cholesterolتم حساب تركيز 

  

HDL –c Cocentration =  sample           x.STD C.     X 2 

-------------                                  

Standard                                  

  آذ إن :

 C. STD  50= قيمة المحلول القياسي وتقدر mg / dl     

     Precipiting reagent= عامل التخفيف بالمزج مع عامل الترسيب  (2) 

  

  عينات الدم 
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 heart Punctureع����ن طري����ق طعن����ة  القل����ب م����ل م����ن  ال����دم  م����ن القل����ب  10ت����م س����حب 

 ALP  , Caبوس���اطة محقن���ة  طبي���ة لس���حب ال���دم لاج���راء الفحوص���ات الكيموحيوي���ة 

,P), وقي���اس،(الهرمون���ات Estradiol ,FSH, LH)(   وبع���د ذل���ك وض���ع ال���دم بجه���از

دورة/دقيق������ة وق������د ت������م حف������ظ الامص������ال ف������ي ثلاج������ة  3000الط������رد المرك������زي بس������رعة 

Refrigerator   في درجة حرارة(4OC)   .لحين اتمام القياسات  

  

 Measurement of Calcium  قيFFFاس تركيFFFز الكالسFFFيوم    5- 1- 4- 3

Concentration                                                     

ت���م قي���اس  تركي���ز الكالس���يوم ف���ي مص���ل  ال���دم بأس���تخدام جه���از تحلي���ل العناص���ر(الألكترولايت) 

حي���ث وض���ع واح���د م���ل م���ن عين���ة المص���ل المحفوظ���ة ف���ي المك���ان المخص���ص له���ا ف���ي الجه���از 

وت���م الض���غط عل���ى زر الب���دأ بالقي���اس فتش���فط عين���ة المص���ل  Aspiratorويس���مى مك���ان الش���فط 

خ����لال دقيق����ة ع����ن طري����ق الطابع����ة المربوط����ة م����ع  الموض����وعة ف����ي الجه����از،تعرض النت����ائج

  الجهازعلى ورق وتخزن النتائج ايضا في ذاكرة الطابعة. 

  

  ALP Alkaline phosphatesقياس تركيز   6-1-4-3

 Teco Diagonosticsقب����ل ش����ركة  ت����م اس����تعمال ع����دة الاختب����ار الج����اهزة المص����نعة م����ن

) وه����ي طريق����ة انزيمي����ة . حي����ث  ALP (لقي����اس مس����توى فعالي����ة ان����زيم الفوس����فاتيز القاع����دي 

ف����ي مص����ل ال����دم بالطريق����ة اللوني����ة بقي����اس الكثاف����ة اللوني����ة  ALP)(ان����زيم  فعالي����ة تعي����ينت����م 

)Kaplan,1972 (.  

  

 Estimate of EstrogenقيFFFاس تركيFFز هرمFFFون الاسFFFتروجين  7 - 1- 4- 3

hormone Concentration                                                

مص����ل ال����دم الم����أخوذ م����ن حيوان����ات المجموع����ة   مس����توى قي����اس الهرم����ون ف����يي����تم    

وذل���ك  G4ومجموع���ة   G3ومجموع���ة   (G2)وحيوان���ات المجموع���ة الثاني���ة  (G1)الأول���ى 

  -بإتباع الخطوات المرافقة مع عدة الفحص الخاصة المتكونة من المواد الآتية:

: وه��ي أش��رطة ج��اهزة    Esteroidalالخاص��ة بهرم��ون   Strips   ( STR)أش��رطة  -1

  Estradiolمغط����اة بص����فيحة رقيق����ة ومعلم����ة برم����ز   wellsحف����ر  10للاس����تعمال م����ن 

  لغرض تميزها 
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2 – (SPRs)  Solid phase receptacles    ًوه���ي ج���اهزة للاس���تعمال تش���به تمام���ا :

(tip)    المس����تعمل ف����ي الماص����ة الدقيق����ة إلا أنه����ا معلم����ة ف����ي نهايته����ا العريض����ة ب����الرمز

Estradiol   . لغرض تميزها  

3  -(C1)  Estradiol control    م��ن الم��اء المقط��ر  3م��ل    3: ت��م تحض��يره بإض��افة

  دقائق .   5-10ويترك لمدة 

4  - (S1)  Estradiol calibrator   م��ن الم��اء المقط��ر   3مل��م  2: ت��م تحض��يره بإض��افة

  دقائق .   5 – 10ويترك لمدة 

5 – (R1 )   Estradiol dilutant   . وهو جاهز للاستعمال :  

: وه��ي بطاق��ة ج��اهزة تحت��وي عل��ى المعلوم��ات المش��فرة الرئيس��ية لبيان��ات   Mleبطاق��ة  – 6

  المعايرة المستخدمة في تقويم الاختبار الخاص بتركيز هرمون الاستيرايدول . 

  Enzymeاعتم������د مب������دأ قي������اس تركي������ز هرم������ون الاس������تيرايدول عل������ى طريق������ة  

immunoassay sandwich method with a final Fluorescent detection   

         

  

عم���ل الط���ور الص���لب فض���لاً ع���ن عمله���ا  (SPRs)وتعم���ل مس���تلمات الط���ور الص���لب          

أداة ماص���ة ف���ي الوق���ت نفس���ه لأج���ل المع���ايرة . أم���ا المحالي���ل المس���تخدمة ف���ي المع���ايرة فه���ي 

مثلم���ا ه���و   Sealed reagents stripsمحالي��ل ج���اهزة ومحض���رة عل��ى أش���رطة مختوم���ة 

  موضح سابقاً . 

أنج�����زت خط�����وات المع������ايرة أو القي�����اس جميع������اً بش�����كل أوتوم�����اتيكي ع������ن طري�����ق جه������از 

Minvidas   حي����ث يتح����رك وس����ط التفاع����ل بش����كل دوري م����ن وال����ىSPRs   والمحالي����ل

  الموجودة مرات عدة . 

المعلم��ة   Anti-Esteriodl – antibodesت��م نق��ل العين��ة إل��ى داخ��ل الحف��رة الحاوي��ة عل��ى 

Alkaline phosphates    ال����رابط . ويتح����رك خل����يط ( العين����ة / ال����رابط ) بش����كل دوري

وك���ذلك ب���الرابط   SPR, وبه���ذا ي���رتبط المستض���د بالأجس���ام المض���ادة   SPRsم���ن وال���ى 

  .   Sandwichمكونا ً بعد ذلك الشطيرة 

 -methly-4لأس������اس خ������لال الخط������وات  النهائي������ة م������ن المع������ايرة  تتح������رك الم������ادة ا

umbliilferyl phosphate    بش��كل دوري م��ن وال��ىSPRs   ويق��وم الإن��زيم بع��د ذل��ك .

ال���ذي ي���تم   methly- umbliliferone-4بتحل���ل الم���ادة الأس���اس إل���ى الن���اتج المش���ع  وه���و 
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ن����انوميتر ) , وتعتم����د ش����دة الإش����عاع  450قي����اس كمي����ة الإش����عاع في����ه   عل����ى ط����ول م����وجي (

  ة بي للمستضد الموجود في العينعلى  التركيز النس

وف���ي نهاي���ة المع���ايرة حس���بت النتيج���ة بش���كل أوتوم���اتيكي ع���ن طري���ق الجه���از اعتم���اداً عل���ى  

ة النتيج��ة ع��ن طري��ق الجه��از المنحن��ي القياس��ي المخ��زون ف��ي ذاك��رة الجه��از وبع��دها ت��م طباع��

  أيضاً.

  طريقة العمل 

  -تتضمن طريقة العمل الخطوات الآتية :

الخاص��ة بع��دة الفح��ص ف��ي المك��ان المخص��ص له��ا ف��ي جه��از   M / eوض��عت بطاق��ة – 1

Minividas   ليتع���رف ع���ن طريقه���ا عل���ى الاختب���ار بش���كل اوتوم���اتيكي آذ ب���دونها لا ي���تمكن

  الجهاز من أظهار النتيجة ومن ثم طباعتها .

واح���د لك���ل عين���ة م���ن مص���ل ال���دم القياس���ي   SPR & STRت���م  اس���تخدام ش���ريط  – 2

  وتوضع في المكان المخصص لها في الجهاز .   Standard & Controlوالسيطرة 

الخاص��ة به��ا   (1)م��ن عين��ة مص��ل ال��دم ووض��عت ف��ي الحف��رة   ml 100ت��م س��حب  -  3

  ويتم ذلك لمصل الدم القياسي والسيطرة .   Strip (STR)على شريط 

  

الخ����اص   MANUALت����م أتب����اع الخط����وات الخاص����ة بالجه����از والموج����ودة ف����ي ال����ـ -  4

  45, ليق��وم الجه��از بالب��دء بعملي��ة  المع��ايرة بش��كل اوتوم��اتيكي والت��ي تس��تغرق م��دة بالجه��از 

  دقيقة .

م����ن الجه����از   SPRو   STRبع����د أن تم����ت المع����ايرة وطباع����ة النت����ائج اس����تخرجت  -5

  ة خاصة تستعمل لمرة واحدة فقط . ووضعت في حاوي

  

 Estimate of follicularقياس تركيز هرمون محفز الجريبات  8 1-- 4- 3

stimulating hormone  Concentration (FSH)                              

يتم قياس تركيز الهرمون وذلك بإتباع الخطوات المرافقة مع عدة الفحص الخاصة           

  المتكون من المواد الآتية :   FSHبهرمون 

: وه����ي أش����رطة ج����اهزة    FSHالخاص����ة بهرم����ون    Strips   (STR)أش����رطة – 1

, لغ��رض   FSHمغط��اة بص��فيحة رقيق��ة ومعلم��ة  برم��ز   wellsحف��ر   10للاس��تعمال م��ن 

  تميزها .
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2  -(SPRs)  Solid phase receptacles    ًوه���ي ج���اهزة للاس���تعمال تش���به تمام���ا :

(tip)   المس��تعمل ف��ي الماص��ة الدقيق��ة الا انه��ا معلم��ة ف��ي نهايته��ا العريض��ة ب��الرمزFSH   

   لغرض تميزها .

3 – (C1 )  FSH control    م��ن الم��اء المقط��ر ويت��رك   3م��ل   3: ت��م تحض��يره باض��افة

  دقائق .   5-10لمدة 

4  - (S1 )  FSH calibrator    م��ن الم��اء المقط��ر   3مل��م   2: ت��م تحض��يره باض��افة

  دقائق .   5 – 10ويترك لمدة 

5  - (R1 )  FSH dilutant   ال . وهو جاهز للاستعم  

وه���ي بطاق���ة ج���اهزة تحت���وي عل���ى المعلوم���ات  المش���فرة الرئيس���ية لبيان���ات  M/eبطاق���ة  -  6

  المعايرة المستخدمة في تقويم الاختبار الخاص بتركيز الهرمون المحفز  للجريبات .

 Enzymeاعتم�����د مب�����دأ قي�����اس تركي�����ز الهرم�����ون المحف�����ز للجريب�����ات عل�����ى طريق�����ة  

immunoassay sandwich method with a final Fluorescent detection 

. ويق���وم الأن���زيم بع���د  ذل���ك بتحل���ل الم���ادة الأس���اس ال���ى الن���اتج    SPRsدوري م���ن وال���ى  .

  الذي يتم قياس كمية الإشعاع فيه على    Methly- umbliliferone-4المشع وهو 

  

ن����انوميتر ) , وتعتم����د ش����دة الاش����عاع عل����ى التركي����ز النس����بي للمستض����د  450ط����ول م����وجي (

الموج���ود ف���ي العين���ة .  وف���ي نهاي���ة المع���ايرة حس���بت النتيج���ة اتوم���اتيكي ع���ن طري���ق الجه���از  

اعتم���داً عل���ى المنحن���ي القياس���ي  المخ���زون ف���ي ذاك���رة الجه���از وبع���دها ت���م طباع���ة النتيج���ة ع���ن 

  طريق الجهاز أيضا .

  طريقة العمل 

  تتضمن طريقة العمل الخطوات الآتية :      

الخاص��ة بع��دة الفح��ص ف��ي المك��ان المخص��ص له��ا ف��ي جه��از   M / eوض��عت بطاق��ة  -  1

Minividas    ليتع���رف ع���ن طريقه���ا عل���ى الاختب���ار بش���كل اتوم���اتيكي إذ ب���دونها لا ي���تمكن

  الجهاز من أظهار النتيجة ومن ثم طباعتها . 

واح��د لك��ل م��ن مص��ل ال��دم القياس��ي والس��يطرة   SPR & STRت��م اس��تخدام ش��ريط  -  2

Standard & Control   . وتوضع في المكان المخصص لها في الجهاز  

الخاص��ة به��ا عل��ى    (1)م��ن عين��ة مص��ل ال��دم وتوض��ع ف��ي الحف��رة   µl 100ت��م س��حب  -  3

  ويتم ذلك لمصل الدم القياسي والسيطرة .  Strip  (STR)الشريط 
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الخ��اص بالجه��از .   manualاص��ة بالجه��از والموج��ودة ف��ي ال��ـت��م أتب��اع الخط��وات الخ -  4

  دقيقة .   45ليقوم الجهاز بالبدء بعملية المعايرة اتوماتيكي  والتي تستغرق مدة 

م���ن الجه���از    SPRو  STR بع���د ان تم���ت المع���ايرة وطباع���ة النت���ائج اس���تخرجت  -  5

  ووضعت في حاوية خاصة تستعمل  لمرة واحدة فقط . 

 Estimate of LHقيFFFFFاس تركيFFFFFز الهرمFFFFFون اللFFFFFوتيني 9-1 - 4- 3

Concentration  

ت���م قي���اس الهرم���ون الل���وتيني بأتب���اع الخط���وات المرافق���ة م���ع ع���دة الفح���ص الخاص���ة            

  بالهرمون اللوتيني المتكونة من المواد الآتية: 

م��ا وه��ي ج��اهزة للاس��تعمال ومثل   LHالخاص��ة ب��الهرمون الل��وتيني    Stripsأش��رطة -  1

  , فهي تتكون من عشر حفر .   FSHهو الحال في أشرطة الهرمون  المحفز للجريبات 

2  -(SPR2 )  Solid Phosereceptacles     ًوه��ي ج��اهزة للاس��تعمال مش��ابهة تمام��ا :

  الخاصة بهرمون المحفز للجريبات الا انها معلمة بالهرمون اللوتيني .   SPR2الى 

3- (C1 )   LH Control    م��ن الم��اء المقط��ر       ³مل��م   3: ت��م تحض��ره بإض��افة

  دقائق .   5-10ويترك لمدة 

  

4  - (S1)  LH Calibrator    م��ن الم��اء المقط��ر   ³مل��م   2: ت��م تحض��يره بإض��افة

  دقائق .  5- 10ويترك لمدة 

5 –(R1)  LH dilutant    . وهو جاهز للاستعمال :  

تحت����وي عل����ى المعلوم����ات المش����فرة الرئيس����ية : وه����ي بطاق����ة ج����اهزة   M/eبطاق����ة  -  6

  لبيانات المعايرة المستخدمة في تقويم نتيجة الاختبار الخاص بتركيز الهرمون اللوتيني .

 Combines enzymeأيض����اً عل����ى    LHاعتم����د مب����دأ قي����اس تركي����ز هرم����ون        

immunoassay sandwich method with a final Fluorescent detection   

  Anti-LHدث تن���افس ب���ين المستض���د الموج���ود ف���ي العين���ة و المستض���د المعل���م ب���ـإذ يح���

antibodies   المغطي���ة لل���ـSPR1   وف���ي النهاي���ة يتك���ون ن���اتج مش���ع ت���م قي���اس كمي���ة ه���ذا

الإش���عاع ع���ن طري���ق الجه���از بش���كل اتوم���اتيكي . أم���ا بالنس���بة لطريق���ة العم���ل فق���د ت���م أتب���اع 

  الهرمون المحفز للجريبات .  قياسالطريقة ذاتها المستخدمة في أثناء 

  

 Histological preparations التحضيرات النسجية 5-3-
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ف���ي البداي���ة بع���د استئص���الها م���ن  لمقط���ع نس���يج العظ���م ونس���يج ال���رحم ت���م  حف���ظ العين���ة  

اي���ام اس���تخرجت م���ن الفورم���الين  5-4% وبع���د  10الحي���وان ف���ي محل���ول الفورم���الين بتركي���ز

% بع����دها اجري����ت عليه����ا سلس����لة م����ن 70وغس����لت ع����دة م����رات ب����الكحول الاثيل����ي بتركي����ز 

 ,Presnell and Schreibman)العملي����ات اعتم����اداً عل����ى الطريق����ة الموص����وفة ف����ي 

ث�����م ت�����م  تص�����وير المق�����اطع النس�����يجية للعظ�����م وال�����رحم باس�����تخدام ك�����اميرا رقمي�����ة   .(1997

Digital Camera    . عالية الدقة  

          Dehydration and  Clearingالانكاز والترويق  1-

ت��م س��حب الم��اء م��ن النس��يج وذل��ك بتمري��ر النم��اذج ف��ي سلس��لة تراكي��ز تص��اعدية م��ن   

%) ولم�����دة س����اعتين ف�����ي ك����ل تركي�����ز 100%، 95%، 90%، 80%، 70الكح����ول الاثيل����ي (

 بعدها روقت النماذج بوضعها في الزايلين لمدة ساعتين.

                      Infiltrationالتشريب  2-

بع���د الانته���اء م���ن عملي���ة التروي���ق نقل���ت النم���اذج ال���ى قن���اني حاوي���ة عل���ى خل���يط م���ن   

م) المنص�����هر والمرش������ح  60ْ-57(ذي درج�����ة انص�����هار  Paraffin waxش�����مع الب�����رافين

ك م وذل��� 60ْلم���دة نص���ف س���اعة داخ���ل ف���رن كهرب���ائي درج���ة حرارت���ه  1:1وال���زايلين بنس���بة 

  لابقاء الشمع منصهراً ولضمان تمام عملية التشريب الكامل للنماذج بالشمع نقلت الى 

  

قن��اني اخ��رى حاوي��ة عل��ى ش��مع الب��رافين داخ��ل الف���رن ايض��اً لم��دة س��اعة واح��دة ث��م نق��ل م���رة 

  اخرى الى قناني اخرى حاوية على شمع البرافين لمدة ساعة واحدة ايضاً.

  Embeddingالطمر 3-

ب م���ن الش���مع حاوي���ة عل���ى نم���اذج العين���ات وذل���ك بص���ب الش���مع ف���ي ت���م عم���ل قوال���  

قوال���ب بلاس���تيكية خاص���ة طم���رت فيه���ا النم���اذج وترك���ت ف���ي درج���ة ح���رارة المختب���ر لتتص���لب 

  ثم فصلت عن القالب وحفظت حتى وقت تقطيعها

                Sectioningالتقطيع 4-

ع النم�����اذج لتقطي����� Rotary Microtomeت�����م اس�����تخدام جه�����از المش�����راح الي�����دوي   

م���ايكروميتر، ث���م حمل���ت اش���رطة المق���اطع عل���ى ش���رائح زجاجي���ة  6-5م���ا ب���ين  ت���راوحوبس���مك 

Slides  45نظيف���ة وممس���وحة ب���آح م���اير بع���د ان وض���عت ف���ي حم���ام م���ائي درج���ة حرارت���ه-

 Hotدقيقت��ين لض��مان ف��رش المق��اطع بع��دها ترك��ت عل��ى ص��فيحة س��اخنة  -م لم��دة دقيق��ة 50ْ

Plate  م.◌ْ  37لتجف بدرجة حرارة  
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          staining and Mountingالتصبيغ والتحميل  5- 

 -ص��������������بغت جمي��������������ع المق��������������اطع النس��������������جية باس��������������تخدام ص��������������بغة هيماتوكس��������������لين

دق����ائق  5اذ وض����عت الش����رائح ف����ي ال����زايلين لم����دة Haematoxylin-Eosin stainايوس����ين

%،  100لل����تخلص م����ن الش����مع ث����م م����ررت بسلس����لة تراكي����ز تنازلي����ة م����ن الكح����ول الاثيل����ي (

%) لم������دة دقيقت������ين ف������ي ك������ل تركي������ز بع������دها ص������بغت بص������بغة %50، %70، %80، 90

الهيماتوكس���لين لم���دة دقيق���ة  واح���دة ث���م غس���لت بالم���اء المقط���ر لم���دة دقيقت���ين بع���دها غطس���ت 

ب����الكحول الحامض����ي لم����رتين او ث����لاث م����رات لازال����ة الص����بغة الزائ����دة ث����م ص����بغت بص����بغة 

%، 50عدية م���ن الكح���ول الاثيل���ي (الايوس���ين لم���دة رب���ع دقيق���ة ونقل���ت بع���دها ال���ى سلس���لة تص���ا

ت�����ين ف�����ي ك�����ل تركي�����ز م�����ا ع�����دا التركي�����ز يق%) ولم�����دة دق%100، %95، %90، %80، 70

  الاخير 

دق���ائق  10دق���ائق ث���م روق���ت ب���الزايلين بم���رحلتين ف���ي ك���ل مرحل���ة لم���دة  5وض���عت في���ه لم���دة 

لتثبي����ت  Canada Balsamبع����دها اجري����ت عليه����ا عملي����ة التحمي����ل باس����تخدام بلس����م كن����دا 

س����اعات لتك����ون ج����اهزة  8الش����ريحة ث����م ترك����ت عل����ى ص����فيحة س����اخنة لتج����ف لم����دة غط����اء 

  .للفحص 

  

  

  Microphotographyالمجهريالتصوير  5-3  

 Olympus lightت���م تص���وير المق���اطع النس���يجية باس���تخدام مجه���ر ض���وئي ن���وع 

microscope  مزود بكاميرا رقميةDigital Camera   نوعOlympus .عالية الدقة  

  

  الجزيئية الدراسة6-3 

 فحص تفاعل سلسلة البلمرة في الوقت الحقيقي الكمي 1-6-3- -

 Quantitative Real-Tim PCR qRT-PCR                                 

             

 (الاستنس���اخ العكس���ي) و اج���ري فح���ص تفاع���ل سلس���لة البلم���رة ف���ي الوق���ت الحقيق���ي الكم���ي     

لك���ي نس���تدل عل���ى   mRNAوذل���ك لقي���اس المس���تويات الكمي���ة للح���امض الن���ووي المراس���ل 
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 ,collagen- І,  fibronectinلجين��ات   Gene expressionمق��دار التعبي��ر الجين��ي 

and kappa-B) (  ف��ي انس��جة العظ��م لان��اث الاران��ب بالتجرب��ة للمج��اميع المعالج��ة مقارن��ة

وال��ذي يس��تعمل كج��ين م��نظم قياس��ي  , β-actinن بمجموع��ة الس��يطرة ،ك��ذلك ت��م اس��تخدام ج��ي

 Wang and)الموص���وفة م���ن قب���ل لحس���اب التعبي���ر الجيني.اج���ري الفح���ص تبع���ا للطريق���ة 

Hardy ,2004) : وكما يلي  

  

  Total RNA extractionاستخلاص الحامض النووي الرايبوزي الكلي   1-

وذل���ك باس���تخدام ع���دة  م���ن انس���جة العظ���م ت���م اس���تخلاص الحم���ض الن���ووي الرايب���وزي الكل���ي   

(TRIzol® reagent kit)وت���م العم���ل بالع���دة م���ن قب���ل ش���ركة ب���ايونير الكوري���ة  المجه���ز

  -حسب تعليمات الشركة كما في الخطوات التالية:

ومجانس���تها بزواس���طة النيت���روجين الس���ائل لانس���جة الارن���ب  طح���ن عظ���م الفخ���ذ والس���اعد 1-

 ®TRIzol .لم���ادة   ml 1واض���افة ،ث���م نق���ل ب���اودر الانس���جة ال���ى انابي���ب ابن���دروف 

reagent kit   ثانية. 30بعدها رجت الانابيب لمدة  

  ثانية.  30الكلوروفورم لكل انبوب ورجت ايضا لمدة م200μl  1 اضافة  2-

.بع����دها وض����ع ف����ي جه����از الط����رد المرك����زي دقائق 5الخل����يط حض����ن عل����ى ال����ثلج لم����دة  3-

12000 rpm  4بدرجة حرارةC°  قة .  15لمدة�Cد  

  

مــ500μl  1واض��يف الي��ه كمي��ة نقل��ت الطبق��ة العلي��ا الش��فافة ال��ى انبوب��ة ابن��دروف جدي��دة   4-

  .    الای�و9DوDان2ل

 10لم���دة °4C  م���رات وحض���ن بدرج���ة  4-5م���زج الخل���يط بواس���طة تقلي���ب الانبوب���ة  5- 

دق���ائق لل���تخلص م���ن الط���افي وبق���اء  10ووض���ع الخل���يط بجه���از الط���رد المرك���زي لم���دة  دق���ائق

  الراسب بالانبوبة.

والت���ي مزج���ت جي���دا بواس���طة جه���از    %80ب�89'ـــ�  م���ل م���ن الايث���انول 1 اض���يف للراس���ب 6-

vortex   .  

 دق����ائق وبس����رعة 5لم����دة °م 4بدرج����ة ح����رارة  الانابي����ب دخل����ت بجه����از الط����رد المرك����زي 7-

12000 rpm.  



الفصل الثالث                                                                                   المواد وطرائق العمل 
Materials and Methods    

  
41 

   بالهواء. وترك لكي يجف  RNAمن  pelletنتخلص من الطافي ونأخذ المترسب  8-

ال���ذي يض���اف  الم���اء)  50μl Diethyl PyroCarbonate) DEPCاض���يف للراس���ب  9-

  حتى يفصل. vortexويخلط بواسطة الرج المستمر بجهاز ال  RNAالى راسب ال

  مئوية . 20-بدرجة  RNAيحفظ مستخلص ال  10-

  

  

  DNase I Treatmentالمعاملة بانزيم  2-6-3-

 DNase Iان����زيم بأس����تخدام  RNAت����م معامل����ة المس����تخلص م����ن الحم����ض الن����ووي         

ف���ي عملي���ة الاس���تخلاص وذل���ك بالاعتم���اد عل���ى  DNAلل���تخلص م���ن بقاي���ا الحم���ض الن���ووي 

  طريقة عمل عدة الانزيم كما في الجدول الاتي :

Mix volume 

Total RNA 10 μl 

DNase I enzyme 1 μl 

10x buffer 2 μl 

Free RNase water 7 μl 

Total 20 μl 

  

لم��دة نص��ف س��اعة ،وبع��دها  °37Cبع��د ذل��ك ت��م حض��ن الم��زيج ف��ي الحاض��نة بدرج��ة ح��رارة 

دق��ائق  10وحض��نت لم��دة  1μl of 25mM  EDTAميكروليت��ر م��ن م��ادة ال  1اض��يف 

  . DNaseوذلك لتثبيط فعالية انزيم  °65Cبدرجة 

  

 Assessment ofقيFFFFاس ونقFFFFFاوة الحFFFFامض النFFFFFووي الرايبFFFFFوزي 3-6-3-

Total RNA concentration and purity                               

                

كش����ف عن����ه بقياس����ه بواس����طة  RNAالمس����تخلص الكل����ي للح����امض الن����ووي الرايب����وزي       

Nanodrop spectrophotometer,( Thermo. USA)  ع����ن طري����ق تحدي����د تركي����ز
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اولا ث�����م قي�����اس نق�����اوة الح�����امض الن�����ووي  RNA (ng/μL)الح�����امض الن�����ووي الرايب�����وزي 

 (nm 260/280)فــــي  1.8م����ن خ����لال ق����راءة الامتصاص����ية بنس����بة   RNAالرايب����وزي 

  -على النحو التالي : وللتأكد من وجود الحامض النووي باستخدام الترحيل الكهربائي

حي����ث ت����م اختي����ار برن����امج قي����اس الح����امض   Nanodrop softwareبع����د تش����غيل جه����از 

 نق���وم بتص���فير ركي���زة المقي���اس م���رتين باس���تخدام ورق نش���اف خ���اصو RNAالن���ووي ن���وع 

) باس���تخدام مايكروبايبي���ت معقم���ة عل���ى ddH2Oم���ايكروليتر م���ن( 1 بالجه���از وذل���ك بوض���ع 

  .ينات سطح ركيزة المقياس وجراء التصفير وبعدها نقوم بتنظيف الركيزة لقياس الع

ميكروليت��ر 1 باس��تخدام   RNAلب��دء عملي��ة قي��اس تركي��ز ال   okنق��وم بالض��غط عل��ى ال��زر

المس���تخلص وم���ن ث���م نق���وم بتنظي���ف ركي���زة المقي���اس الجه���از م���رة  RNA م���ن ك���ل م���ن ال 

المس���تخلص   RNA وك���ذلك ت���م تحدي���د نق���اوة عين���ات ال.اخ���رى لقي���اس العين���ة الاخ���رى 

عل���ى ط���ولي الم���وجين  Nanodrop Spectorphotometer بق���راءة الامتصاص���ية جه���از

)260nm\280nm اذ ان الحم����ض الن����ووي الرايب����وزي المس����تخلص يع����د نقي����ا عن����دما يك����ون (

الكهرب���ائي ب���الهلام  الترحي���ل)  بع���د ذل���ك نق���وم باس���تخدام طريق���ة 1.8نس���بة الامتصاص���ية ه���ي (

Agarose gel electrophosis   ترحي���ل الحم���ض ان���وويRNA  ذل���ك لتحدي���د س���لامة) 

Integrity ال (RNA  وت����م اج����راء ه����ذه الطريق����ة  .م����ن التحلي����ل بفع����ل الانزيم����ات المحلل����ة

  :كالاتي 

باس���تخدام   ونغلي���ه 1x TBE bufferبمحل���ول  بإذابت���هم���ن ه���لام الاك���اروز  %1ت��م تحض���ير 

Magnetic stirrer Hot  البلورات في محلول الاكاروز ذوباندقيقة لحين  15لمدة.  

  

للمحل���ول ويوض���ع الج���ل ف���ي قال���ب  برومي���د الاثي���ديومم���ايكروليتر م���ن  3بع���د ان يب���رد نظي���ف 

  1عل���ى بع���د و الج���ل تك���وين الحف���ر  ق���رب اح���د نهاي���ةلتثيب���ت مش���ط  بع���د   taryص���ب اله���لام 

دها ينق���ل ال���ى جه���از الترحي���ل ع���ب.دقيق���ة 30 س���م م���ن ط���رف القال���ب وت���رك ليتص���لب لم���دة 

  . 1x TBE bufferالكهربائي والذي يحتوي على محلول 

 25)  بم������زج LOADINGلغ������رض اج������راء عملي������ة التحمي������ل ( RNAض������رت عين������ات ح

م�����ايكروليتر م�����ن دارى التحمي�����ل   5م�����ع   RNAم�����ايكروليتر م�����ن عين�����ة الحم�����ض الن�����ووي 

  100ت���م ترحي���ل العين���ات ب���امرار ف���رق جه���د ق���دره  .ونقل���ت العين���ة ال���ى اح���دى حف���ر اله���لام

  .ساعة  ةفولت لمد



الفصل الثالث                                                                                   المواد وطرائق العمل 
Materials and Methods    

  
43 

 226لمس���تخلص عن���د الط���ول الم���وجي ا RNAت���م فح���ص مواق���ع ح���زم الحم���ض الن���ووي 

nm  ثم صور الهلام لغرض توثيق النتائج.  

  cDNA Synthesisطريقة تصنيع ال 4-6-3 

م����ن عين����ات   DNAالمكم����ل ل����ل  cDNAت����م اس����تخدام طريق����ة تص����نيع الحم����ض الن����ووي 

  Accupower Rockcriptالمس���تخلص باس���تخدام ع���دة   RNAالحم���ض الن���ووي ل���ل

RT Premix  Kit  وت��م اج��راء ه��ذة العملي���ة  .المجه��زة م��ن قب��ل ش��ركة ب��ايونير الكوري��ة

  :بحسب طريقة عمل العدة كما في الجدول الاتي 

  

  

Volume cDNA master mix 

10 μL Total RNA 

2 μL Oligo(dT) 15 primer 10 pmole 

8 μL DEPC water 

20 μL Total 

 

  

  

  

الت��ي ذك��رت ف��ي الج��دول اع��لاه   RT Master Mixبع��د ذل��ك ت��م اض��افة مكون��ات الم��زيج 

 Reverseوالحاوي����ة عل����ى ان����زيم الاستنس����اخ العكس����ي  cDNAال����ى انابي����ب ع����ده تص����نيع 

Trancription 

) Exispinوم�����ن ث�����م وض�����عت جمي�����ع الانابي�����ب ف�����ي جه�����از الط�����رد المرك�����زي الم�����ازج ( 

Vortex Centerifuge  

الانابي����ب ال����ى جه����از ال����دوار  بع����د ذل����ك ت����م نق����ل .لم����ده ثلاث����ه دق����ائق  3000rPMبس����رعة 

البرن�����امج الح�����راري لعملي�����ة ) وت�����م تطبي�����ق Thermocycler )Mygene.Koreaالح�����راري 

  :بحسب طريقة عمل العده كما في الجدول الاتي cDNAتصنيع ال 
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Step Cycle Temperature Time 

cDNA 

synthesis 
1 50°C  1 hour 

Heat 

inactivation 
1 95°C 5 minutes 

  

 Real-Timeلح���ين اس���تخدامها ف���ي فح���ص  -20حف���ظ بدرج���ة للبع���د ذل���ك نقل���ت العين���ات 

(PCR) .  

  

  Quantitative Real Time PCR (qPCR)فحص 5-10-3 

  وك����ذلك لتحدي����د مس����توى التعبي����ر الجين����ي cDNAلعين����ات ال  qPCRت����م اج����راء فح����ص 

ذلك لج����ين وك��� (collagen- І,  fibronectin, and kappa-B gene)لجين���ات 

  اذ تم استخدام عده  β-Actinالمحافظ القياسي 

(AccuPower® 2X GreenStarTM qPCR Master mix kit, Bioneer. 

Korea),   لاج���راء ه���ذا الفح���ص والح���اوي عل���ى  ,ب���ايونير الكوري���ة  ش���ركةالمجه���زه م���ن قب���ل

-Realص����بغه الس����ايبر الخض����راء والت����ي تتفاع����ل م����ع الجين����ات المتض����خمه ف����ي جه����از ال 

Time  PCR ) وق��د ت��م اج��راء الفح��ص بحس��ب طريق��ةPrasanthi,et ,al, 2011. كم��ا (

   :ياتي 

  

  

qPCR master mix Volume 

2X Green star master mix 25µL 

cDNA template (10ng/µL) 10µL 

Forward primer (10pmol) 1µL 

Reverse primer (10pmol) 1µL 



الفصل الثالث                                                                                   المواد وطرائق العمل 
Materials and Methods    

  
45 

DEPC water 13 µL 

Total 50µL 

  

  

 ذك���رت ف���ي الج���دول اع���لاه ال���ى انابي���ب ع���ده  يبع���د ذل���ك ت���م اض���افة ه���ذه المكون���ات الت���

Accupower2x Greenstar  qPCR Master Mix  والحاوي���ة عل���ى م���زيج تفاع���ل

وم�����ن ث�����م  . Quantitative Real-Time PCRص�����بغة الس�����ايبر الخض�����راء لفح�����ص 

 Vortex Centrifugeوض����عت جمي����ع الانابي����ب ف����ي جه����از الط����رد المرك����زي الم����ازج 

(Exispin)   3000بس���رعةrPM  وبع���دها نقل���ت ص���فيحة جه���از  .لم���ده ثلاث���ة دق���ائقReal 

–Time PCR .. USA) وت��م تطبي��ق الظ��روف الحراري��ة (qPCR Thermocycler 

Conditions  لكل الجينات حسب طريقة عمل عده كما في الجدول الاتي  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

Step Condition Cycle 

Pre-Denaturation 95 °C  5 min 1 

Denaturation 95 °C  20 sec 
45 

Annealing/Extension 60 °C  30 sec 



الفصل الثالث                                                                                   المواد وطرائق العمل 
Materials and Methods    

  
46 

Detection (Scan) 

Melting curve 60-95°C 1 

  

  Real- Time PCR Data Anlysis :طريقة تحليل البيانات 6-10-3 

ي��ل البيان��ات الناتج��ة م��ن تفاع��ل السلس��لة المتبلم��ر ف��ي الوق��ت الحقيق��ي الكم��ي م��ن خ��لال لت��م تح

 Livak And) 2001والت���ي وض���عت م���ن قب���ل (  Livak Methodاس���تخدام طريق���ة 

Schmittgen,  

) والكمي���ة المطلق���ة Relative Quantitiveوالت���ي تعتم���د عل���ى اس���تخراج الكمي���ة النس���بية (

)Absolute Quantitive م����ن خ����لال عملي����ة تص����حيح ومعادل����ة الجين����ات اله����دف م����ع (

ذات معن����ى ب���ايولوجي ك����ل عين����ة م����ن عين����ات اله����دف نت����ائج العين���ات الس����يطره حت����ى تك����ون 

تص���حح م���ع عين���ه الس���يطره لين���تج مس���توى مح���دد م���ن التعبي���ر النس���بي وكم���ا ف���ي المع���ادلات 

 :التالية 

 Test Calibrator (cal) 

Target gene CT(target, test) CT(target, cal) 

Reference gene                  CT(ref, test) CT(ref, cal) 

 

   First, normalize the CT of the reference (ref) gene to that of the 

target gene, for calibrator sample: 

   ∆CT (calibrator) = CT (ref, calibrator) – CT (target, calibrator) 

            

         Ratio (reference/target) = 2CT (reference) – CT (target) 

Second, normalize the CT of the reference (ref) gene to that of the 

target gene, for the test sample: 

   ∆CT (Test) = CT (ref, test) – CT (target, test) 

            Ratio (reference/target) = 2CT (reference) – CT (target) 
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So, the relative expression was divided by the expression value of 

a chosen calibrator for each expression ratio of test sample.  

  cell viability assayقياس الفعالية الحيوية للخلايا - 3-7

لقي���اس الفعالي���ة  Microtiter plate colorimetric assay(MTT))ت���م اج���راء اختب���ار 

م�����ن  ملغ�����رام 5ل�����ة بالاس�����تروجين النب�����اتي ت�����م اذاب�����ة مالحيوي�����ة للخلاي�����ا العظمي�����ة بع�����د المعا

م���ل م���ن الم���اء المقط���ر بع���د ذل���ك ت���م تحض���ير تراكي���ز تص���اعدية  1المس���تخلص المجف���ف ف���ي 

 DMEM)عظ��م يف بالوس��ط الزرع��ي الخ��اص بخلاي��ا الفم��ل ب��التخ/ملغ��م 5م��ن المس��تخلص 

media) Dubleco,s modified Eagl medium   م��ن مص��ل  %2الت��ي تحت��وي عل��ى

) ي���تم زراع���ة خلاي���ا العظ���م بتركي���ز Fetal Bovine Serum  )FBSالجن���ين البق���ري 

1*10 cell/well  ف��ي اطب���اقat well plates   ت��م تنمي���ة الخلاي��ا ف���ي ظ��روف القياس���ية

 ورطوب��ة مناس��بة ف��ي حاض��نة الخلاي��ا لم��دة  37Cوح��رارة  CO2م��ن  %5تتض��من مس��توى 

س����اعة بع����د ازال����ة الوس����ط الزرع����ي تح����ت اض����افة التراكي����ز مختلف����ة م����ن   24 ,72,48

م������ل مخفف������ة  /م������ايكروغرام  )(400,200,100,50,25,12.5الاس������تروجين النب������اتي وه������ي

 10س��اعة تح��ت اض��افة   24, 48 ,72بالوس��ط الزرع��ي كم��ا ذك��ر اع��لاه بع��د الحض��ن لم��دة 

ف����ي المحل����ول الم����نظم  م����ل مخف����ف /ملغ����رام 5بتركي����ز   mttر م����ن محل����ول ال م����ايكرولت

س���اعات بع���دها ازي���ل المحل���ول وتم���ت  4وت���م حف���ظ الخلاي���ا بالحاض���نة لم���دة . pBsللفوس���فات 

بجه����از قي����اس الكثاف����ة الض����وئية  570nmوالق����راءة عن����د الط����ول الم����وجي   dmsoاض����افة 

micro plate reader  نوعTecan infinite M 200                                   

 Percentage of viability=(Absorbance of treated cells / Absorbance 

of untreated cells ) *100  

تس����اوي الامتصاص����ية للخلاي����ا المعالج����ة عل����ى الامتصاص����ية  الخلاي����ا النس����بة المئوي����ة لفعالي����ة

  ب بمئةوللخلايا غير المعالجة مضر

 

   Assessment of gene Expressionتقدير الفعالية الجينية  1-7-3 -

الي��ة الجيني��ة للجين��ات المس��ؤولة ع��ن بن��اء الم��ادة البيني��ة للنس��يج فعف��ي ه��ذه التجرب��ة ت��م تق��دير ال

ت����م زراع����ة خلاي����ا  Osteoblastالعظم����ي والت����ي تعك����س فعالي����ة ونش����اط الخلاي����ا العظمي����ة 

وحفظ���ت الخلاي���ا ف���ي  T75ي ن���وعي ف���ي وع���اء زرع��� 10*2بتركي���ز   Osteoblastالعظ���م 

اس���تخدمت لك���ل  T75زرعي���ة الوعي���ة لاا ثن���ان م���ن) ا37c ,co2 5%الظ���روف القياس���ية (
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والف����ايبرونكتين تح����ت معامل����ة الخلاي����ا بتركي����زين  Iج����ين تح����ت الدراس����ة وه����ي الك����ولاجين 

م��ل والت��ي ه��ي ادن��ي م��ن  /م��ايكروغرام   25, 50مختلف��ين م��ن الاس��تروجين النب��اتي وه��ي 

بع���دها   Controlلس���ام للخلاي���ا وحف���ظ وع���ائيين ب���دون معامل���ة كمجموع���ة الس���يطرة مس���توى ا

 .ساعة في الحاضنة   48حفظت الخلايا لمدة 

 Totel RNA Extractionالكلي   RNAاستخلاص ال 2-7-3   -

ت ازال���ة الوس���ط الزرع���ي واض���افة ان���زيم التربس���ين م���س���اعة )ت48فت���رة الحض���ن ( بع���د انته���اء

ت����م جم����ع الخلاي����ا  trypsinizationلغ����رض فص����ل الخلاي����ا ع����ن س����طح الوع����اء الزرع����ي 

 . RNAلغرض استخلاص ال   trizol reagentبالطرد المركزي واستخدام طريقة 

  RNAمن عينة ال   DNA genomicالجينومي  DNAازالة ال3-7-3  

ح���امض نقي���ة وخالي���ة م���ن بقاي���ا ال RNAل���ة لغ���رض الحص���ول عل���ى العين���ات متم���ت ه���ذة المعا

الن����اتج  RNAلغ����رض تق����دير فق���ط مس����توى ال  GENOMIC DNAالجين����ومي 3 الن���ووي

ي��تم حض��نة م��ع ان��زيم الهاض��م  RNAم��ن نش��اط الج��ين تح��ت الدراس��ة بع��د الحص��ول عل��ى ال 

  . DNase Iويسمى  DNAلل 

 

 RNA )cDNAمFFFFFFن عينFFFFFFة ال  تممالمDNA  FFFFFFتحضFFFFFFير ال4-7-3 

Preparation(  

 DNATrascriptionبواس������طة مجموع������ة ال  cDNAال������ى   RNAت������م تحوي������ل  ال  

  . Applied ,Biosystem,USAالمتوفرة لدى شركة 

  QRT.PCR الكمياستخدام تقنية تفاعل سلسلة البلمرة 5-7-3  

والص���بغة  Applied Biosystem  (7500  ABIاجري���ت ه���ذه التقني���ة باس���تخدام جه���از (

ل���������دى ش���������ركة  Syber green fluorescence dyeالمش���������عة ض���������وئيا 

appliedbiosystem ,usa  تمت معايرته بنشاط النشاط الجيني للجينات تحت الدراسة  

  

وال���ذي  β-actinتت���اثر بالمعادل���ة مث���ل بيت���ا اكت���ين لااح���دى الجين���ات ذات الفعالي���ة الثابت���ة والت���ي 

  . indogenous geneيسمى الجين الداخلي 

   PCRلتفاعل سلسلة البلمرة  Primerتصميم البادئات 6-7-3  
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 GENالوراثي���ة للجين���ات تح���ت الدراس���ة ت���م الحص���ول عليه���ا م���ن بن���ك الجين���ات  المعلوم���ات

Bank   البادئ���ات الامامي���ةforward primer  والخلفي���ة   reverse primers ت���م

الناتج���ة م���ن تفاع���ل   DNAالدراس���ة ليك���ون ط���ول القطع���ة ال تص���ميمها لك���ل الجين���ات تح���ت 

قب����ل الب����دء  )(bp 100زوج م����ن القواع����د النتروجيني����ة   100تقربي����ا  repliconالبلم����رة 

 التقلي����دياولا ت����م اج����راء تفاع����ل البلم����رة  Real Time  PCRبتفاع����ل البلم����رة الات����ي 

conventional PCR  خصوص���ية تفاع���ل والتاك���د م���ن ج���ودة البادئ���ات ولغ���رض التاك���د م���ن

يش���ير  melting cureاج���ري تفاع���ل تخص���ص البادئ���ات  Primer specificityالبادئ���ات 

وتسلس����ل القواع����د  gene bankرم����ز الجين����ات م����ن قب����ل الجين����ات  )(3-1الج����دول رق����م 

وال���ى   reverse primerوالخلفي���ة  forward primerالنتروجيني���ة للبادئ���ات الامامي���ة 

وتس����مى  DNAع����ن ش����ريط ال   primer الب����ادئها ددرج����ة الح����رارة الت����ي ينفص����ل عن����

Melting TEMP ™  ت��م تحلي��ل البيان��ات الناتج��ة م��ن تفاع��ل السلس��لة البلم��رة الا ف��يRT 

,PCR   2003وحسب دراسة) Book out mangeladorf(    . 

  التحليل الاحصائي  8-3

للاس���تدلال عل���ى الدلال���ة المعنوي���ة، كم���ا اس���تعمل المعام���ل  student t-testاس���تخدم اختب���ار 

ف����ي المقارن����ة ب����ين   LSD(Least Significance Differenceالمعن����وي الأص����غر(

والخط����أ   Meanالنت����ائج فض����لا ع����ن الطرائ����ق العياري����ة المس����تخدمة ف����ي تحدي����د المتوس����ط 

  ).2000(الراوي، p<0.05عند مستوى دلالة  القياسي
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من حبوب   Phytoestrogen  (لاستروجين النباتي)  استخلاص -التجربة الاولى 1-4

 الفاصولياء البيضاء المجففة 

ج دددل   ا دددمي   حبدددال اصوليددداصملف اصبووودددا باا دددها اصيددد ط اص   بدددل    طحددد بعددد          

 ß-17 اصقمل دد  الايسددم يايا ه مددا   وقدد  ا دددمي   اصس سددتمل صضدد ل الددت اصبسددميت  

Esterdiol    صتبقلرندددا واص عدددس خددد  مسدددميت  الا دددم وجم  اص بدددلPhytoestrogen.  ددد 

صميضددا اصددم اصمو بددا اصولنمددا وهدد   ح يدد   حوظددب بق ددلن   جلجمددا دد   اصحلددا  ختددم اصبسددميت  

 .اصو خا اصبؤث ة

 

تحديةةةد الجراةةةة المةةةخلر  لمتةةةتخ ا الاسةةةتروجين النبةةةاتي التجربةةةة اليا يةةةة  2-4

Determination of ED50 of  Phytoestrogen extract 

 Doseمدد  لدد   يرا ددا م ح ددم الا ددمولبا صتودد   اصبيمتوددا  ED50 دد  قمددلج اصو خددا اصبددؤث ة 

response curve ,  جدد    لددلخ يا ميمتوددا مدد  اصبسددميت  واخهمددل لانددل   5وقدد  ا ددمي مل

وكبددل  .،صمح يدد  اصو خددا اصبددؤث ة صتبسددميت   ا ددلبما اربعدداالارانددب بددلصحق  اصعضددت  ياممددل وصبدد ة 

 :يت  

  ا ددمي مل بعددم اصبعددليم  اصالمومددا صمح يدد  اصو خددا اصبددؤث ة صبسددميت  نبددل  اصوليدداصمل موددتوقدد  

 Highاصعدددحا  اصب و م مدددا خلصمدددا اص ولادددا ، Total Cholesterol(TC)  اص اصسدددم و  اص تددد 

lipoprotein density(HDL)   ،   وذصدددن مددد  لددد   اصحقددد  اصعضدددت  اصمدددام  صتبسدددميت

صقدد  بم ددل اص مددل ن ا  ه ددلم  دد ثم  مع ددا   .( 4-2(،  4-1اصودد او    كبددل مبددم  ادد أ ددلبما  4وصبدد ة 

 .  p<0.05خ   مسماى ا ميمتوا صتبسميت  ختم اصلول  اصبذكارة وببسمايل  مع اي
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 في مصل الدم Total Cholesterol(TC)قياس متتوى الكولتترول الك ي   1-

اددد  مسدددماى اص اصسدددم و  خ ددد  معلمتدددا اندددل   ( P<0.05اشدددلر  اص مدددل ن اصدددم  دددلثم  مع دددا   

 0.1، 0.07 الاراندددب  ببسدددميت  الا دددم وجم  اص بدددل    .صقددد  ا دددمي مل اصوددد   اصملدددلخ يا 

 .مدد  اصبسددميت  صحقدد  اصحماانددل  صبدد ة اربعددا ا ددلبما ممملصمددامتضدد  غكضدد  ( 0.7و  0.5،  0.2،

(اددد   P<0.05ا  الانيودددلل اددد  مسدددماى اص اصسدددم و  كدددل  مع ايدددل   ( 4-1اصوددد و    يبدددم 

 6.31±99.5, ( 6.48±110   مقلرندددددددا مدددددددا الا دددددددلبما الالددددددد ى الا دددددددبا  اصولصددددددد  

 .  7.88±95.2)(و 

 Total(TC) ( تألير الجرع المخت فة من متتخ ا الاستروجين النباتي ا ى تركيز الكولتتيرول الك ي (4-1جدول

Cholesterol (mg/dl  في مصل ا اث الارا ب المح ية) 

 مجاميع ال

 

 الفتر 

  

 الزمنية     

 

G1 

 

 

G2 

0.07 mg / 

kg 

 

G3 

0.1 mg / 

kg 

 

G4 

0.2 mg / kg 

 

 

 

G5 

0.5 mg / 

kg 

 

G6 

0.7 mg / 

kg 

 A  126.76 الاسبوع الاول 

±10.98  a 

126.30  A 

±11.01  a 

125.99 A 

±8.34  a 

126.37 A 

±5.30  a 

127.01 A 

±8.10 a 

126.86 A 

±7.60  a 

 A  127.80 الاسبوع اليا ي 

a  ±10.00 

126.01  A 

a  ±10.43 

121.41 A 

b  ±5.11 

120.67   B 

  c  ±5.03 

119.05  B 

±7.54  d 

116.80   B 

±6.90 d  

 A  127.1 الاسبوع اليالث

a  ±11.01 

127.90  A 

a  ±8.22 

118.20 B 

b ±7.98 

      110   C 

c  ±6.84 

99.5   C 

±6.31  c 

95.2    C 

±7.88  d 

 A  126.92 الاسبوع الرابع 

±10.63   a 

128.81  B 

±12.01   a 

120.11 A 

±7.37  b 

114.38     C 

±7.73    c 

100.11 C 

±7.41   d 

99.80  D 

±8.4     d    

ضمن  الفتر  الزمنيةفروق معنوية بين  وجود تدل ا ى  اموديا ( لكل مجمواة,الحروف المخت فة الكبير  n=8)  الخطأ القياسي ±المعدل القيم تدل ا ى 

 .  p<0.05 اند متتوى المجاميعفروق معنوية بين  وجود تدل ا ى  افقيا الحروف المخت فة الصغير ، p<0.05اند متتوى المجمواة 
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الكيافة   2- االية  البروتينية  الشحوم  متتوى  في    High lipoprotein density(HDL)قياس 

 مصل الدم

اص بددل   ختددم مسددماى  ( يبددم   دد ثم  اصودد   اصبيمتوددا مدد  اصبسددميت  ص  ددم وجم  4-2جدد و   

اذ صددداحي  يدددلية  High Density Lipoproteins (HDL) اصعدددحا  اصب و م مدددا خلصمدددا اص ولادددا

 G )G1 0.07( صبددد ة شددد   وختدددم مسدددمايل  ميمتودددا امبدددل خددد ا موباخدددا  P<0.05مع ايدددا  

mg/kg . ), 0.5،  0.2، 0.1كبددل صدداحي  يددلية مع ايددا صبوباخددا اصحماانددل  اصمدد  حق ددل خضددتمل 

 . Gو  G1ما موباخا  مقلرنااصولن  واصولص  واص ابا  صلأ لبما mg / kg( 0.7و 

 ( تألير الجرع المخت فة من متتخ ا الاستروجين النباتي ا ى تركيز الشحوم البروتينية العالية الكيافة4-2جدول )

HDL  (mg/dl   في مصل ا اث الارا ب المح ية) 

 المجاميع 

 

 

 الفتر 

 الزمنية  

 

G1 

 

 

G2 

0.07 mg / 

kg 

 

G3 

 0.1 mg / 

kg 

 

G4 

0.2 mg / 

kg 

 

 

 

G5 

0.5 mg / 

kg 

 

G6 

0.7 mg / 

kg 

 A 50.60 الاسبوع الاول 

±2.49 a 

49.78  A 

±2.11  a 

 

50.11  A 

±2.81  a 

49.66  A 

±3.11  a 

50.03  A 

±2.75  a 

51.00  A 

±3.01  a 

 A 49.11 الاسبوع اليا ي 

±3.11 a 

51.85  A 

±3.00  b 

 

53.91  A 

±2.88  b 

56.80  B 

±2.90  c 

57.98 B   

±1.98  c 

59.00  B 

±2.06  c 

 A 50.90 الاسبوع اليالث

±2.55 a 

52.20  A 

±3.79  b 

 

28.28  B 

±2.70  c 

60.20 C 

±3.38  d 

67.14  C 

±3.90  c 

66.21  C 

±3.14  c 

 A 51.03 الاسبوع الرابع 

±3.10 a 

52.99  A 

±2.56  a 

 

56.66  A 

±3.47  b 

59.00 C 

±4.33 b  

66.15  C 

±3.06  c 

65.08  C 

±2.90 c 

ضمن  الفتر  الزمنيةفروق معنوية بين  وجود تدل ا ى  اموديا ( لكل مجمواة,الحروف المخت فة الكبير  n=8)  الخطأ القياسي ±المعدل القيم تدل ا ى 

 .  p<0.05 اند متتوى المجاميعفروق معنوية بين  وجود تدل ا ى  افقيا الحروف المخت فة الصغير ، p<0.05اند متتوى المجمواة 
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 العلاقة الخطية بين تركيز المتتخ ا والمعايير الوظيفية لدم الارا ب   1-

 ( بالمصل   mg/dl)  Total Cholesterol (TC)تركيز الكولتتيرول الك ي  1-4

الا ددم وجم  اص بددل   ختددم اص اصسددم و  كددل  مع ايددل ادد   صقدد  بم ددل نمددل ن اصمو بددا اصولنمددا ا   ددلثم 

اصومدد ة ص را ددا نددا  اصع قددا الا ددبا  اصولصدد  مقلرنددا مددا الا ددلبما الالدد ى .صددذصن  دد  الممددلر هددذ  

(  4-1بدددم    كمدددل اص اصسدددم و  اددد  ي  الاراندددب وج خدددل  الا دددم وجم  .ي حدددي مددد  اصعددد ت  

 مسماى اص اصسم و .وجاي خ قا لهما  لصبا بم    كمل الا م وجم  و

         

 

اسابيع ل معالجة   للالةبالمصل بعد  (TC)  الكوليتتيرول الك ي( تألير الجرع المخت فة للاستروجين النباتي ا ى تركيز  4-1)شكل 

 . 0.2mg/kg  =50ED  لكل مجمواة،   n=8في أ اث الارا ب البالغة.

 

  High Density Lipoproteins HDL- (mg/dlيافة االية الكالشحوم البروتينية تركيز 2-4 

 بالمصل (

صتودد    ادد  ملددت ي  انددل  الارانددب  HDL يددلية مع ايددا ادد   حددي وجدداي ي ( 4-2مدد  اصعدد ت  

 HDLتددم   كمددل خصتبسددميت  اصبسددمي   ادد  اص را ددا اصحلصمددا  ED50اصبيمتوا.وقدد  صدداحي  ا  

 .  mg/kg 0.2بتضل 

 

 

y = -33.759x + 186.88
R² = 0.9205
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  بعد   بالمصل HDL تركيز الشحوم البروتينية االية الكيافة  تألير الجرع المخت فة للاستروجين النباتي ا ى(  4-2)شكل  

 .  ED50=0.2 mg/kg مجمواة لكل  n=8اسابيع ل معالجة في أ اث الارا ب البالغة. للالة

 

متضددد غ  0.2(  ددد  حسددلل اصو خددا صتبسدددميت  واصمدد  بتضددل  4-2( و  4-1ومدد  لدد   اصعدد تم   

 كض  واصم  اخمب   صتمو با اصولصوا صت را ا اصحلصما.

 Experiment 3التجربة اليالية  3-4

في معدل تركيز    Phytoestrogenتألير الحقن العض ي ل جراة المخلر  للاستروجين النباتي  1-3-4 

   ( LH،الهرمون ال وتيني  FSH،هرمون المحفز ل جريبات  E2)الاستروجين الهرمو ات

 E2هرمون الاستروجين تتوى  التغيرات في م 1-1-3-4

ختدددم   كمدددل  mg/kg 0.2 (ا   ددد ثم  اصو خدددا اصبدددؤث ة واصمددد  بتضدددل  4-3 يعدددم  اصوددد و  

وجدداي  يددلية اذ صدداحي  . G4 ,G3 ,G2 ,G1الا ددم وجم  ادد  ملددت ي  الارانددب صتبوددلمما 

 موباخدددا اصحمااندددل   G3( اددد  مسدددماى   كمدددل الا دددم وجم  صتبوباخدددا  P< 0.05 مع ايدددا 

اصبسددددميت  يو  ا اصددددا اصببددددليم (بلصبقلرنددددا مددددا  اصبعلصوددددا بددددلصحق  اصعضددددت  بللا ددددم وجم 

( P <0.05 كبددددل صدددداحي نقدددد  مع ددددا     . G1وموباخددددا اصسددددمه ة  G4و G2موباخددددا 

وموباخددا ملاصددا اصببددليم واصبعلصوددا  G2صبسددماى الا ددم وجم  ادد  موباخددا ملاصددا اصببددليم 

G4  ،صددداحي  يدددلية مع ايدددا بم بدددل  اددد  ن ليدددا اصمو بدددا مقلرندددا بقبدددت اصبعلمتدددا P <0.05 )  اددد

y = 15.60x + 21.30
R² = 0.902
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( بعددد  انم دددلف مددد ة  G3مسدددماى الا دددم وجم  اددد  اصبوباخدددا اصبعلمتدددا بددد و  ا اصدددا اصببدددليم 

  اصبعلمتا مقلرنا ببسماى الا م وجم  قبت اصبعلمتا. 

ي معدل تركيز هرمون الاستروجين  ف تألير الحقن العض ي ل جراة المخلر  للاستروجين النباتي   (4-3)جدول 

((µg/ml المبايض  الارا ب المزالة وغير مزالة لا اث 

 اميع المج

 الفتر 

 الزمنية  

 

G1 

 

G2 

 

G3 

 

G4 

 

 قبل المعالجة 

A 

34.15 

±1.02 

 

A 

33.29 

±2.00 

A 

33.61 

±1.93 

A 

34.03 

±2.12 

 

 شهور  6بعد 

A a 

33.17 

±1.05 

B b 

18.25 

±1.18 

B c 

46.91 

±2.05 

B d 

22.08 

±3.09 

 
ضمن  الفتر  الزمنيةفروق معنوية بين  وجود تدل ا ى  اموديا ( لكل مجمواة,الحروف المخت فة الكبير  n=8)  الخطأ القياسي ±المعدل القيم تدل ا ى 

                        . p<0.05 اند متتوى المجاميعفروق معنوية بين  وجود تدل ا ى افقيا الحروف المخت فة الصغير  ، p<0.05اند متتوى المجمواة 

G1  تميل مجمواة التيطرControl ,G2  تميل مجمواة المزالة المبايضOVX))Ovariectomized, G3  تميل مجمواة المعالجة بدون ازالة

 Ovariectomized+phytoestrogenتميل مجمواة المزالة المبايض والمعالجة  G4المبايض, 

 

    FSHالتغيرات في معدل تركيز هرمون المحفز ل جريبات    2-1-3-4 

 FSHاددد  مسدددماى   كمدددل  ( P< 0.05وجددداي ار ولخدددل مع ايدددل   ( 4-4ي حدددي مددد  اصوددد و   

 G3 ،G4(بلصبقلرنددددا مددددا  G2 ادددد  ملددددت ي  الارانددددب ملاصددددا اصببددددليم  ( 23.67±1.08 

و  G3اصددم وجدداي انيولعددل مع ايددل ادد  موباخددا  بم بددل اشددلر اصودد و .    G1وموباخددا اصسددمه ة 

G4   وختددددددم اصمددددددااص  بلصبقلرنددددددا مددددددا  1.35±17.08( و   1.03±18.96واصمدددددد  بتضددددددل )

G2 موباخا اصحماانل  ملاصا اصببليم.  
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هرمون محفز الجريبات  تألير الحقن العض ي ل جراة المخلر  للاستروجين النباتي في معدل تركيز   (4-4)جدول 
FSH ((µg/ml  المبايض  لا اث الارا ب المزالة وغير مزالة 

 يع ماالمج

 الفتر 

 الزمنية   

 

G1 

 

G2 

 

G3 

 

G4 

 

 قبل المعالجة 

A 

16.37 

± 1.00 

 

A 

15.81 

±1.12 

A 

16.22 

±1.27 

A 

16.49 

±1.38 

 

 شهور  6بعد 

Aa 

16.11 

±1.08 

Bb 

23.67 

±1.08 

Bc 

18.96 

±1.03 

Bd 

17.08 

±1.35 

 
ضمن  الفتر  الزمنيةفروق معنوية بين  وجود تدل ا ى  اموديا ( لكل مجمواة,الحروف المخت فة الكبير  n=8)  الخطأ القياسي ±المعدل القيم تدل ا ى 

                        . p<0.05 اند متتوى المجاميعفروق معنوية بين  وجود تدل ا ى افقيا الحروف المخت فة الصغير  ، p<0.05اند متتوى المجمواة 

G1  تميل مجمواة التيطرControl ,G2  تميل مجمواة المزالة المبايضOVX))Ovariectomized ,G3  تميل مجمواة المعالجة بدون ازالة

 Ovariectomized+phytoestrogenتميل مجمواة المزالة المبايض والمعالجة  G4المبايض, 

 

 

   LHالهرمون ال وتيني التغيرات في معدل تركيز    3-1-3-4

 ED50( ا   دددد ثم  اصحقدددد  اصعضددددت  صتو خددددا اصبددددؤث ة  4-5ي حددددي مدددد  نمددددل ن اصودددد و   

ص  دددم وجم  اص بدددل   اصبسدددميت  مددد  اصوليددداصمل اصولادددا صبوباخدددا اصحمااندددل  ملاصدددا اصببدددليم 

واصدددذ  بتددد   LHل ( اددد  مسدددماى   كمددد P<0.05ايى اصدددم انيولعدددل مع ايدددل   G4واصبعلصودددا 

(  P<0.05.بم بدددددل صددددداحي  يدددددلية مع ايدددددا   G2(بلصبقلرندددددا مدددددا موباخدددددا  18.61±1.08 

 4-5.كبددل ي حددي مدد  اصودد و    G1وموباخددا اصسددمه ة  G4و G3بلصبقلرنددا مددا  G2صبوباخددا 

( صبوباخدددا اصحمااندددل  اصبعلصودددا بدددلصحق  اصعضدددت  صتبسدددميت  وصددد   دددلا  اصببدددليم ا  اددد و  

وص ددد  صددداحي  G1بلصبقلرندددا مدددا موباخدددا اصسدددمه ة  LH( اددد  مسدددماى  P>0.05مع ايدددا  

                                                                                                                         . G4و  G2( بلصبقلرنا ما  P<0.05انيولعل مع ايل  
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تركيز الهرمون  هرمون تألير الحقن العض ي ل جراة المخلر  للاستروجين النباتي في معدل تركيز   (4-5)جدول 
 المبايض لا اث الارا ب المزالة وغير مزالة LH ((µg/mlاللوتيني 

 يع ماالمج

 

  الفتر  

 الزمنية   

 

G1 

 

G2 

 

G3 

 

G4 

 

 قبل المعالجة 

A 

13.62 

±1.08 

 

A 

14.01 

±1.06 

A 

13.81 

±1.31 

A 

14.00 

±1.07 

 

 شهور  6بعد 

Ba 

14.11 

±1.05 

Bb 

22.76 

±1.21 

Ba 

14.09 

±1.41 

Bd 

18.61 

±1. 08 

 
ضمن  الفتر  الزمنيةفروق معنوية بين  وجود تدل ا ى  اموديا ( لكل مجمواة,الحروف المخت فة الكبير  n=8)  الخطأ القياسي ±المعدل القيم تدل ا ى 

  p<0.05 .                       G1 اند متتوى المجاميعفروق معنوية بين  وجود تدل ا ى افقيا الحروف المخت فة الصغير  ، p<0.05اند متتوى المجمواة 

تميل مجمواة المعالجة بدون ازالة المبايض,   OVX))Ovariectomized ,G3تميل مجمواة المزالة المبايض  Control ,G2تميل مجمواة التيطر 

G4 لة المبايض والمعالجة تميل مجمواة المزاOvariectomized+phytoestrogen 

 

 

 Glutathione Reductase  التغيرات في معدل الك وتالايون المختزل 4-1-3-4

GSH) ) 

صبوباخددا  GSHادد  معدد    (  P< 0.05   مع ددا  ار وددل ( وجدداي  4-6ي حددي مدد  اصودد و   

ص  ددددددم وجم  اص بددددددل    ED50اصحماانددددددل  اصمدددددد  حق ددددددل خضددددددتمل بلصو خددددددا اصبددددددؤث ة 

Phytoestrogen)  ادددد  موباخددددا )G3    خ دددد  مقلرنم ددددل ببوباخدددداG2  اصبوباخددددا اصبلاصددددا

 (  P< 0.05بم بددل ي حددي وجدداي انيوددلل مع ددا   . G1اصببددليم  وكددذصن موباخددا اصسددمه ة 

شدد ار مدد  اصعبتمددا مقلرنددا ببوباخددا اصسددمه ة  6بعدد    G2ادد  موباخددا الارانددب ملاصددا اصببددليم 

G1 .ادد  موباخددا  وصدد  ي حددي ا وقددل مع ايدداG4  اصبوباخددا اصبعلصوددا بلصو خددا اصبددؤث ةED50 

طدددا  مددد ة اصمو بدددا خ ددد  مقلرنم دددل  ملاصدددا اصببدددليم (  (Phytoestrogenص  دددم وجم  اص بدددل   

  .G1ببوباخا اصسمه ة 

قبددت اصبعلمتددا طددا  اصمو بددا خ دد   G2,G3,G4كددذصن صدد    حددي ا  ادد و  مع ايددا بددم  اصبوددلمما 

 صتوم ة اصلم ما قبت اصبعلمتا . G1مقلرنم ل ببوباخا اصسمه ة 
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GSH(Mmol/L  )تألير الحقن العض ي ل جراة المخلر  للاستروجين النباتي في معدل الك وتاليون   (4-6)جدول 

 لا اث الارا ب المزالة وغير مزالة المبايض

 المجاميع 

 الفتر   

 الزمنية  

 

G1 

 

G2 

 

G3 

 

G4 

 

 قبل المعالجة 

A 

7.54 

±0.91 

A 

7.36 

±0.68 

A 

7.16 

±0.73 

A 

7.18 

±0.91 

 

 شهور  6بعد 

A a 

7.28 

±0.93 

B  b 

3.05 

±0.78 

B  c 

12.29 

±0.69 

A  a 

6.90 

±0.83 

ضمن  الفتر  الزمنيةفروق معنوية بين  وجود تدل ا ى  اموديا ( لكل مجمواة,الحروف المخت فة الكبير  n=8)  الخطأ القياسي ±المعدل القيم تدل ا ى 

                     .  p<0.05 اند متتوى المجاميعفروق معنوية بين   وجود اموديا تدل ا ىالحروف المخت فة الصغير  ، p<0.05اند متتوى المجمواة 

G1  تميل مجمواة التيطرControl ,G2  تميل مجمواة المزالة المبايضOVX) )Ovariectomized ,G3  تميل مجمواة المعالجة بدون ازالة

 Ovariectomized+phytoestrogenالمبايض والمعالجة  تميل مجمواة المزالة G4المبايض, 

 

 Malondialdehyde (MDA)  المالو دايالديهايد  متتوى  التغيرات في   5-1-3-4

( ادددد  مسددددماى  P< 0.05( حدددد و  ار وددددل  مع ددددا   4-7ودددد و   صتاعددددن اص مددددل ن       

 مقلرنددا ببوباخددا G2اصببددليم  ادد  موباخددا اصحماانددل  اصبلاصددا (MDA)  اصبلصان ايلص ي ليدد  

G3  وG4 اصسمه ة  وموباخاG1. 

بلصو خددا ادد  اصبوباخددا اصبعلصوددا (  P< 0.05 اصددم وجدداي انيوددلل مع ددا   اص مددل نوكبددل  عددم   

 G2خ ددد  مقلرنم دددل ببوباخدددا  Phytoestrogen)  )G3ص  دددم وجم  اص بدددل    ED50اصبدددؤث ة 

صبددل ص  ددم وجم   G1اصببددليم وكددذصن  ببقلرنم ددل ببوباخددا اصسددمه ة  موباخددا الارانددب اصبلاصددا

  . MDAاص بل   م    ثم  ايولب  ختم مسماى 

اصبوباخدددا ملاصدددا  G4وجددداي انيودددلل مع دددا  اددد  اصبوباخدددا  ( 4-7 وي حدددي مددد  اصوددد و 

( خ ددد   (Phytoestrogenص  دددم وجم  اص بدددل    ED50بلصو خدددا اصبدددؤث ة  اصببدددليم واصبعلصودددا

 اصبوباخا اصبلاصا اصببليم. G2مقلرنم ل ببوباخا 

طددا  مدد ة G4 وG3و G2 اصبوددلمما  بددم  اخدد   وجدداي ادد و  مع ايدد( اصددم  4-7ويعددم  اصودد و   

  .  G1 خ   مقلرنم ل ببوباخا اصسمه ة اصمو با قبت اصبعلصوا
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          المالو داليهايدتركيز  تألير الحقن العض ي ل جراة المخلر  للاستروجين النباتي في معدل  (4-7)جدول 

MDA(  Mmol/dL ) لا اث الارا ب المزالة وغير مزالة المبايض 

 المجاميع 

 الفتر 

 الزمنية   

 

G1 

 

G2 

 

G3 

 

G4 

 

 قبل المعالجة 

A 

0.46 

±0.012 

A 

0.47 

±0.011 

A 

0.41 

±0.013 

A 

0.42 

±0.020 

 

 شهور  6بعد 

A a 

0.48 

±0.013 

B 

2.16 

±0.025 

 

0.25 

±0.028 

 

1.03 

±0.035 
ضمن  الفتر  الزمنيةفروق معنوية بين  وجود تدل ا ى اموديا ( لكل مجمواة,الحروف المخت فة الكبير  n=8) الخطأ القياسي  ±المعدل القيم تدل ا ى  

                     .  p<0.05 اند متتوى المجاميعفروق معنوية بين   وجود المخت فة الصغير  اموديا تدل ا ىالحروف ، p<0.05اند متتوى المجمواة 

G1  تميل مجمواة التيطرControl ,G2  تميل مجمواة المزالة المبايضOVX))Ovariectomized ,G3  تميل مجمواة المعالجة بدون ازالة

 . Ovariectomized+phytoestrogenيض والمعالجة تميل مجمواة المزالة المبا G4المبايض, 

     في مصل الدم    Calcium Caالكالتيوم  ايو ات  متتوى  التغيرات في   6-1-3-4

اص لصسدددما   ايدددا  ( اددد  مسدددماىP<(0.05ار ودددل  مع دددا   وجددداي ( اصدددم  4-8يعدددم  اصوددد و   

اص بددل   مقلرنددا ببوباخددا اصسددمه ة  بللأ ددم وجم ملاصددا اصببددليم واصضمدد  معلصوددا  G2صتبوباخددا 

G1 . 

اص لصسدددما  اددد  اصبوباخدددا  اياندددل   ( صبسدددماىP<(0.05وجددداي انيودددلل مع دددا   كبدددل ي حدددي

 مقلرنددا ببوباخددا  Phytoestrogen)  )G3اص بددل    صلأ ددم وجم اصبعلصوددا بلصو خددا اصبددؤث ة 

G2و G1 . 

ا  صتبوباخددا اصبعلصوددا اص لصسددم ايانددل   ( صبسددماىP<(0.05وجدداي انيوددلل مع ددا   كبددل صدداحي

  G4بعددد  أ اصدددا اصببدددليم (   (Phytoestrogenاص بدددل    صلأ دددم وجم  ED50بلصو خدددا اصبدددؤث ة 

 . G2مقلرنا ببوباخا 

قبددت اصبعلصوددا  G4,G3,G2كبددل و عددم  اص مددل ن اصددم خدد   وجدداي ا  ادد و  مع ايددا بددم  اصبوددلمما 

 .G1طا  م ة اصمو با مقلرنا ببوباخا اصسمه ة 
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         Calciumمتتوى الكالتيوم  تألير الحقن العض ي ل جراة المخلر  للاستروجين النباتي في  (4-8)جدول 

(mg/ dl)  لا اث الارا ب المزالة وغير مزالة المبايض 

 المجاميع 

 الفتر 

 الزمنية   

 

G1 

 

G2 

 

G3 

 

G4 

 

 قبل المعالجة 

A 

8.61 

±1.31 

 

A 

9.20 

±1.43 

A 

8.68 

±1.15 

A 

9.91 

±1.71 

 

 شهور  6بعد 

a B 

8.26 

±2.00 

b   B 

60.73 

±1.30 

c B 

5.07 

±1.40 

B d 

26.75 

±1.82 

 
ضمن  الفتر  الزمنيةفروق معنوية بين  وجود تدل ا ى  اموديا ( لكل مجمواة,الحروف المخت فة الكبير  n=8)  الخطأ القياسي ±المعدل القيم تدل ا ى 

                     .  p<0.05 اند متتوى المجاميعفروق معنوية بين   وجود الحروف المخت فة الصغير  اموديا تدل ا ى، p<0.05اند متتوى المجمواة 

G1  تميل مجمواة التيطرControl ,G2  تميل مجمواة المزالة المبايضOVX))Ovariectomized ,G3  تميل مجمواة المعالجة بدون ازالة

 . Ovariectomized+phytoestrogenتميل مجمواة المزالة المبايض والمعالجة  G4المبايض, 

 

 P  phosphorusالفتفور     التغيرات في  معدل 8-1-3-4

ادد   اصوسددوارادد  معدد    P)<0.05مع ددا     انيوددلل ( اصددم وجدداي  4-9 عددم  نمددل ن اصودد و   

موباخددددا و G4و G2وهدددد  موباخددددا ملاصددددا اصببددددليم ببقلرنم ددددل ببوباخددددا  G2موباخددددا 

 Pادد  معدد    P)<0.05مع ددا     ار وددل (  وجدداي  4-9  .وكددذصن ياعددن اصودد و  G1 اصسددمه ة

وهدددذا ياعدددن اصددد ور  G1اصبوباخدددا اصبعلصودددا ببقلرنم دددل ببوباخدددا اصسدددمه ة  G3صتبوباخدددا 

  (  (Phytoestrogenص  م وجم  اص بل    ED50ؤث ة الايولب  صتحق  اصعضت  بلصو خا اصب

 G4بلصبوباخدددا  اصوسدددواراددد  معددد    P)<0.05  ددد   اص مدددل ن  اصدددم وجددداي انيودددلل مع دددا   

ص  دددم وجم   ED50و خدددا اصبدددؤث ة صتحق  اصعضدددت  اصبع عدددا لا اصدددا اصببدددليم واصبعلصودددا بدددلص

اصبلاصدددا اصببدددليم واصضمددد  معلصودددا  G2خ ددد  مقلرنم دددل ببوباخدددا (  (Phytoestrogenاص بدددل   

اددد  معددد   .كبدددل و عدددم  اص مدددل ن اصدددم خددد   وجددداي ا  اددد و  مع ايدددا G1وموباخدددا اصسدددمه ة 

قبدددت اصبعلصودددا طدددا  مددد ة اصمو بدددا مقلرندددا ببوباخدددا  G4,G3,G2بدددم  اصبودددلمما  اصوسدددوار

 G1اصسمه ة 
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   phosphorusمتتوى الفتفور  تألير الحقن العض ي ل جراة المخلر  للاستروجين النباتي في  (4-9)جدول 

(mg/dl ) لا اث الارا ب المزالة وغير مزالة المبايض 

 المجاميع 

 الفتر 

 الزمنية   

 

G1 

 

G2 

 

G3 

 

G4 

 A قبل المعالجة 

6.30 

 

A 

6.08 

A 

6.23 

A 

6.41 

 a B شهور  6بعد 

6.24 

b   B 

1.05 

c B 

7.98 

B d 

4.93 

 
ضمن  الفتر  الزمنيةفروق معنوية بين  وجود تدل ا ى  اموديا ( لكل مجمواة,الحروف المخت فة الكبير  n=8)  الخطأ القياسي ±المعدل القيم تدل ا ى 

                     .  p<0.05 متتوىاند  المجاميعفروق معنوية بين   وجود الحروف المخت فة الصغير  اموديا تدل ا ى، p<0.05اند متتوى المجمواة 

G1  تميل مجمواة التيطرControl ,G2  تميل مجمواة المزالة المبايضOVX))Ovariectomized ,G3  تميل مجمواة المعالجة بدون ازالة

 Ovariectomized+phytoestrogenتميل مجمواة المزالة المبايض والمعالجة  G4المبايض, 

 

 Alkaline phosphates (ALP)    التغيرات في  معدل 7-1-3-4

 ALPاددددددددد  معددددددددد     P)<0.05( اصم وجاي ار ول  مع ا     4-10 عم  نمل ن اصو و             

موباخدددا  G1وهددد  موباخدددا ملاصدددا اصببدددليم ببقلرنم دددل ببوباخدددا  G2اددد  موباخدددا 

 اصسمه ة .

 ALPاددد  معددد    P)<0.05(  وجددداي انيودددلل مع دددا     4-10  وكدددذصن ياعدددن اصوددد و         

وهدددذا ياعدددن اصددد ور  G1اصبوباخدددا اصبعلصودددا ببقلرنم دددل ببوباخدددا اصسدددمه ة  G3صتبوباخدددا 

 (Phytoestrogenص  دددم وجم  اص بدددل    ED50الايودددلب  صتحقددد  اصعضدددت  بلصو خدددا اصبدددؤث ة 

 )  . 

 G4بلصبوباخدددا  ALP اددد  معددد   P)<0.05 و ددد   اص مدددل ن  اصدددم وجددداي انيودددلل مع دددا    

ص  دددم وجم   ED50و خدددا اصبدددؤث ة صتحق  اصعضدددت  اصبع عدددا لا اصدددا اصببدددليم واصبعلصودددا بدددلص

 اصبلاصا اصببليم واصضم  معلصوا . G2خ   مقلرنم ل ببوباخا (  (Phytoestrogenاص بل   

بدددم  اصبودددلمما  ALPاددد  معددد   كبدددل و عدددم  اص مدددل ن اصدددم خددد   وجددداي ا  اددد و  مع ايدددا  

G4,G3,G2  قبت اصبعلصوا طا  م ة اصمو با مقلرنا ببوباخا اصسمه ةG1 
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 Alkaline phosphates معدلتألير الحقن العض ي ل جراة المخلر  للاستروجين النباتي في   (4-10)جدول 

ALP))(U/Lلا اث)  الارا ب المزالة وغير مزالة المبايض 

 المجاميع 

 الفتر 

 الزمنية   

 

G1 

 

G2 

 

G3 

 

G4 

 A قبل المعالجة 

9.23 

 

A 

8.64 

A 

9.04 

A 

8.85 

 a B شهور  6بعد 

9.17 

b   B 

26.63 

c B 

5.77 

B d 

15.29 

 
 الفتر  الزمنيةفروق معنوية بين  وجود تدل ا ى اموديا المخت فة الكبير  ( لكل مجمواة,الحروف n=8) الخطأ القياسي  ±المعدل القيم تدل ا ى   

       . p<0.05 اند متتوى المجاميعفروق معنوية بين  وجود  الحروف المخت فة الصغير  اموديا تدل ا ى، p<0.05اند متتوى ضمن المجمواة 

              G1  تميل مجمواة التيطرControl ,G2 مزالة المبايض تميل مجمواة الOVX))Ovariectomized ,G3   تميل مجمواة المعالجة

 Ovariectomized+phytoestrogenتميل مجمواة المزالة المبايض والمعالجة  G4بدون ازالة المبايض, 

 

 Histopathological Changesالتغيرات النتيجية   4-4

للاسةةةتروجين النبةةةاتي  ED50تةةةألير الحقةةةن العضةةة ي بالجراةةةة المةةةخلر   -1-4-4

  عظما ى  تيج ال

اصببددليم الددذ  مقددلطا نسددموما مدد  م هقددا اصويددذ صاحظددل  أشدد   مدد  أ اصددا 6  مدد ور بعدد

اصمضمدد ا  اصب عددما اصااعددحا ختددم اص سددمن اصعظبدد  وذصددن مدد  لدد    يددلية ادد  حودد  اصوودداا  

lacunae   4-6و يددلية اصو اتددل  بددم  مددم  اصعظدد  ،و هددلو  ادد  ق دداا  ااص بددل  يددارة  )

اانددل  اصمدد   دد  حق  ددل ( .امددل موباخددا اصحم 4-5بلصبقلرنددا مددا موباخددا اصسددمه ة يددارة  

بللا دددم وجم  اص بدددل   اصبسدددميت  مددد  اصوليددداصمل اصملبسدددا بعددد  ا اصدددا  ED50خضدددتمل ل 

اصببددليم صدداحي قتددا  دد هار اص سددمن اصعظبدد   يددلية ادد   بل ددن اصبددلية الا ددلج ويددض  ادد  

  ( 4-8 و  اجدددا بدددلصمضم ا  اصب عدددما صت سدددمن اصعظبددد  يدددارة  lacunaeحوددد  اصووددداا  

 ( 4-6ببقلرنم ل ببوباخا ملاصا اصببليم يارة  

ا ادد  موباخددا الارانددب اصبعلصوددا بدد و  ا اصددا اصببددليم قتدد اصعظبدد  وي حددي ببقهددا اص سددمن.

 .(  4-7 يارة   اصعظ  ويض  حو  اصوواا   طا  ق اا  ااص بل  و يلية كولاا
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 ( مقطةةةةةع  تةةةةةيجي لعظةةةةةم الفخةةةةةس لمجمواةةةةةة حيوا ةةةةةات التةةةةةيطر  يلاحةةةةة  فيهةةةةةا التركيةةةةةب الطبيعةةةةةي 4-5صةةةةةور )

   H&E400X))ل نتيج

            (يلاح  فيه الفراغات OVXلمجمواة الحيوا ات مزالة المبايض )  (مقطع  تيجي لعظم الفخس  4-6صور  )

  (H&E 400X)          ووجود الفراغات بالنتيج العظمي  lacunaeبين متن العظم وكسلك كبر حجم الفجوات 
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                                                                  الاساس وقنوات هافرس   تماسك الماد (مقطع  تيجي لعظم الفخس لحيوا ات المعالجة يلاح  فيها   4 -7صور  )     

 .H&E 400X))             ويلاح  زياد  سمك النتيج العظمي

                                (مقطع  تيجي لعظم الفخس لمجمواة الحيوا ات المعالجة بعد ازالة المبايض يلاح  ق ة التغيرات 4-8صور  )   

 . (H&E 400X)النتيجية
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للاستروجين النباتي ا ى  تيج   ED50تألير الحقن العض ي بالجراة المخلر   2-4-4 

 الرحم

لانسدددوا اصددد ح  صبوباخدددا الاراندددب  ( 4-10 يدددارة   اص سدددمو ال ددد   نمدددل ن اصمقهمدددا       

 واصي يددل تمدد  اعلصددا ملاصددا اصببددليم وجدداي  و ددن واعددن بلص سددمن صتهبقددل  اص التمددا صتدد ح 

( وهدد  اصبقهددا  4-9مقلرنددا مددا يددارة اصضدد ي اصدد  حبمددا  وقتددا خدد ي وقتددا اصمضذيددا اص مايددا 

 اص سمو  اصهبمع  صبوباخا اصسمه ة .

( اص سدددمن اص حبددد  صبوباخدددا الاراندددب اصبعلصودددا بلصو خدددا اصبدددؤث ة  4-11و ظ ددد  اصلدددارة  

ED50    0.2ص  ددم وجم  اص بددل   واصمدد  بتضددل mg/ kg  واصضمدد  ملاصددا اصببددليم وجدداي )

وادد ط نسددمن اصبهلنددا  اص حبمددا  ضذيددا يمايددا خلصمددا بلص سددمن وكددذصن كودد ة خدد ي اصي يددل واصضدد ي 

 (. 4-9 وموباخا اصسمه ة  (  4-10مقلرنا ما يارة  اص حبما 

(  ادد  موباخددا الارانددب ملاصددا  4-12ويبددم  مدد  لدد   اصمقهمددا اص سددمو  صتدد ح  يددارة  

ي حددي قتددا  حمدد   اصببددليم واصبعلصوددا بددلصحق  اصعضددت  صتو خددا اصبددؤث ة ص  ددم وجم  اص بددل  

اصمدد    ددا  تمدد  اعلصددا ولاوجدداي  الاوخمددا اص مايددا و حومددل صي يددل اصبهلنددا اص التمددا صتدد ح  

ملاصدددا اصبعلصودددا وتمددد   بوباخدددااص ( 4-11 مقلرندددا مدددا صليدددلية تمددد  طبمعمدددا بي يدددل اصددد ح 

 .( 4-9يارة   G1  اصببليم وموباخا اصسمه ة 
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    H&E400X)حيوا ات التيطر  يلاح  فيها التركيب الطبيعي ل نتيج )مجمواة ل(مقطع  تيجي لرحم   4-9صور )

(ق ة  الاواية الدموية   A(يلاح  ) OVX(مقطع  تيجي ل رحم لمجمواة الحيوا ات مزالة المبايض )  4-10صور  )

وجود تفكك  B يلاح   في المقطع  .وكماالرحمية الغدد  وق ة من ادد   ة     وخلايا الطبقة الطلائية ل رحم غير فعال

          (. H&E 400 X)           ل طبقات الداخ ي ل رحم  بالا تجة
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              االيةيلاح  تغسية دموية  (مقطع  تيجي ل رحم لمجمواة الحيوا ات المعالجة بدون ازالة المبايض  4-11صور )

 (.     (H&E 400 X         لبطا ة الرحم  مع زياد  فرط التنتج مع وجود ااداد كبير  ل غدد الرحمية  

 ( مقطع  تيجي ل رحم لمجمواة الحيوا ات المعالجة بعد ازالة المبايض حيث يلاح  ق ة الاواية الدموية  4-12صور  )

 .  (  H&E 400X)       الرحم تكون غير فعالة    .وخلايا البطا ة 
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التغيرات الجزيئية   5-4 

 المتتخ ا ا ى  شاط الجينات المتخولة ان ا تاج الماد  البينية ل عظم  تالير-1-5-4

مدد  خم ددل  اصعظددل  ص رانددب ملاصددا اصببددليم باا ددها  RNA دد  ا ددمي ح اصحددلمم اص دداو  

 وقددد  احددد   ولخدددت  تسدددتا اصبتبددد ة اددد  اصاقدددل اصحقمقددد  اص بددد   الا م سدددل  اصع سددد ( ط يقدددا 

 Nanodrop spectrophotometer (THERMO. USA)ا   ج ددل  لددلح وهددا ا ددمي ا 

ومدد ى اص قددلوة  نسددبا اصبدد و م  اصددم اصحددلمم اص دداو (  RNAاصحددلمم اص دداو  صقمددلج   كمددل 

 ( 1.8-2.0اصبسددميت  كددل  ب قددلوة خلصمددا   RNAحمدد  يبددم  اصودد و  اينددل  ا  اصحددلمم اص دداو  

نددلنامم   260نددلنامم  حمدد  يقددمل اصهددا  اصبدداج   280-260خ دد  اصقمددلج ختددم اصهددا  اصبدداج  

 مسددماى اصبدد و م  ادد  اصعم ددا وكتبددل نددلنامم  النددب يقددمل 280مسددماى اصحددلمم اص دداو  امددل اصهددا  

 ع ددل  يددلية اصحددلمم اص دداو  وقتددا اصبدد و م  بلصعم ددا ،حمدد   عمبدد   2 اي  اص سددبا صملددت اصددم 

اصعم ددا يع ددل مدد ى يقددا اص مددل ن اصبسمحلددتا ادد  يرا ددا هددذ  اصعم ددا خلصمددا اص قددلوة .ا  ار وددل  نقددلوة 

 RNAنمل ن ا مي ح  اصذ  يبوت 4-13) كبل ا  ش ت   . RT-PCRاص علط اصوم   بمق ما 
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 RNA تائج استخلاص   شكل يميل 13-4- 

 

 

Sample 

Total RNA 

Concentration 

(ng/µL) 

RNA Purity 

(260/280nm) 

T1   A 794.0 2.0 

T1   B 696.0 1.91 

T1   C 665.3 1.90 

T1   D 522.2 1.80 

T2  A 740.7 1.98 

T2   B 695.0 1.90 

T2   C 467.6 1.79 

T2   D 979.0 2.15 

T3   A 628.1 1.84 

T3   B 543.3 1.82 

T3   C 535.2 1.82 

T3   D 536.2 1.78 

T4   A 536.0 1.87 

T4   B 428.7 1.87 

T4   C 503.3 1.89 

T4   D 832.9 1.99 
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في قياس مستوى   (  RT-PCR)الا يمر  استخدام تقنية تفاال س ت ة الب   -2-5-4
   النشاط الجيني بعد المعاملة بالاستروجين

 Col بددل يرا ددا مسددماى اص عددلط اصوم دد  صتوم ددل  اصبسددؤوصا خدد  انمددلل اصبلصدد ة اصبم مددا صتعظدد  موددت 

 I  وFibronectin   اعدددلاا اصدددم يرا دددا مسدددمقب   الا دددم وجمKappa B   اددد  حماانددددل

وهدد  اصحماانددل  ملاصددا اصببددليم وموباخددا  T1وموباخددا  Cاصمو بددا اصددم موباخددا اصسددمه ة 

T2  موباخدددا اصحمااندددل  اصبعلصودددا بددد و  ا اصدددا اصببدددليم وموباخددداT3  اندددل  الاراندددب ملاصدددا

اصب ددمن بعدد   دد ث   RNAاصببددليم واصبعلصوددا بلصبسددميت  .صقدد   دد   قدد ي  كبمددا اصحددلمم اص دداو  

ا دددمي مل  ق مدددا  ولخدددت  تسدددتا  RNA. وصمقددد ي  كبمدددا اصحدددلمم اص ددداو  بلصبعلمتدددا ذصدددن اصودددم 

.ا  اصببدد أ الا ل دد  ص ددذا اصمولخددت يعمبدد  ختددم مضددلخوا خدد ي  RT-PCRاصبتبدد ة الاندد  او اصدداقم  

 . cDNAاصبقلبت  DNAبع   حايت ل اصم   RNAنسخ ا  

 RT-PCRاصب موددا   ددا  خلصمددا وبلصمددلص  اددل  ج ددل   RNAاددلذا كددل  اصوددم  نعددهل اددل  كبمددا ا 

مقلرنددا بددلصوم  ادد   cycle time( CT value)يب دد  ا  يسددوت ل بعدد ي اقددت مدد  يورا  اصمولخددت 

اصولبددل  صتوم ددل  الالدد ى ذا  اص عددلط CTمددا قددم   CTاصحلصددا تمدد  اص عددها.يوب معددلي ة قمبددا 

 Houseواصددذ  يسددبم بوددم  اصبعددلي ة  B-actinولا مدد ث  بلصبعلمتددا اصحلصمددا موددت جددم  اصبممددل اكمددم  

keeping gene . 

اددد  حسدددلل اصمعبمددد  اص سدددب  اددد  نعدددلط  (Livak Method) ∆∆CT-2ط يقدددا صقددد  ا دددمي مل 

 . Wang and Hardy ,2004) اصوم ل  بع  اصبعلمتا بللا م وجم  اص بل   

صضدد ل  يددلية يقددا اصمو بددا اصبلددببا صقمددلج مسددماى اص عددلط اصوم دد  بعدد  اصبعلمتددا بللا ددم وجم  

 تسددتا اصبتبدد ة ( اصبسددمي ما ادد   ولخددت  primersاص بددل   ، دد  اصمحقددخ مدد   يلدد  اصبلي ددل   

 (. melting curve( بلج اف مليسبم بب ح م  يل  اصبلي ل    RT-PCRالان  

  cDNAصبضددلخوا نسددخ ا  اصم وجدداي  ولخددت واحدد  احدد ة النددب يعددم اصب ح ددم قبددا واذا كددل  ص ددذا 

ا   ولخدت اصبتبد ة .امدل اذا كلندل اكود  مد  قبدا واحد ة ا دذا يع د  وجداي اكود  مد   ولخدت اد   تسدتا 

صتوددددم   حددددل  cDNA( تمدددد  مميللددددا ببضددددلخوا ا   Primersاصبتبدددد ة .ا  ا  اصبلي ددددل   

بلص را ددا .ادد  يرا ددم ل اصحلصمددا ن حددي ا  كددت  اص را ددا وانبددل عددلخول جم ددل  الدد ى لاخ قددا ص ددل
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  ( و4-6 (،  4-4( ذا  قبدددا واحددد ة شددد ت   melting curve م ح مدددل   يلددد  اصبلي دددل  

( اصبسددمي ما  Primers( .هددذا يعددم  اصددم يقددا اصمو بددا اصحلصمددا وجدداية  لددبم  اصبلي ددل    8-4 

 . RT-PCRصقملج اص علط اصوم   ا   تستا  ولخت اصبتب ة الان  

 Iتألير المعام ة بالمتتخ ا النباتي ا ى الكولاجين  وع  -3-5-4

نمددددددل ن اص را ددددددا اصحلصمددددددا ا  اصبعلصوددددددا ببسددددددميت  الا ددددددم وجم  اص بددددددل   أل دددددد    

 Phytoestrogen   صبسدددمايل  اص دددالاجم  ندددا   اصمعبمددد  اصوم ددد ( حودددلI  و بدددم  مددد  اص مدددل ن

ذا   يدددلية  osteoblastاددد  ل يدددل اصبلنمدددا صتعظددد   1اصاراثمدددا ا  مسدددمايل  اص دددالاجم  ندددا  

 .  عاي صتبعلصوا بلصبسميت  اص بل  مع ايا 

 

  B-actinجين البيتا اكتين  ( melting curveبمنحنى تخصا البادئات) يمثل  4-3))شكل    

 والسي يتمى بجين المعاير  
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 Iالكولاجين   لجين ( melting curveبمنحنى تخصا البادئات)  يمثل  ( 4-4)شكل

معنوية    فروقات لوجود  لافي هذا الدراسة      Collagen type Iلجين  وقد اظهرت نتائج التعبير الجيني   
النووي   للحامض  الجيني  التعبير  مستوى  المبايض)  T1للمجموعة    RNAفي  (   0.57±1.38المزالة 

( مقارنة الى مجموعة السيطرة .اما بالنسبة    0.47±1.13المعالجة بدون ازالة المبايض)  T2ومجموعة  
بالمستخلص   والمعالجة  المبايض  مزالة  معنوية    T3للمجموعة  زيادة  اظهرت  مفقد   UPرتفع  )تنظيم 

regulation)   (3.81±1.28  )     في التعبير الجيني للكولاجين نوعcollagen type I  .  شكل كما في
(5-4 .) 
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باا ها قملج  B-actinيبوت اصبقملج اص سب  صتمعبم  اصوم   صت الاجم  اصم اصوم  اصقمل    (4-5 ش ت 

Real time PCR .  

 Fibronectenتألير المعام ة بالمتتخ ا النباتي ا ى الفايبرو كتين  4-5-4

أل دددددد   نمددددددل ن اص را ددددددا اصحلصمددددددا ا  اصبعلصوددددددا ببسددددددميت  الا ددددددم وجم  اص بددددددل    

 Phytoestrogen  حوددددل  اصمعبمدددد  اصوم دددد  صبسددددمايل  اصوددددليب ون مم   و بددددم  مدددد  اص مددددل ن )

ذا   يدددلية مع ايدددا  osteoblastنمدددا صتعظددد  اددد  ل يدددل اصبل اصودددليب ون مم اصاراثمدددا ا  مسدددمايل  

  عاي صتبعلصوا بلصبسميت  اص بل   .

  B-actinطبمعمدددا صتودددم  اصقمل ددد  صوم دددل  اص را دددا  اصمعبمددد  اصوم ددد  صتودددليب ون مم  ونمدددل ن

ي ددمن م ددمن  PCRاصمولخددت يعددم  انددب  ولخددت  PCR.واوعددن م ح ددم اصمو ددن وجدداي قبددا مودد ية ص ددت 

.كبددل ادد   واحدد  بدد و  ا   ولخددت تمدد  لددلح اصددذ  مب دد  ي اددا نسددبا الالهددلف صت مددل ن اص  ل مددا

 4-6)  وش ت ( 4-3 ش ت
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   الفايبرونكتين لجين ( melting curveبمنحنى تخصا البادئات)  يمثل  ( 4-6)شكل

 

معنويددددة  فروقددددات لوجددددود لافددددي هددددذا الدراسددددة لجددددين الفددددانبرونكتين وقددددد اظهددددرت نتددددائج التعبيددددر الجينددددي 

المزالدددددددددددددددددة  G2للمجموعدددددددددددددددددة  RNAفدددددددددددددددددي مسدددددددددددددددددتوى التعبيدددددددددددددددددر الجيندددددددددددددددددي للحدددددددددددددددددامض الندددددددددددددددددووي 

(  5.59±10.2المعالجددددددددددددة بدددددددددددددون ازالددددددددددددة المبددددددددددددايض) G3( ومجموعددددددددددددة 1.17±2.26المبددددددددددددايض)

مقارنددددددة الددددددى مجموعددددددة السدددددديطرة .امددددددا بالنسددددددبة للمجموعددددددة مزالددددددة المبددددددايض والمعالجددددددة بالمسددددددتخلص 

G4 تنظددددددديم مرتفدددددددع د اظهدددددددرت زيدددددددادة معنويدددددددة فقددددددد(UP regulation)  (18.25±7.55 فدددددددي)

 ) 4-7شدددددددددددددددددددددد ت كمدددددددددددددددددددددا فدددددددددددددددددددددي .  fibronectinالتعبيدددددددددددددددددددددر الجيندددددددددددددددددددددي للفدددددددددددددددددددددانبرونكتين 
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1 

باا ها    B-actinاصم اصوم  اصقمل    صتوليب ون مم يبوت اصبقملج اص سب  صتمعبم  اصوم    ) 4-7 ش ت

  . Real time PCRقملج 

 Kappa Bتألير المعام ة بالمتتخ ا النباتي ا ى  5-5-4

أظهددددددددددددددددرت نتددددددددددددددددائج الدراسددددددددددددددددة الحاليدددددددددددددددددة ان المعالجددددددددددددددددة بمسددددددددددددددددتخلص الاسددددددددددددددددتروجين النبددددددددددددددددداتي  

(Phytoestrogen  حفددددددزت التعبيددددددر الجينددددددي لمسددددددتويات )Kappa B   وتبددددددين مددددددن النتددددددائج ان

مسدددددتخلص ذات زيدددددادة معنويدددددة تعدددددود للمعالجدددددة بال النسددددديج العظمدددددي فدددددي  Kappa Bمسدددددتويات 

 النباتي .
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   Kappa-B لجين ( melting curveبمنحنى تخصا البادئات)  يمثل  ( 4-8)شكل

معنوية في مستوى   فروقات لوجود  لافي هذا الدراسة    Kappa Bلجين  وقد اظهرت نتائج التعبير الجيني  
  G3( ومجموعة    0.18±0.61المزالة المبايض)  G2للمجموعة    RNAالتعبير الجيني للحامض النووي  
( مقارنة الى مجموعة السيطرة .اما بالنسبة للمجموعة مزالة  0.17±0.7المعالجة بدون ازالة المبايض)

(في التعبير الجيني    0.52±0.9معنوية )   غير  فقد اظهرت زيادة  G4المبايض والمعالجة بالمستخلص  
 (  4-9كما في الشكل). Kappa Bللكولاجين نوع  
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باا ها قملج    B-actinاصم اصوم  اصقمل    Kappa Bيبوت اصبقملج اص سب  صتمعبم  اصوم    (4-9)ش ت 

Real time PCR .  

 

 دراسة الفعالية الحيوية لخلايا العظم بعد المعام ة بالاستروجين النباتي   6-5-4

ب را ددا  دد ثم  الا ددم وجم  اص بددل   ختددم ولموددا اصيتمددا اصبلنمددا صتعظدد  بل ددمي ا  اصلراخددا قبددت اصبدد ف 

اص سددموما ، دد   قدد ي    كمددل الا ددم وجم  اص مددل   اصددذ  يددؤث  ختددم حمايددا اصي يل. بددل معلمتددا 

مددددلي  وت ا  غ مددددت( مدددد   400أصددددم  12.5 بم اكمددددل  لددددلخ يا  Osteoblastل يددددل اصعظدددد  

  لخا . 72، 48، 24ة اصبسميت  اص بل   صب  

مددلي  وت ا  غمددت مدد    50خ دد    كمددل  %20صقدد  بم ددل اص مددل ن ا  حمايددا اصي يددل  دد يوم ببقدد ار 

 maximal.وقدد  اخمب نددل ا  هددذا اصم كمددل هددا اختددم   كمددل تمدد   ددل  صتي يددل الا ددم وجم  اص بددل   

non toxic dose  ويهتددخ ختمددب لMNTD  اصم كمددل مدد  اصموددلرل اص حقددا .صددذصن ا ددمي   هددذا
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وهددا مليسددبن ب را ددا  دد ثم   %80حمدد    ددا  اص سددبا اصبلايددا صتوعلصمددا اصحمايددا صتي يددل  ق يبددل 

 اصبسميت  ختم ولموا اصي يل اصعظبما.

 

 ( يبين الفعالية الحيوية ل خلايا المعام ة بمتتخ ا الاستروجين النباتي  4-10شكل)

 

تالير الاستروجين النباتي ا ى النشاط الجيني لجينات الكولاجين  7-5-4 

 يبرو كتين في الخلايا العظمية اوالف

ص را ددا  دد ثم  الا ددم وجم  اص بددل   ختددم اعلصمددا جم ددل   Osteoblastا ددمي مل ل يددل اصعظدد  

 25اددد  بدددلي  الامددد   ددد  معلمتدددا اصي يدددل بم كمدددل واطددد   واصومبددد ون مم   Iاص دددالاجم  ندددا  

مددلي  وت ا  غمددت( وهددذ  اصم اكمددل هدد  اقددت او  سددلو   50مددلي  وت ا  غمددت( و  كمددل خددلص   

 . ( Cell viabilityاصبح ية ا  اصمو با اصسلبقا   MNTDقمبا 

بعددد ت بدددلر  نممودددا اصبعلمتدددا اشدددلر  اص مدددل ن اصدددم ا  اعلصمدددا جدددم  اص دددالاجم  ار وعدددل 

.ايضددل بم ددل اص مددل ن ا  الا ددمولبا  controlبللا ددم وجم  اص بددل   مقلرنددا ببوباخددا اصسددمه ة 

مددلي  وت ا  غ مددت  25اص بددل   مدد  قبددت ل يددل اصعظدد  كلنددل الاختددم خ دد    كمددل  ص  ددم وجم 
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مددلي  وت ا  غمددت .هددذ  اص مددل ن  عددم  باعدداي اصددم ا  اصوم ددل  اصببمددلة  50مقلرنددا بم كمددل

وهدد  اص ددالاجم  قدد  ار وعددل بعدد  اصبعلمتددا مبددل ي عدد  انمددلل ب و م ددل  ص عددلط اصي يددل اصعظبمددا 

 صبلية اصبم ما ا  اص سمن اصعظب  .اص الاجم  اصب با ا  ب لف ا

( ببسددماى اعلصمددا جددم  اصوددليب ون مم  .ا   p<0.01وقدد  بم ددل اص مددل ن وجدداي  يددلية مع ايددا  

اصوددم   ددؤي  بلصمددلص  اصددم  يددلية انمددلل بدد و م  اصوددليب ون مم  مدد  قبددت لتمددا  يددلية اعلصمددا هددذا 

مددلي  وت ا   25 ( ا    كمددل .وقدد  بم ددل اص مددل ن  كبددل ادد  اصعدد ت رقدد  اينددل osteoblastاصعظدد  

ادد  مسددماى اعلصمددا هددذا (  p<0.01مدد  الا ددم وجم  اص بددل   ايى اصددم  يددلية مع ايددا   مددت  غ

واصددذ   ددبب انيوددلل ادد  مسددماى غ مددت    مددلي  و تدد ا 50اصوددم  ختددم اصع ددل ادد  اصم كمددل 

 اعلصما اصوم .

 

 

 ( اصمعبم  اصوم   صوم ل  اص الاجم  واصوليب ون مم   4-11ش ت 
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في معدل  Phytoestrogenتأثير الحقن العضلي للجرعة المؤثرة للاستروجين النباتي 1-5 

   ) LH،الهرمون اللوتيني  FSH،هرمون المحفز للجريبات  E2(الاستروجين تركيز الهرمونات

للاستروجين النباتي المستخلص  ED50أشارت الدراسة الحالية ان أستخدام الجرعة المؤثرة       

على مستوى الاستروجين في  معنوياتأثيرا لها   mg/kg 0.2 والتي بلغت  من نبات الفاصوليا

  مصل دم الارانب مزالة المبايض .

وهي  G2وجود  انخفاض معنوي في مجموعة  )4-5(وبينت نتائج الدراسة الحالية في الجدول      

حيث يعزى السبب في انخفاض هرمون   Ovariectomizedالارانب  مزالة المبايض

الاستروجين الى ازالة المبايض مما ينتج تراجع وتدهور في صناعته وإنتاجه لفقدان المبايض وهي 

                                  المركز الرئيس لإنتاج هرمون الاستروجين  وتتفق هذه االنتائج مع

)Hamed  et al , 2010 Yung,2001 ; Edward et al, 2001  ;. (                     

ينخفض هرمون الاستروجين كحالة طبيعية لازالة المبايض وكذلك ينخفض في سن الياس لدى 

المبايض جراحيا وبالتالي ينخفض الاستروجين ويرتفع  النساء وكذلك النساء المعرضات لازالة

بين هرمونات الغده  Feed backعن طريق التغدية الاسترجاعية   FSHو  LHمستوى هرموني 

).  2005العلوجي،Eijken et al, 2007;النخامية والمبيض لانتاج الهرمونات السيترويدية  (

المصدر الرئيسي للاستروجين  يتراجع الهرمون وفي حالة ازالة المبايض جراحيا عند النساء وهي 

  ) .Johnson  et al ,1997;Chua et al ,2011لتظهر اعراض سن اليأس(

المبايض وصل الى مستويات  ان مستوى هرمون الاستروجين في مصل دم الارانب مزالة   

منخفضة ولم يختفي تماما من مصل الدم وذلك لوجود مصادر اخرى تصنعه وبشكل محدود مثل 

المواقع الرئيسية الاخرى لانتاج الاستروجين هي الانسجة الدهنية  قشرة الغدة الكظرية وكذلك

Adipose Tissue  الجلد, والعضلات وغيرها لها القدرة على تحويل,C19 Steroid  الىC18 

Stertoids  ولكنها تفقد القدرة على بناء وتصنيعC19 Precursors  الاولي او البدائي وانما تعتمد

                                                              الدائر لتصنيع الاستروجين C19 Steroidsعلى 

)Sasano  et  al , 1997;Simpson et  al , 1999 (  
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بaaaaان الخلaaaaل الaaaaوظيفي للمبaaaaايض لaaaaدى النسaaaaاء المصaaaaابات  الدراسaaaaات  عaaaaدد مaaaaن كمaaaaا اشaaaaارت  

بتكaaaaيس المبaaaaايض او امaaaaراض اخaaaaرى تaaaaؤدي الaaaaى انخفaaaaاض معنaaaaوي فaaaaي مسaaaaتوى هرمaaaaون 

                                                                   الاسaaaaaaaaaaaaaaaaتروجين نتيجaaaaaaaaaaaaaaaaة لعaaaaaaaaaaaaaaaaدم التaaaaaaaaaaaaaaaaوازن فaaaaaaaaaaaaaaaaي هرمونaaaaaaaaaaaaaaaaات المناسaaaaaaaaaaaaaaaaل

( Asuncion et al, 2000; Lane et al   ,2006) .  

مسaaaaتوى الاسaaaaتروجين وتحسaaaaن معدلaaaaه فaaaaي مصaaaaل الaaaaدم لمجموعaaaaة  النتaaaaائج ارتفaaaaاع اشaaaaارت   

وقaaaد اتفقaaaت نتaaaائج  ,الارانaaaب مزالaaaة المبaaaايض والمعالجaaaة بالجرعaaaة المaaaؤثرة للاسaaaتروجين النبaaaاتي

عشaaaبة مائيaaaة والaaaذي اسaaaتخدم مسaaaتخلص  ) Haidong et al,2011( الدراسaaaة الحاليaaaة مaaaع

) والaaaذي اسaaaتخدم بدراسaaaته  Hamed et al.,2010علaaaى انaaaاث الجaaaرذان مزالaaaة المبaaaايض و (

حيaaaaث ارتفaaaaع مسaaaaتوى  فaaaaول الصaaaaويا المجرعaaaaة لانaaaaاث الارانaaaaب مزالaaaaة المبaaaaايضبروتينaaaaات 

تaaaاثير التaaaي بينaaaت  )4-7) و(4-6اتفقaaaت نتaaaائج الدراسaaaة فaaaي الجaaaداول ( . الهرمaaaون بعaaaد العaaaلاج

عaaدة  مaaع LH و FSHهرمaaون الاسaaتروجين وهرمaaوني  الاسaaتروجين النبaaاتي علaaى مسaaتوى 

 );Korhonen et al,2001; Simpson et  al ,1999   2012(السaaعدي ،  دراسaaات  

فaaaي مجموعaaaة الارانaaaب مزالaaaة المبaaaايض   LH و FSHهرمaaaوني معaaaدل تركيaaaز  رتفaaaاعحaaaول ا

وبص���ورة كبي���رة مم���ا ين���تج عن���ه زي���ادة حيaaaث يaaaنخفض هرمaaaون الاسaaaتروجين بهaaaذه المجموعaaaة 

ع��ن طري��ق التغذي��ة الاس��ترجاعية ب��ين  فق��د يك��ون الس��بب  LHف��ي مس��توى الهرم��ون الل��وتيني 

  FSHهرمون���ات  الغ���دة النخامي���ة  والمب���يض لإنت���اج الهرمون���ات الس���تيرويدية أم���ا هرم���ون 

  .  Inhibinفي الهرمون المثبط   فيرتفع أيضا بسبب الهبوط الحاد

وذلaaaك بسaaaبب الهبaaaوط الحaaaاد فaaaي الهرمaaaون  FSHقaaaد يعaaaزى سaaaبب ارتفaaaاع  مسaaaتوى هرمaaaون     

  والaaaaذي يقaaaaل ويختaaaaزل مaaaaع تقaaaaدم العمaaaaر ممaaaaا يaaaaؤدي الaaaaى تحريaaaaر   Inhibin المثaaaaبط 

FSH دمaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaل الaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaرة لمصaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaوره كبيaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaبص                                                                                 

Vale et al ,2004; Reame et al, 2007 ; Zaid et al 2009) . (                     

 LHو  FSH) لزيaaaادة مسaaaتوى هرمaaaوني Karamifar  et al ,2005وتتفaaaق النتaaaائج مaaaع(

لمهاجمaaaaة الجaaaaذور الحaaaaرة لانسaaaaجة  السaaaaبب قaaaaد يكaaaaونوالaaaaذي فaaaaي مجموعaaaaة مزالaaaaة المبaaaaايض  

  المبايض وتحطيم الحويصلات المبيضية في المبيض.
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) فaaaaي معaaaaدل الهرمaaaaون المحفaaaaaز p> 0.05اظهaaaaرت النتaaaaائج حaaaaدوث انخفaaaaاض معنaaaaaوي (      

 الجرعaaaaaaة المaaaaaaؤثرة  بعaaaaaaد اعطaaaaaaاء الحيوانaaaaaaات LHوالهرمaaaaaaون اللaaaaaaوتيني  FSHللجريبaaaaaaات 

بaaaaالحقن العضaaaaلي فaaaaي مجموعaaaaة الحيوانaaaaات مزالaaaaة  )Phytoestrogenسaaaaتروجين النبaaaaاتي (للا

)وذلaaك (Petill  etal ,1995; Moran et al,2005(     وتتفaaق هaaذه النتaaائج مaaع المبaaايض

سaaaتروجين للاان  .LH و FSHهرمونaaaات  ارتفaaaاع ثaaaبطي الaaaذي Inibinنتقaaaالي وهaaaو الاعامaaaل ال

 Scavenger of freeالحaaaaره كaaaaابح للجaaaaذور Antioxidantكمضaaaaاد اكسaaaaدة  دور مهaaaaم

radical )Bulkley, 1983;Gomez et al ;2000;Maggio et al,2003.( تخدمaaيس

الاسaaaaتروجين النبaaaaاتي كعaaaaلاج بaaaaديل عaaaaن الاسaaaaتروجين الصaaaaناعي وذلaaaaك لتجنaaaaب التaaaaأثيرات 

  .) Hammond  ,1994( الجانبية 

والaaaذي يحسaaaن وظaaaائف الaaaذاكرة ووظaaaائف  سaaaجلت الابحaaaاث فائaaaدة العaaaلاج البaaaديل بالاسaaaتروجين  

) وكaaaaaذلك فائدتaaaaaه فaaaaaي عaaaaaلاج Gibbs ,2000الaaaaaدماغ فaaaaaي الجaaaaaرذان مزالaaaaaة المبaaaaaايض (

                                                            ) .Resncik  et al. ,1997اضطرابات النساء في سن مابعد اليأس (

واحaaaaaد مaaaaaن اقaaaaaوى  يعتبaaaaaر الاسaaaaaتروجين النبaaaaaاتيعلاجaaaaaات البديلaaaaaة و لل اشaaaaaارت الابحaaaaaاث   

aaaaيس لaaaaون لaaaaذي يكaaaaة والaaaaات البديلaaaaي العلاجaaaaا فaaaaيئة كمaaaaة سaaaaاثيرات جانبيaaaaه تaaaaة العلاجaaaaات البديل

ولاتتفaaق النتaaaائج لتaaaأثير  .Perera et al ,2002; Duffy et al ,2003)(   الصaaناعية

مaaaaaaaaaaaaaع دراسaaaaaaaaaaaaaة                      LH,FSHالعaaaaaaaaaaaaaلاج علaaaaaaaaaaaaaى انخفaaaaaaaaaaaaaاض مسaaaaaaaaaaaaaتوى هرمaaaaaaaaaaaaaوني 

(Wilcox et  al , 1990 ;Yazigi et al ,2002) .  

 Glutathione Reductase  التغيرات في معدل الكلوتاثايون المختزل 1-1-5 
GSH)(  

لمجموعة  GSHفي معدل  )  P> 0.05(  معنوي ارتفاع) وجود  4-8يلاحظ من الجدول (   

)  (Phytoestrogenللاستروجين النباتي  ED50الحيوانات التي حقنت عضليا بالجرعة المؤثرة 

المجموعة المزالة المبايض  وكذلك مجموعة  G2عند مقارنتها بمجموعة    G3في مجموعة 

في مجموعة الارانب مزالة  )  P> 0.05بينما يلاحظ وجود انخفاض معنوي( . G1السيطرة 

  . G1شهور من العملية مقارنة بمجموعة السيطرة  6بعد   G2المبايض 
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  Malondialdehyde (MDA)  المالوندايالديهايد  مستوى التغيرات في  2-1-5

 ) في مستوى المالوندايالديهايد  P> 0.05) حدوث ارتفاع معنوي (4-9جدول (للوضح النتائج ت     

 (MDA) في مجموعة الحيوانات المزالة المبايضG2 مقارنة بمجموعة G3  وG4 ومجموعة 

  .G1السيطرة 

بالجرعة في المجموعة المعالجة )  P> 0.05(الى وجود انخفاض معنوي  النتائجكما تشير     

 G2عند مقارنتها بمجموعة  Phytoestrogen)  (G3للاستروجين النباتي  ED50المؤثرة 

لما للاستروجين  G1المبايض وكذلك  بمقارنتها بمجموعة السيطرة  مجموعة الارانب المزالة

   . MDAالنباتي من تأثير ايجابي على مستوى 

اشارت الدراسة الحالية ان عملية أزالة المبايض تؤدي الى انخفاض معنوي في مستوى تركيز    

                                                                                     والتي اتفقت مع هرمون الاستروجين

)Weitzman and Pacifici ,2006  Scandalios ,2005; (     وبالتالي زيادة في حالة

 Pro-Oxidant(وهي حالة عدم التوازن بين المؤكسدات  Oxidative stressالاجهاد التأكسدي 

) نتيجة لزيادة المؤكسدات وانخفاض مستوى مضادات الاكسدة Antioxidantكسد ومضادات التا

   .مثل هرمون الاستروجين والذي يعتبر هرمون مضاد للاكسدة داخل الجسم 

وارتفاعا معنويا في مستوى  GSHلوحظ في الدراسة الحالية انخفاضا معنويا في مستوى  قد    

MDA في مجموعة الارانب مزالة المبايض)Tian  et  al ,1991;Higuchi ,2004(.  

 MDA) حول ارتفاع Basu et  al ,2001  Wohaieb et al ,1994)والنتائج متفقة مع (    

 الذي يعتبر احد انزيمات المؤكسدات في مصل الارانب مزالة GSHوانخفاض معنوي لمستوى 

المبايض وان النقص في هرمونات المبايض له علاقة مع الفشل بعدم توازن حالة الاجهاد التاكسدي 

oxidative Strees  .      اي عدم التوازن بين المؤكسدات ومضادات التأكسد  

                                                                  وفaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaي دراسaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaات اخaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaرى أوجaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaد كaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaل مaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaن     

)Buencamino et al.,2009 (Maggio et  al  2003;Jovanovica et al2004  

مaaaaنخفض فaaaaي المرضaaaaى المصaaaaابين بهشاشaaaaة  GSHان مضaaaaادات الاكسaaaaدة وبضaaaaمنها مسaaaaتويات 

واوجaaaaدوا انaaaaه ميكانيكيaaaaات مضaaaaادات الاكسaaaaدة وبضaaaaمنها مسaaaaتويات   Osteoprosisالعظaaaaام 
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GSH ةaaaaات مزالaaaaي الحيوانaaaaة فaaaaون منخفضaaaaائج  تكaaaaع نتaaaaائج مaaaaذه النتaaaaق هaaaaذلك تتفaaaaايض وكaaaaالمب

  في الحيوانات المزالة المبايض. GSHالدراسة الحالية بانخفاض 

فaaaaaي مصaaaaaل دم الحيوانaaaaaات مزالaaaaaة  MDAاشaaaaارت بعaaaaaض الدراسaaaaaات  ان زيaaaaaادة مسaaaaتوى     

فaaaي الانaaaاث مزالaaaة المبaaaايض التaaaي اسaaaتحث بهaaaا  Lipid Peroxidationالمبaaaايض كنتيجaaaة ل 

                                  )،مقارنaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaة بمجaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaاميع السaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaيطرة Osteoprosisهشاشaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaة العظaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaام 

)Townsend et al  ,2003;Halliwell et al ,2007  Mabuchi ,1996; (.  

هaaaي النظaaaام الaaaدفاعي ضaaaد  Antioxidant Enzymes  ان الانزيمaaaات المضaaaادة للاكسaaaدة     

 ان عمaaaaaلتتوسaaaaaط تحطaaaaaم الانسaaaaaجة و الخلايaaaaaا و والجaaaaaذور Free radicalالجaaaaaذور الحaaaaaرة 

ط فعاليaaaaة الاوكسaaaaجين الaaaaداخلي المتوسaaaaط يالجaaaaذور الحaaaaرة او تثبaaaa القضaaaaاء علaaaaى المؤكسaaaaدات 

  Glutathioneللمنتجaaaaات الغيaaaaر جذريaaaaة ان هaaaaذه الانزيمaaaaaات تحتaaaaوي علaaaaى الكلوتاثaaaaايون

)Chaudiere & Ferrari  ,1999(.  

ذو فعاليaaaaaة  Flavonoidsالفينaaaaaولي والفلافونaaaaدينات يعتبaaaaر الاسaaaaتروجين النبaaaaaاتي لمحتaaaaواه      

مضaaaاد للالتهaaaاب ومضaaaاد للاكسaaaدة  كونaaaه مثaaaل علاجيaaaة جيaaaدة فهaaaو يعaaaالج للكثيaaaر مaaaن الالتهابaaaات

                                                                    فعاليتaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaه المضaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaادة للسaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaرطانلوكaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaذلك 

)Karim et at ,2011 ;Fazliana  et al  ,2011)Norhaiza  et  al , 2009; .( 

توليaaaد  مaaaن يزيaaaد فaaaي مجموعaaaة مزالaaaة المبaaaايض  هرمaaaون الاسaaaتروجين ان انخفaaaاض مسaaaتوى     

 ROS (Reactive Oxygenوانaaaaواع الاوكسaaaaجين الفعالaaaaة( الجaaaaذور الحaaaaرة الاوكسaaaaجينية

Species   داثaaaaaالي احaaaaaدوبالتaaaaaدهون  تأكسaaaaaالLipid Peroxidation   ونaaaaaذي يكaaaaaوال

يعمaaaaل علaaaaى تكسaaaaير سلسaaaaلة الاسaaaaيل فaaaaي الaaaaدهون  وأيضaaaaاالبيروكسaaaaيدات الداخليaaaaة الحلقيaaaaة 

aaaاء وتحطيمaaaة الغشaaaي ديناميكيaaaرات فaaaى تغيaaaا الaaaة مؤديaaaاء الخليaaaي غشaaaودة فaaaفورية الموجaaaهالفس 

الaaaaaaذي يعتبaaaaaaر كمؤشaaaaaaر   MDAتaaaaaaالي ارتفaaaaaaاع الوب GSHفتقaaaaaaل مضaaaaaaادات الاكسaaaaaaدة ومنهaaaaaaا 

aaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaم اغشaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaي تحطaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaدات التaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaا للمؤكسaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaية الخلاي                                                                     

) Yen et al ,1999; Tug  et al  ,2006;Michael  ,2007; (.  ذلكaaاعكaaارتف 

المبaaaaايض يسaaaaاهم فaaaaي توليaaaaد الجaaaaذور الحaaaaرة  فaaaaي مصaaaaل الارانaaaaب المزالaaaaة  MDA مسaaaaتوى

                                                                   GSHوبالتaaaالي يقaaaل قaaaدرة النظaaaام للaaaتخلص منهaaaا وازالتهaaaا ويaaaؤدي الaaaى التقليaaaل مaaaن مسaaaتويات 
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تشaaaير الaaaى التعاقaaaب الaaaذي يحصaaaل فaaaي حالaaaة مضaaaادات  دراسaaaة التaaaيهaaaذه النتيجaaaة متفaaaق مaaaع و

لهaaaذه الانسaaaجة بعaaaد  Lipid Peroxidationالاكسaaaدة لمختلaaaف الانسaaaجة كنتيجaaaة للزيaaaادة فaaaي 

حaaaث حالaaaة الاجهaaaاد التاكسaaaدي الحاصaaaل لهaaaا كمaaaا فaaaي حالaaaة ازالaaaة المبaaaايض الحاصaaaلة وبالتaaaالي 

                                انخفaaaaaaaaaaaaaaaاض هرمaaaaaaaaaaaaaaaون الاسaaaaaaaaaaaaaaaتروجين الaaaaaaaaaaaaaaaذي يعتبaaaaaaaaaaaaaaaر كمضaaaaaaaaaaaaaaaاد للاكسaaaaaaaaaaaaaaaدة 

)Khudiar, 2000 ; AL –Zubaidi  ,2007. (  

للمجموعaaaaaة   MADوانخفaaaaaاض مسaaaaaتوى  GSHيلاحaaaaaظ بالنتaaaaaائج ارتفaaaaaاع فaaaaaي مسaaaaaتوى     

تتفaaaق هaaaذه النتيجaaaة و بعaaaد ازالaaaة المبaaaايض لهaaaا المعالجaaaة بالجرعaaaة المaaaؤثرة للاسaaaتروجين النبaaaاتي

فaaaي مصaaaل  )  Kamsiah  et al ,2006;Young and Woodside , 2001مaaع (

  . بعد العلاج بالاستروجين النباتي   lipid Peroxidationوالذي يكبح عمل 

 فaaaaي الحيوانaaaaات بعaaaaد المعالجaaaaة بالجرعaaaaة المaaaaؤثرة للاسaaaaتروجين GSHيرتفaaaaع مسaaaaتوى       

 ) المجموعaaaaة المزالaaaaة المبaaaaايض  والمعالجaaaaة بالاسaaaaتروجين النبaaaaاتيPhytoestrogen( النبaaaaاتي

G4  ةaaaذلك مجموعaaaوكG3  تروجينaaaة بالاسaaaة االمعالجaaaائجدون ازالaaaذة النتaaaق هaaaايض تتفaaaع لمبaaaم  

);Zhao  , 2011  Dang  ,2009  ادaaaة مضaaaاتي فعاليaaaتروجين النبaaaون للاسaaaث يكaaaحي (

لتaaaاثير الاسaaaتروجين  GSHيرتفaaaع مسaaaتوى  هوفaaaي حالaaaة العaaaلاج بAntioxidant   aaaاكسaaaدة 

بتعزيaaaaز  وفائدتaaaaه ،العaaaaلاج بزيaaaaادة الاسaaaaتروجين فتaaaaزداد مضaaaaادات الاكسaaaaدة فaaaaي مصaaaaل الaaaaدم 

  . GSHالتاكسد وزيادة مضادات 

) Phytoestrogen )G2بعaaaaد المعالجaaaaة بالاسaaaaتروجين النبaaaaاتي  MDAيلاحaaaaظ انخفaaaaاض      

المزالaaaة المبaaaايض والمعالجaaaة  G4فaaaي المجموعaaaة  MDAوكaaaذلك ملاحظaaaة انخفaaaاض مسaaaتوى 

                             وهaaaaaaaaaaaaaaaذه النتيجaaaaaaaaaaaaaaaة تتفaaaaaaaaaaaaaaaق مaaaaaaaaaaaaaaaع  Phytoestrogenبالاسaaaaaaaaaaaaaaaتروجين النبaaaaaaaaaaaaaaaاتي 

)Kamsiah  et  al ,2004;Hamed et  al  ,2010 (  توىaaض مسaaث انخفaحيMDA 

للجaaaaرذان مزالaaaaة المبaaaaايض بعaaaaد اعطaaaaاء العaaaaلاج الaaaaذي يحتaaaaوي علaaaaى الاسaaaaتروجين النبaaaaاتي 

Pytoestrogen ت الaaaو زيaaaويا وهaaaصSoya Oil .ةaaaتنا الحاليaaaي دراسaaaظ فaaaا والملاحaaaا  ايضaaaلم

بعaaaaaد العaaaaaلاج  GSHعلaaaaaى زيaaaaaادة  Phytoestrogenتaaaaaاثير الايجaaaaaابي للاسaaaaaتروجين النبaaaaaاتي لل

للارانaaaaب مزالaaaaة المبaaaaايض وكaaaaذلك للمعالجaaaaة بaaaaدون ازالaaaaة المبaaaaايض وذلaaaaك لaaaaدوره فaaaaي زيaaaaادة 

بعaaaد  MDAالمؤكسaaaدات التaaaي قلaaaت بازالaaaة المبaaaايض وكaaaذلك لaaaدوره الفاعaaaل بانخفaaaاض مسaaaتوى 
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             الaaaaaaةفتaaaaaaرة المعالجaaaaaaة للارانaaaaaaب مزالaaaaaaة المبaaaaaaايض وكaaaaaaذلك المعالجaaaaaaة بaaaaaaدون عمليaaaaaaة الاز

)Gambhir & Jain ,1997(   

في مصل الدم   Calcium Caالكالسيوم  ايونات مستوى التغيرات في 3-1-5 
      

الكالسيوم  ايون ) في مستوىP>(0.05ارتفاع معنوي  وجود) الى  4-10يشير الجدول (   

 G1النباتي مقارنة بمجموعة السيطرة  بالأستروجينمزالة المبايض والغير معالجة  G2للمجموعة 

الكالسيوم في المجموعة المعالجة  ايونات ) لمستوىP>(0.05وجود انخفاض معنوي  كما يلاحظ.

  . G1 وG2 مقارنة بمجموعة  Phytoestrogen)  (G3النباتي  للأستروجينبالجرعة المؤثرة 

لسيوم للمجموعة المعالجة الكا ايونات ) لمستوىP>(0.05وجود انخفاض معنوي  كما لوحظ    

  G4بعد أزالة المبايض )   (Phytoestrogenالنباتي  للأستروجين ED50بالجرعة المؤثرة 

  . G2مقارنة بمجموعة 

ان الارتفاع المعنوي في مستوى ايونات الكالسaيوم فaي مصaل دم انaاث الارانaب مزالaة المبaايض     

                                                                             للدراسaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaة الحاليaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaة جaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaاءت متفقaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaة مaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaع 

)Bourrin et al , 2002; Kim et al  2006 (Batlle ,1996;   اطaادة لنشaى الزيaافة الaبالاض

و زيaaادة  Mature Osteoclastمنهaaا  ةوزيaaادة عaaدد الناضaaج Osteoclastلعظaaم اخلايaaا ناقضaaة 

مaع المaادة الاسaاس للعظaم  Peptidesوكذلك البيبتيدات   Phosphateتحرير الكالسيوم والفوسفات 

Matrix. ادaaي الاجهaaادة فaaى الزيaaدم الaaل الaaي مصaaيوم فaaتوى الكالسaaي مسaaادة فaaبب الزيaaود سaaد يعaaق

ة فaي التأكسدي والذي لوحظ فaي الدراسaة الحاليaة ان انخفaاض مسaتوى الاسaتروجين ادى الaى الزيaاد

اي عaaaدم التaaaوازن بaaaين المؤكسaaaدات ومضaaaادات  GSHوالانخفaaaاض فaaaي مسaaaتوى  MDAمسaaaتوى 

                                  الاكسaaaaaaaaaaaدة وبالتaaaaaaaaaaaالي حصaaaaaaaaaaaول الaaaaaaaaaaaتحطم الخلaaaaaaaaaaaوي وحصaaaaaaaaaaaول تنخaaaaaaaaaaaر بaaaaaaaaaaaالعظم

);Scandalios,2005;Sanchez et al.,2007 Muthusami et al,2005. (   

)  ROSالتأكسaaدي والناتجaaة مaaن الزيaaادة فaaي الجaaذور الحaaرة مثaaل (ان حصaaول حالaaة الاجهaaاد     

وانخفaاض فaي مسaتوى مضaaادات الاكسaدة مثaل انخفaaاض فaي مسaتوى الاسaaتروجين تزيaد فaي اكسaaدة 

والذي كشف مaن خaلال تشaخيص الزيaادة فaي نشaاط خلايaا ناقضaة  Lipid peroxidationالدهون 

                                                         الخلايا في متانة العظم ناتج من الزيادة في اعداد  تدهورالان ). Canalis et al ,2007(     العظم 
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وتتفaق   ) Goss et al.,2004الناقضة للعظم والتي تؤدي الى الزيادة فaي ادمصaاص مaادة العظaم (

سaتروجين وزيaادة نشaاط الدراسة الى العديد من الدراسات بوجود علاقة وثيقة بين نقص هرمaون الا

  . Roodman,1996; Gross et al.,2004)(      الخلايا الناقضة للعظم

النقص الحاصل فaي  والناتج من انتشاراان هشاشة العظام هو من اكثر امراض العظام الايضية      

هرمون الاستروجين فaي سaن اليaأس  يختفيهرمونات المبايض واهمها هرمون الاستروجين  حيث 

Menopause  اaaaaaaايض جراحيaaaaaaة المبaaaaaaم  او ازالaaaaaaة العظaaaaaaي كتلaaaaaaدان فaaaaaaبب فقaaaaaaا يسaaaaaaمم                             

);Hidaka et al.,2006 Potu et al.2009 . (  

 Boneوفaي حالaة زيaادة الكالسaيوم فaي المجموعaة المزالaة المبaايض يaزداد ادمصaاص العظaم       

Resorption  مaaة العظaaة ناقضaaل خليaaز فعaaبتحفي  Osteoclast  ةaaرض هشاشaaابة بمaaؤدي للاصaaوي

  .)Castaneda et al,2008; ; Iwamoto et al ,2003;Turner et al , 2002(العظام

الى وجود علاقة بين زيادة نشاط الخلية الناقضة للعظم وزيادة نسبة  اخرى اشارت بحوث لقد   

                           الدهون في مصل الدم للحيوانات مزالة المبايض او في سن اليأس

);Maggio et al,2003  Manologas,2000 كما لوحظ اكسدة الدهون وانخفاض في كتلة. (

وان زيادة الاجهاد التأكسدي يكون )   .  (Basu et al,2001; Sontakke &Tare,2002العظم

  ) . Osteoprosis )Muthusami et al,2005عامل خطورة للاصابة بمرض هشاشة العظام 

    aع دراسaايض مaة المبaة مزالaرىتتفق نتائج الدراسة بزيادة مستوى الكالسيوم في المجموعaات اخ   

)Kanis et al ,2006 ;Haidong et al ,2011(زتaي اعaة  والتaاثير ازالaيوم لتaادة الكالسaزي

وكذلك قله اعادة الامتصاص الكالسيوم في  Dالمبايض على الامعاء مما يسبب قله تحسسها لفيتامين 

وكaل هaذه العوامaل النبيبات الكلويaة ممaا يaؤدي الaى زيaادة افaراز الكالسaيوم بaالادرار فيaزداد مسaتواه 

   Osteoprosisوبالتالي الاصابة بمرض هشاشة العظام  Bone lossالى تنشيط فقدان العظم  تؤدي

الزيaaaادة فaaaي تمaaaايز تaaaؤدي الaaaى  ßان ارتبaaaاط هرمaaaون الاسaaaتروجين بمسaaaتقبلات تشaaaير البحaaaوث    

وبالنتيجaaaة زيaaaادة واضaaaحة فaaaي فعاليaaaة خلايaaaا ناقضaaaة العظaaaم  osteoblastخلايaaaا بانيaaaة العظaaaم 

osteoclast  اaaaaايز الخلايaaaaز تمaaaaى تحفيaaaaل علaaaaتروجين يعمaaaaون الاسaaaaي لهرمaaaaتوى الطبيعaaaaوالمس

ة الاسaaaاس،كما يعمaaaل علaaaى تثبaaaيط تحaaaرر العوامaaaل بانيaaaة العظaaaم والتaaaي تعaaaزز مaaaن متانaaaة المaaaاد

المحفaaaزة لخلايaaaا ناقضaaaة العظaaaم منهaaaا السaaaايتوكينات التaaaي تزيaaaد مaaaن نشaaaاط خلايaaaا ناقضaaaة العظaaaم 
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 Colony stimulating factor (GM-CSF) ،Macrophage –coloningمثaaaل 

stimulating factor (M-CSF) ،Tumor necrosis factor Interleukin-

1(IL-1)، Interleukin-6(IL-6)`–α(TN      Ishimi et al.,1990; Corboz et 

al.,1992) Lorenzo et al.,1987;  ( .  

    aaaaار الباحثaaaaاناش )Hughes & Boyce,1998 ) ايتوكيناتaaaaان الس (IL-1 ،( (TNF-

α) مaaaaارج الجسaaaaل وخaaaaم داخaaaaاص العظaaaaة لادمصaaaaزات القويaaaaن المحفaaaaذه .،مaaaaد ان هaaaaد وجaaaaوق

والمتزامنaaة مaaع الزيaaادة فaaي اعaaداد خلايaaا وحيaaدة النaaواة  IL-6زيaaادة    تaaزداد مaaع السaaايتوكينات

لaaaaaaaaaaدى النسaaaaaaaaaaاء فaaaaaaaaaaي سaaaaaaaaaaن اليaaaaaaaaaaأس الطبيعيaaaaaaaaaaة فaaaaaaaaaaي الaaaaaaaaaaدم المحيطaaaaaaaaaaي الaaaaaaaaaaدائر 

يكaaaaون للخليaaaaة البانيaaaaة للعظaaaaم  مسaaaaتقبلات خاصaaaaة للاسaaaaتروجين  Krassas,2001)والجراحيaaaة.(

 ß)  ,Estrogen Receptor (ERα)  Estrogen Receptor (ERهaaaي  الفaaaا وبيتaaaا 

  ERحيaaaaaث ان عمaaaaaل الاسaaaaaتروجين النبaaaaaاتي يكaaaaaون بالارتبaaaaaاط مaaaaaع مسaaaaaتقبلات الاسaaaaaتروجين 

) . Kuiper & Gustafsson,1997) هaaaو الاهaaaم (ß ERويكaaaون المسaaaتقبل الثaaaاني وهaaaو (

للاسaaaتروجين دور مهaaaم فaaaي دراسaaaة مظهaaaر العظaaaم فaaaي الجaaaرذان مزالaaaة المبaaaايض حيaaaث يكaaaون 

هaaي  والمسaaتقبلات الموجaaودة علaaى خلايaaا بانيaaة العظaaم بهaaذه  ارتباطaaه ويaaؤدي عملaaه عaaن طريaaق

والمبaaaيض   Spleenالزعتريaaaة والطحaaaال   Thymusبالانسaaaان لخلايaaaا  المعبaaaر عنهaaaا وراثيaaaا

Ovary   ىaaوالخصTestis  )Turner  et al ,1994 اaaي الخلايaaا فaaا وراثيaaر عنهaaويعب (

تبaaaر الاسaaaتروجين مaaaن اهaaaم الهرمونaaaات ولaaaذلك يع فaaaي عظaaaم الجaaaرذ Osteoblastالبانيaaaة العظaaaم 

  .) Onoe et al ,1997;Kusee et al ,1998(  الجنسية في منع هشاشة العظام

والتaaaaaaي  mesynchemal linkageفaaaaaaي خلايaaaaaaا  osteoclastogenesisان عمليaaaaaaة       

 TNFs signalفaaي  البروتينaaات اكتشaaفت فaaي السaaنوات الاخيaaرة تعتمaaد علaaى ثلاثaaة انaaواع مaaن 

يعبaaaر  RANK،ان    RANK & RANKL-cytokin like moleculeاثنaaaان منهمaaaا 

 hemopiotic osteoclast progeneraitor )Yasuda etعنهaaaaا جينيaaaaا مaaaaن خلايaaaaا 

al.,1998  ان.(RANKL اaaaaaا جينيaaaaaر عنهaaaaيعب Pre osteoblastic cell  اaaaaaوخلايT 

lymphocyte  نaaaaة بaaaaة عاليaaaaون ذات الفaaaaاط تكaaaaة الارتبaaaaوا عملRANK aaaaى الRANKL  ذاaaaaه

 osteoclast )Anderson et al.,1997 الارتبaaaاط القaaaوي مهaaaم لتنشaaaئة خلايaaaا ناقضaaaة العظaaaم

هaaaو الاهaaaم فaaaي عمليaaaة تنشaaaئة خلايaaaا  osteoprotegerin (OPG)ن البaaaروتين الثالaaaث هaaaو ).وا
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وهaaaو عامaaaل مثaaaبط قaaaوي   glycoproteinقضaaaة العظaaaم بارتباطaaaه مaaaع البروتينaaaات السaaaكرية نا

                     وادمصaaaaaaاص العظaaaaaaم فaaaaaaي داخaaaaaaل وخaaaaaaارج الجسaaaaaaم osteoclastogenesisعلaaaaaaى عمليaaaaaaة 

);Bucay et al.,1998 Simonet et al.,1997. (  

)  اوضaaaح ان نقaaaص هرمaaaون  Cesnjaj  et  al ,1991وفaaaي دراسaaaة اخaaaرى (    

الاولaaى مaaن تطaaوره  الاسaaتروجين يعaaزز تكaaوين بروتينaaات التaaي تضaaر بتكaaوين العظaaم بالمراحaaل

  .  osteogenin,bone, morphogentic proteins     مثل

فaaaي تنظaaaيم  وذلaaaك لعملهaaaا دور كبيaaaر فaaaي فعاليaaaة ووظيفaaaة العظaaaم  لهaaaا هرمونaaaات الجنسaaaيةال ان     

تaaaوازن المعaaaادن فaaaي النسaaaيج العظمaaaي اذ ان الاضaaaطراب فaaaي مسaaaتويات هaaaذه الهرمونaaaات تaaaؤدي 

بمسaaaتويات هرمونaaaات اخaaaرى  فعاليaaaة هرمaaaون الاسaaaتروجين ثرللاصaaaابة بهشاشaaaة العظaaaام ،وتتaaaأ

 1,25, (PTH) ,وهرمونaaaaaات جaaaaaار الدرقيaaaaaة calcitoninداخaaaaaل الجسaaaaaم مثaaaaaل (هرمaaaaaون 

dihydroxy vitamin D ).ةaل مختلطaذلك بعوامaوك (Turner et al.,1994 (           

امتصaaaaاص تaaaaوازن الكالسaaaaيوم فaaaaي هشاشaaaaة العظaaaaام ان لاختلافaaaaات متميaaaaزة  توجaaaaدكaaaaذلك     

امتصaaaaاص و D3مaaaaن خaaaaلال فعaaaaل فيتaaaaامين و   PTHالامعaaaaاء للكالسaaaaيوم يaaaaزداد بسaaaaبب فعaaaaل

وكaaaذلك ايaaaض فيتaaaامين  D(OH2) 1,25الكالسaaaيوم الفعaaaال فaaaي الامعaaaاء يكaaaون تحaaaت سaaaيطرة 

D3  نaaaزز مaaaذي يعaaaاء الaaaا الامعaaaي خلايaaaيوم فaaaع الكالسaaaة  مaaaات المرتبطaaaاء البروتينaaaن بنaaaد مaaaيزي

  .تواه في مصل الدم بالحيوانات مزالة المبايض امتصاص الكالسيوم فيزداد مس

 -1,25)و   Parathyroid Hormoneوتعتبaaaaaaaر هرمونaaaaaaaات الجaaaaaaaار الدرقيaaaaaaaة      

dihydroxy vitamins D3)   يتونينaaaذلك الكالسaaaوك،Calcitonin  وازنaaaات لتaaaي منظمaaaه

الكالسaaaaيوم ويعتبaaaaر عaaaaدم التaaaaوازن بهaaaaا احaaaaد مسaaaaببات فقaaaaدان العظaaaaم وان هaaaaذه التغيaaaaرات كلهaaaaا 

.  ) Osteoprosis)Zhou et al.,1993, بالهرمونaaaات تaaaؤدي الaaaى مaaaرض هشاشaaaة العظaaaام 

) تزيaaaaaد مسaaaaaتويات الكالسaaaaيوم وبالتaaaaaالي زيادتaaaaaه فaaaaي ادمصaaaaaاص العظaaaaaم (PTHان هرمونaaaaات 

ط خلايaaaا ناقضaaaة العظaaaم وهaaaي ايضaaaا تزيaaaد مaaaن اعaaaاده امتصaaaاص الكالسaaaيوم بواسaaaطة تحفيaaaز نشaaaا

  ) .Mechanick  et al ,1997(  الكلوية في الكلى  في النبيبات 
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) Xie  F et al  ,2005و( ) Aspray et  al ,2005مaن (النتaائج غيaر متفقaة مaع كaل و   

مسaaaaaتويات  انخفaaaaaاض فaaaaaي  واحيaaaaaث لاحظBrunette and Leclerc ,2001  (aaaaaو   (

  الكالسيوم بمجاميع المزالة المبايض.

هaaaو الاهaaaم فaaaي منaaaع حالaaaة التaaaدهور فaaaي كتلaaaة العظaaaم ,فبعaaaد  ويعتبaaaر العaaaلاج الهرمaaaوني البaaaديل    

وجaaaaد انخفaaaaاض  للمجموعaaaaة مزالaaaaة المبaaaaايض phytoestrogenلعaaaaلاج بالاسaaaaتروجين النبaaaaاتي ا

  .  )Davis ,1998وهي نتائج متفقة مع (  في مستوى الكالسيوم معنوي

ان اي ضaaعف فaaي الاخaaراج الكلaaوي للاحمaaاض ربمaaا  Sebastian , et al ,1994)وجaaد (   

انaaaaزيم  ا التaaaaوازن الايجaaaaابي ربمaaaaا يaaaaرتبط مaaaaع فقaaaaدانينaaaaتج التaaaaوازن الايجaaaaابي للاحمaaaaاض وهaaaaذ

والكالسaaaaيوم مaaaaن العظaaaaم الaaaaذي ممكaaaaن ان يaaaaؤدي الaaaaى الاصaaaaابة  (ALP) الفوسaaaaفاتيز القاعaaaaدي

والتaaaaaوازن السaaaaaلبي للكالسaaaaaيوم ربمaaaaaا يحaaaaaث فقaaaaaدان   osteoprosis بمaaaaaرض هشاشaaaaaة العظaaaaaام

وكaaaaذلك تaaaaاثير  . ) Batlle,1996  Sebastian et al,1994;( الكالسaaaaيوم مaaaaن الكلaaaaى

فaaaaي   Estrogen) علaaaaى زيaaaaادة مسaaaaتوى هرمaaaaون Phytoestrogenالاسaaaaتروجين النبaaaaاتي (

بaaaايض يكaaaون متفaaaق تعرضaaaه لازالaaaة الم دبالنتaaaائج وهaaaي المجموعaaaة المعالجaaaة بعG4 aaaمجموعaaaة 

) حيaaث لaaوحظ ان زيaaادة للاسaaتروجين بعaaد العaaلاج AL Sawyan N , 2010( مaaع نتaaائج 

  تكون مفيدة ايضا في بناء وتكوين العظم .

فaaaaاض مسaaaaتوى الاسaaaaتروجين فaaaaي الaaaaدم نتيجaaaaة لازالaaaaة المبaaaaايض يaaaaؤدي الaaaaى تحفيaaaaز ان انخ   

فaaaaي ادمصaaaaاص العظaaaaم والتaaaaي تaaaaؤدي الaaaaى الزيaaaaادة  Osteoclast الناقضaaaaة للعظaaaaم الخلايaaaaا

resorption  بةaaaaرع المناسaaaaاء الجaaaaم باعطaaaaة العظaaaaة ناقضaaaaة الخليaaaaبط فعاليaaaaن ان تثaaaaي ممكaaaaوالت

) Phytoestrogenاكaaaaد باسaaaaتعمال الاسaaaaتروجين النبaaaaاتي ( بaaaaديل للاسaaaaتروجين النبaaaaاتي كعaaaaلاج

بaaaaaaaديل                        كعaaaaaaaلاج بaaaaaaaديل لنسaaaaaaaاء بسaaaaaaaن اليaaaaaaaاس لتعaaaaaaaويض نقصaaaaaaaان هرمaaaaaaaون الاسaaaaaaaتروجين

)Knight & Eden ,1995; Gassidy,1996;Norhaiza  et al ,2009  ( .   

ان العaaaلاج البaaaديل بالاسaaaتروجين النبaaaاتي يعمaaaل علaaaى تثبaaaيط ميكانيكيaaaة نشaaaوء خلايaaaا ناقضaaaة     

كaaaaaبح علaaaaaى ) Phytoestrogenالاسaaaaaتروجين النبaaaaaاتي (قaaaaaد يعمaaaaaل و) osteogensisالعظaaaaaم (

 .) Osteoclast )Blair et al ,1996; Cassidy  ,1996 الناقضaaة للعظaaم فعاليaaة خلايaaا

  ). Ross,1991(بالاضافة الى تثبيط التصاق الخلية الناقضة على سطح العظم 
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وتتفaaaق نتaaaائج الدراسaaaaة الحاليaaaة حaaaول انخفaaaaاض مسaaaتوى الاسaaaتروجين فaaaaي حيوانaaaات مزالaaaaة    

دراسaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaات اخaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaرى                                                                      المبaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaايض  مaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaع نتaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaائج 

) Dang and Lowik,2005 (Yalin et al , 2005;  ةaaذه الدراسaaي هaaدت فaaث وجaaبحي

انخفaaaاض مسaaaaتوى الاسaaaتروجين الaaaaذي يقلaaaaل مaaaن مضaaaaادات الاكسaaaaده الدفاعيaaaة بالجسaaaaم ويحaaaaث 

وتكaaaaوين  bone lossي تaaaaؤدي الaaaaى فقaaaaدان العظaaaaم التTNF-α aaaaتكaaaaوين التعبيaaaaر الجينaaaaي ل  

   Osteoprosis.هشاشة العظام 

وكتلaaة العظaaم مaaن   بيروكسaaيد الaaدهون) وجaaود علاقaaة بaaين Basu et al , 2001ولاحaaظ (   

مaaaaن خaaaaلال قيaaaaاس مسaaaaتوياته فaaaaي ادرار النسaaaaاء المصaaaaابات بهشاشaaaaة العظaaaaام  BMDالمعaaaaادن 

osteoprosis  ادةaaaaaافة لزيaaaaaاضLipid Peroxidation  ةaaaaaي فعاليaaaaaادة فaaaaaة زيaaaaaتج عنaaaaaوين

MDA)(Manalogas,1999.  

اكaaaaaدت دراسaaaaaة                     حيaaaaaث  osteoporosisو للكالسaaaaaيوم  علاقaaaaaة مaaaaaع مaaaaaرض هشاشaaaaaة العظaaaaaام    

بزيaaaادة اخaaaذ جرعaaaات الكالسaaaيوم مaaaع الغaaaذاء فaaaي حالaaaة مرضaaaى هشاشaaaة العظaaaام للتعaaaويض مaaaن 

لaaaaدى المرضaaaaى المصaaaaابين بالهشاشaaaaة وكaaaaذلك فقaaaaدان الaaaaنقص الحاصaaaaل بمسaaaaتويات الكالسaaaaيوم 

 )(McNamara et al,2006 الكثيaaر مaaن المعaaادن الاخaaرى فتقaaل كتلaaة العظaaم مaaن المعaaادن .

وذلaaaك لوجaaaود علاقaaaة معنويaaaة بaaaين كتلaaaة العظaaaم وبعaaaض المغaaaذيات مثaaaل البaaaروتين والكالسaaaيوم 

  .) Arsalan et  al ,2003 ( والمغنسيوم

 P  phosphorusالفسفور    التغيرات في  معدل4-1-5 

فaaaaaي معaaaaaدل  P)>0.05معنaaaaaوي  ( انخفaaaaaاض) الaaaaaى وجaaaaaود  4-13تشaaaaaير نتaaaaaائج الجaaaaaدول (   

معنaaaوي   ارتفaaaاع)  وجaaaود  4-12( .وكaaaذلك يوضaaaح الجaaaدول G1 مجموعaaaة السaaaيطرةو الفسaaaفور

)0.05<(P  دلaaaaي معaaaaفP  ةaaaaللمجموعG3  يطرةaaaaة السaaaaا بمجموعaaaaة بمقارنتهaaaaة المعالجaaaaالمجموع

G1  ؤثرةaaaaة المaaaaلي بالجرعaaaaن العضaaaaابي للحقaaaaدور الايجaaaaح الaaaaذا يوضaaaaوهED50  تروجينaaaaللاس

  .  )  (Phytoestrogenالنباتي 

 G4بالمجموعaaaة  الفسaaaفورفaaaي معaaaدل  P)>0.05(تaaaدل النتaaaائج  الaaaى وجaaaود انخفaaaاض معنaaaوي    

 ED50جرعaaaaaaaة المaaaaaaaؤثرة للحقن العضaaaaaaaلي المعرضaaaaaaaة لازالaaaaaaaة المبaaaaaaaايض والمعالجaaaaaaaة بaaaaaaaال



  Discussionالفصل الخامس                                                                                         المناقشة 

 

90 

 

المزالaaaaة المبaaaaايض  G2عنaaaaد مقارنتهaaaaا بمجموعaaaaة )  (Phytoestrogenالنبaaaaاتي  للاسaaaaتروجين

  .G1والغير معالجة ومجموعة السيطرة 

تشaaaaير النتaaaaائج لانخفaaaaاض معaaaaدل الفسaaaaفور فaaaaي المجموعaaaaة مزالaaaaة المبaaaaايض لارتفaaaaاع معaaaaدل   

الكالسaaaيوم فaaaي هaaaذه المجموعaaaة حيaaaث يكaaaون التناسaaaب عكسaaaي بaaaين الكالسaaaيوم والفسaaaفور بمصaaaل 

  .)Wronski et al ,1991(الدم 

وكaaaaذلك لaaaaوحظ ايضaaaaا ان نقaaaaص الاسaaaaتروجين مaaaaن فقaaaaدان المبaaaaايض وانخفaaaaاض مسaaaaتواه فaaaaي   

مصaaaل الaaaدم يكaaaون مaaaرتبط مaaaع النقصaaaان الحاصaaaل فaaaي كتلaaaة العظaaaم للجaaaرذان مزالaaaة المبaaaايض 

حيaaaث ينaaaتج  Osteoporosisوكaaaذلك ارتباطaaaه مaaaع سaaaن اليaaaاس وحaaaدوث مaaaرض هشاشaaaة العظaaaام 

وخلايaaaaا ناقضaaaaة العظaaaaم  Osteoblastن بaaaaين عaaaaدد الخلايaaaaا بانيaaaaة العظaaaaم عنaaaaه اخaaaaتلال التaaaaواز

Ostoclast )Streeten et al,2008    ;    (  Bacon et al,2004.  

كaaaذلك للاسaaaتروجين النبaaaاتي تaaaاثير وقaaaائي وحمايaaaة ضaaaد فقaaaدان العظaaaم المتسaaaبب بسaaaبب نقصaaaان   

المبaaaايض وهaaaو يتوسaaaط التعبيaaaر الجينaaaي المتعلaaaق بaaaأيض  الاسaaaتروجين لaaaدى الحيوانaaaات مزالaaaة

   .)LiX et al , 2009(     العظم

)والaaaaذي اسaaaaتخدم عaaaaلاج مسaaaaتخلص مaaaaن عشaaaaبة معينaaaaة  Laio et al,2004بدراسaaaaة (  

المبaaايض حيaaث اوضaaح ان هaaذا العaaلاج لaaيس لaaه تaaأثير علaaى الaaرحم ولكنaaه يقلaaل  للحيوانaaات مزالaaة

مaaaن فقaaaدان الاسaaaتروجين ويعaaaزز مسaaaتواه فaaaي مصaaaل الaaaدم وهaaaذا يحمaaaي مaaaن فقaaaدان العظaaaم فaaaي 

  الاستروجين النباتي بدل الصناعي كعلاج بديل . ماستخداالجرذان مزالة المبايض ويعزز 

الفسaaaفور فaaaي مجموعaaaة الارانaaaب مزالaaaة المبaaaايض تتفaaaق نتaaaائج الدراسaaaة حaaaول انخفaaaاض معaaaدل   

 Bourrinwen et al., ,2002 ) ، (Kim et al., 2006 ) ، (Macdonald etمaaع (

al,2004 و ()Geusens  ,et al ,1996 ( ويaaaaز القaaaaبب للتحفيaaaaون السaaaaد يكaaaaث قaaaaحي

لهرمونaaaات جaaaار الدرقيaaaة ولارتفaaaاع الكالسaaaيوم الaaaذي يزيaaaد مaaaن ادمصaaaاص العظaaaم فaaaي الحيوانaaaات 

زالaaaaة المبaaaaايض حيaaaaث يaaaaزداد معaaaaدل الكالسaaaaيوم بمصaaaaل الaaaaدم ويقaaaaل معaaaaدل الفسaaaaفور ويaaaaزداد م

  . Osteoprosisادمصاص العظم وبالتالي التعرض للاصابة بمرض هشاشة العظام 
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تaaaaaؤثر فaaaaaي خلايaaaaaا بانيaaaaaة العظaaaaaم  Oxide Lipidsوبينaaaaaت الدراسaaaaaات ان اكسaaaaaدة الaaaaaدهون     

Osteoblast  والخلايا الناقضة العظمOsteoclast )Manolagas  ,2000  . (  

)  Iwamoto et al ,2003 ; Kim et al , 2006وتتفaaق نتaaائج دراسaaتنا الحاليaaة مaaع(  

حaaaول انخفaaaاض معaaaدل الفسaaaفور و زيaaaادة مسaaaتوى الكالسaaaيوم فaaaي مصaaaل الaaaدم لaaaدى الحيوانaaaات 

د حيaaaث لاحaaaظ  انخفaaaاض فaaaي مسaaaتويات الكالسaaaيوم فaaaي النسaaaاء بسaaaن مابعG2. aaaمزالaaaة المبaaaايض 

اليaaaaaاس فaaaaaي دراسaaaaaة اجراهaaaaaا وازديaaaaaاد معaaaaaدل الفسaaaaaفور وتكaaaaaون هaaaaaذه النتaaaaaائج عكaaaaaس نتaaaaaائج 

   . )Aspray et  al ,2005(دراستنا

) بالمعالجaaaaaaة بالاسaaaaaaتروجين للفئaaaaaaران مزالaaaaaaة المبaaaaaaايض  Rejnmark ,2008( واوضaaaaaaح  

المaaaواد الحاويaaaة علaaaى الاسaaaتروجين النبaaaاتي انخفaaaاض معaaaدل الكالسaaaيوم وارتفaaaاع  والمعالجaaaة باحaaaد

  معدل الفسفور .

 Alkaline phosphatas (ALP)   التغيرات في  معدل5-1-5 

فaaaaaaaaaaaaaaaaaي معaaaaaaaaaaaaaaaaaدل   P)>0.05) الى وجود ارتفاع معنوي  ( 4-12تشير نتائج الجدول (  

ALP  ةaaaي مجموعaaaفG2 ةaaaة مزالaaaي مجموعaaaة  وهaaaا بمجموعaaaايض بمقارنتهaaaالمبG1  ةaaaمجموع

  السيطرة .

 ALPفaaaaي معaaaaدل  P)>0.05)  وجaaaaود انخفaaaaاض معنaaaaوي  ( 4-12( وكaaaaذلك يوضaaaaح الجaaaaدول  

وهaaaذا يوضaaaح الaaaدور  G1المجموعaaaة المعالجaaaة بمقارنتهaaaا بمجموعaaaة السaaaيطرة  G3للمجموعaaaة 

للاسaaaaaaaaaaتروجين النبaaaaaaaaaaاتي  ED50الايجaaaaaaaaaaابي للحقaaaaaaaaaaن العضaaaaaaaaaaلي بالجرعaaaaaaaaaaة المaaaaaaaaaaؤثرة 

Phytoestrogen)  (  .  ويaaaاض معنaaaود انخفaaaى وجaaaائج  الaaaدل النتaaaوت)0.05<(P  دلaaaي معaaaف

ALP  ةaaaaaبالمجموعG4 الaaaaaة بaaaaaايض والمعالجaaaaaة المبaaaaaة لازالaaaaaلي المعرضaaaaaة للحقن العضaaaaaجرع

 G2عنaaaaaد مقارنتهaaaaaا بمجموعaaaaaة )  (Phytoestrogenللاسaaaaaتروجين النبaaaaaاتي  ED50المaaaaaؤثرة 

  المزالة المبايض والغير معالجة .

يكون  G2 في الحيوانات مزالة المبايض ALPيلاحظ من خلال نتائجنا ارتفاع معنوي في معدل    

  ارتفاع ب هان يلاحظ و) Chavassienx et al ,2001و()Turner  ,2002متفق مع دراسة (

ALP  يرتفع تحويل العظمbone turnover .  
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حيaaث لaaوحظ بهaaذه الدراسaaة الارتفaaاع الحاصaaل فaaي مسaaتوى   فaaي دراسaaتنا ALPزيaaادة مسaaتوى  ان  

ALP  ايضaaة المبaaة ازالaaد عمليaaابعaaتوى  ممaaي مسaaد فaaيزيosteocalcin رات  وaaع التغيaaة مaaه علاقaaل

فaي الجaرذان مزالaة  Osteoclast    المaرتبط مaع الخلايaا  Osteocalcinالمعنويaة فaي مسaتوى 

  )AL-Sowyan  N and Nadia ,2010(      .المبايض 

وهaو احaد المؤشaرات  الفوسaفاتيز القاعaدي ) ارتفaاع انaزيمTurner et  al ,1995(كaذلك لاحaظ   

الكيميائيaaة لمكونaaات العظaaم فaaي الحيوانaaات وهaaي مجموعaaة الاغنaaام مزالaaة المبaaايض وهaaذا متفaaق مaaع 

المبaايض وهaذا يaؤدي الaى  تحويaل  الدراسة الحاليaة حaول ارتفaاع هaذا الانaزيم فaي المجموعaة مزالaة

 Postالعظaaم وزيادتaaه تكaaون مشaaابهه للحaaالات التaaي تحصaaل فaaي النسaaاء فaaي سaaن مابعaaد اليaaاس 

menopausal .   

ترتفaaaع الفعاليaaaة فaaaي النسaaaاء بaaaين سaaaن اليaaaاس وفaaaي حالaaaة ازالaaaة المبaaaايض نتيجaaaة لaaaنقص هرمaaaون   

وايضaا تaزداد بaامراض العظaام  ALPالاستروجين ايضaا يaزداد تحaول العظaام فترتفaع فعاليaة انaزيم 

(مثل كساح العظم وامaراض سaرطان العظaم وهشاشaة العظaام ) بسaبب تنخaر العظaم ممaا يaؤدي الaى 

في مصل الحيوانات مزالaة  ALPزيادة  بتسرب الانزيم الى مصل الدم وهكذا  يزداد مستوى انزيم 

) .او قaد يعaزى سaبب ارتفaاع مسaتوى ;Fair and Krassner  1971  1996  ,المبaايض (ميaرك 

الaaى كaaون الانaaزيم لaaه دور فaaي عمليaaة نقaaل الفوسaaفات والكالسaaيوم والصaaوديوم  ALPفعاليaaة انaaزيم 

فaان مسaتواه  Metabolic Processوالبوتاسيوم بالاضافة الaى دوره المهaم فaي العمليaات الايضaية 

الحاصل في تركيز هaذه المعaادن  يرتفع في حالة الاصابة بامراض الجهاز البولي نتيجة الاضطراب

  .Norman et al.1970 ; Ganon, 1997)وايوناتها خلال الاصابة بالمرض(  

حيث لاحظ انخفaاض فaي  )  Ross,1996و() Namkung et al.,2001 ولم تتفق دراستنا مع (  

فaي  ALPبالحيوانات مزالة المبايض . حيث انه لم يلاحظ اي تغيير معنوي في معaدل  ALPمعدل 

  الحيوانات مزالة المبايض .

فaaي المجموعaaة المعالجaaة  ALPمسaaتوى انaaزيم  p>0.05توضaaح النتaaائج ايضaaا انخفaaاض معنaaوي     

والمجموعaة المزالaة  G1بمجموعaة السaيطرة ة ) مقارنG3aبالجرعة المؤثرة بالاستروجين النبaاتي (

فaي المجموعaة المزالaة المبaايض  ALPوكaذلك يلاحaظ انخفaاض غيaر معنaوي بaانزيم  G2المبايض 

) ويكون التاثير ايجابي للاستروجين النباتي G4(   والمعالجة بالجرعة المؤثرة للاستروجين النباتي
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) حيث لاحظ ان المعالجة Coxam, 2005(     وتتفق النتائج الحالية مع  ALPعلى مستوى انزيم 

في مصل دم انaاث الارانaب  ALPفعالية انزيم  مستوى  له دور في انخفاض   بالاستروجين النباتي

  . أشهر 6للاستروجين النباتي ولمدة    ED50التي حقنت عضليا بالجرعة المؤثرة

المعالجaaaaة بالجرعaaaaة  G3فaaaaي المجموعaaaaة  ALPوكaaaaذلك تتفaaaaق النتaaaaائج حaaaaول انخفaaaaاض معaaaaدل   

                  مaaaaaaaaaaaaaaaaع دراسaaaaaaaaaaaaaaaaة Phytoestrogenللاسaaaaaaaaaaaaaaaaتروجين النبaaaaaaaaaaaaaaaaاتي  ED50المaaaaaaaaaaaaaaaaؤثرة 

)Hankenson et al ,2005  دلaaaaاض معaaaaظ انخفaaaaث لاحaaaaحي (ALP   ةaaaaي مجموعaaaaف

  الحيوانات المعالجة بالاستروجين النباتي .

  Histopathological Changesالتغيرات النسيجية   2-5 

للاس;;;;تروجين النب;;;;اتي  ED50ت;;;;أثير الحق;;;;ن العض;;;;لي بالجرع;;;;ة الم;;;;ؤثرة  -1-2-4

  عظمعلى نسيج ال

  aaaرور بعaaaن  6د مaaaهر مaaaت أشaaaذ لوحظaaaة الفخaaaن منطقaaaيجية مaaaاطع نسaaaذت مقaaaايض اخaaaة المبaaaأزال

حجaaaaم  علaaaaى النسaaaaيج العظمaaaaي وذلaaaaك مaaaaن خaaaaلال زيaaaaادة فaaaaيالتغيaaaaرات المرضaaaaية الواضaaaaحة 

بaaaين مaaaتن العظaaaم ،وتطaaaاول فaaaي قنaaaوات فولكمaaaان صaaaورة وزيaaaادة الفراغaaaات  lacunaeالفجaaaوات 

  ) . 4-5(بالمقارنة مع مجموعة السيطرة صورة  ) 6-4(

حيوانaaaات مزالaaaة المبaaaايض  العظمaaaي حصaaaول تaaaدهور بالنسaaaيج اشaaaارت الدراسaaaة الحاليaaaة الaaaى      

)،  Adnanm, 2010 )،(Liux et al,2010( عaaaaدة دراسaaaaات وقaaaaد اتفقaaaaت النتيجaaaaة مaaaaع

)Kamran et al,2010 ( )،Arsalan et al.,2003)، (Castaneda et al.,2008  (

) ان انخفaaaaaاض مسaaaaaتوى الاسaaaaaتروجين نتيجaaaaaة لازالaaaaaة  Giavaresi et al.,2008(    و

الادمصaaaaaاص وبالتaaaaaالي يزيaaaaaد المبaaaaaيض يعaaaaaزز ويزيaaaaaد مaaaaaن فعاليaaaaaة خلايaaaaaا ناقضaaaaaة العظaaaaaم 

)resorption( داaaaعيف جaaaم ضaaaبح العظaaaث يصaaaم حيaaaه ، العظaaaادن فيaaaب المعaaaل ترسaaaاض ويقaaaانخف

مسaaaaaaaaتوى الاسaaaaaaaaتروجين يحفaaaaaaaaز انتaaaaaaaaاج البروتينaaaaaaaaات الضaaaaaaaaارة للنسaaaaaaaaيج العظمaaaaaaaaي مثaaaaaaaaل 

)Osteogenin,bone morphogenic proteins (  ذلكaaaaaaود وكaaaaaaي تعaaaaaaرات التaaaaaaالتغي

 transforming growth factor and)الحاصaaaلة بعوامaaaل النمaaaو مثaaaل ( تللاختلافaaaا

insulin-like growth factor  ( مaaaaوه العظaaaaة تشaaaaل حالaaaaذلك تحصaaaaوبKubo et 

al.,1999)  (; )Kamran et al.,2010 ( ;)Fujmoto et al.,2001 (
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;)(Namkung-matthai et al.,2002   اaaaر ، كمaaaدم العمaaaرة بتقaaaذور الحaaaد الجaaaؤدي ان تولaaaت

 osteocyte )Manolagasالaaaى فقaaaدان كتلaaaة العظaaaم بالاضaaaافة الaaaى تمaaaوت الخلايaaaا العظميaaaة 

& Parfitt 2010 )و(Levasseur,2009  ،((Cagnacci et al.,2003 اaaaaaان .كم

انخفaaaaاض مسaaaaتوى تركيaaaaز هرمaaaaون  الاسaaaaتروجين يaaaaؤدي الaaaaى اختaaaaزال فaaaaي نسaaaaبة المعaaaaادن 

المترسaaaaبة فaaaaي المaaaaادة الاسaaaaاس نتيجaaaaة للتغيaaaaر فaaaaي ايaaaaض ووظيفaaaaة خلايaaaaا النسaaaaيج العظمaaaaي 

osteocyte   مaaaي حجaaaر فaaaة وكبaaaا العظميaaaة بالخلايaaaروابط المحيطaaaي الaaaرات فaaaول تغيaaaوحص

                               بaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaايض .فaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaي الحيوانaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaات مزالaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaة الم lacunaeالفجaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaوات  

);Almeida et al.,2007 Lane et al.,2006. (  

وان اهميaaaaaة الاسaaaaaتروجين فaaaaaي ايaaaaaض العظaaaaaام  تتaaaaaأثر بحصaaaaaول الطفaaaaaرة فaaaaaي مسaaaaaتقبلات      

)،او الطفaaaaaرة  فaaaaaي جaaaaaين  estrogen receptor )Smith et al.,1994الاسaaaaaتروجين 

p450 aromatase gene ).Morishima et al.,1995; Carani et al.,1997 ( ان

  epiphysisتعمaaaل علaaaى غلaaaق   p450 aromatase geneحصaaaول الطفaaaرة فaaaي جaaaين 

او فaaaي مسaaaتوى هرمaaaون الاسaaaتروجين وزيaaaادة فaaaي كتلaaaة العظaaaم والناتجaaaة مaaaن الانخفaaaاض الكبيaaaر 

سaaaن ) وكaaaذلك فaaaي الرجaaaال فaaaي (Khosla et al.,1998فaaaي حaaaالات سaaaن اليaaaأس فaaaي النسaaaاء

  الشيخوخة.

بالاسaaaaaaتروجين النبaaaaaaاتي  ED50امaaaaaaا مجموعaaaaaaة الحيوانaaaaaaات التaaaaaaي تaaaaaaم حقنهaaaaaaا عضaaaaaaليا ب  

المسaaaتخلص مaaaن الفاصaaaوليا اليابسaaaة بعaaaد ازالaaaة المبaaaايض لaaaوحظ قلaaaة تaaaدهور النسaaaيج العظمaaaي 

وتراجaaaع بaaaالتغيرات  lacunaeزيaaaادة فaaaي تماسaaaك المaaaادة الاسaaaاس وصaaaغر فaaaي حجaaaم الفجaaaوات 

aaaي صaaaيج العظمaaaية للنسaaaورة (  ) 4-8(ورة المرضaaaايض صaaaة المبaaaة مزالaaaا بمجموعaaa6بمقارنته-

مجموعaaaة الارانaaaب المعالجaaaة بaaaدون ازالaaaة المبaaaايض قلaaaة  العظمaaaي ويلاحaaaظ بمقطaaaع النسaaaيج)  4

  .)  4-7 صورة ( كثافة العظم وصغر حجم الفجواتفي طول قنوات فولكمان وزيادة في 

    ، ) Liux et al., 2010 ( ،)Nadia ,2010(  اتفقaaaت نتaaaائج الدراسaaaة الحاليaaaة مaaaع  

)Kamran et al.,2010  (و(Cagnacci et al.,2003) لاجaaaaوا ان العaaaaث لاحظaaaaحي

ذو فعاليaaaaaة جيaaaaaدة علaaaaaى نسaaaaaيج  لنبaaaaaات الفاصaaaaaوليا البيضaaaaaاء اليابسaaaaaة  بالاسaaaaaتروجين النبaaaaaاتي

فيكaaaون المقطaaaع خaaaالي مaaaن التجaaaاويف الموجaaaودة بالمجموعaaaة مزالaaaة المبaaaايض وكaaaذلك  العظمaaaي
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وتراجaaaع فaaaي ادمصaaaاص  للنسaaaيج العظمaaaي الترتيaaaب الهندسaaaي  عaaaودةو lacunaeصaaaغر بحجaaaم 

وازديaaaاد عaaaدد  bone formation ويaaaزداد تكaaaون العظaaaم   bone resorptionالعظaaaم 

  .الخلايا والتجهيز الدموي 

دراسaaaaته علaaaaى )Rejnmark et al.,2004 Wolters et al.,2004;اجaaaaرى ( كaaaذلك   

بالاسaaaaتروجين انaaaaه يسaaaaاعد علaaaaى تعزيaaaaز خلايaaaaا العظaaaaم الجaaaaرذان مزالaaaaة المبaaaaايض والمعالجaaaaة 

وتراجaaaع التaaaدهور الaaaذي يحصaaaل عنaaaد ازالaaaة المبaaaايض ويقaaaل فقaaaدان العظaaaم وتaaaزداد كتلaaaة العظaaaم 

aaaه فعaaaاتي  لaaaتروجين النبaaaادن وان الاسaaaن المعaaaن  لمaaaم مaaaى العظaaaافظ علaaaث يحaaaدة حيaaaاد للاكسaaaمض

  مهاجمة الجذور الحرة .

للاستروجين النباتي على  ED50لمؤثرة تأثير الحقن العضلي بالجرعة ا 2-2-4

  نسيج الرحم

لانسaaaaجة الaaaaرحم لمجموعaaaaة الارانaaaaب  ) 4-10 صaaaaورة ( اظهaaaaرت نتaaaaائج التقطيaaaaع النسaaaaيجي    

 والخلايaaaا غيaaaر فعالaaaة مزالaaaة المبaaaايض وجaaaود تفكaaaك واضaaaح بالنسaaaيج للطبقaaaات الداخليaaaة للaaaرحم

) وهaaaي المقطaaaع  4-9صaaaورة(مقارنaaaة مaaaع الغaaaدد الaaaر حميaaaة  وقلaaaة عaaaددوقلaaaة التغذيaaaة الدمويaaaة 

  النسيجي الطبيعي لمجموعة السيطرة .

ان انخفaaaaaاض مسaaaaaتوى تركيaaaaaز هرمaaaaaون الاسaaaaaتروجين يaaaaaؤدي الaaaaaى عaaaaaدم التaaaaaوازن بaaaaaين   

المؤكسaaaaدات ومضaaaaادات الاكسaaaaدة اي حصaaaaول حالaaaaة اجهaaaaاد تأكسaaaaدي وبالتaaaaالي زيaaaaادة فaaaaي تولaaaaد 

                                         ة الخلايaaaaaaaaaaaaaaaaaaaا هaaaaaaaaaaaaaaaaaaaا المaaaaaaaaaaaaaaaaaaaؤثر علaaaaaaaaaaaaaaaaaaaى أغشaaaaaaaaaaaaaaaaaaaيالجaaaaaaaaaaaaaaaaaaaذور الحaaaaaaaaaaaaaaaaaaaرة وفعل

);Hamed et al,2010 Bagchi et al,2003.( aaaافة الaaaتوى  ىبالاضaaaاض مسaaaا ن انخف

والتaaaي   Lipid peroxidationالاسaaaتروجين يaaaؤدي الaaaى زيaaaادة فaaaي أكسaaaدة الaaaدهون هرمaaaون 

  ) Freed , 2004( تقود لزيادة الدهون وتجمع الخلايا الدهنية.

) النسaaaaيج الرحمaaaaي لمجموعaaaaة الارانaaaaب المعالجaaaaة بالجرعaaaaة المaaaaؤثرة  4-11الصaaaaورة (وتظهaaaaر   

ED50  ) تaaaي بلغaaaاتي والتaaaتروجين النبaaa0.2للاس mg/ kg  ودaaaايض وجaaaة المبaaaر مزالaaaوالغي (

وفaaaرط نسaaaيج البطانaaaة  تغذيaaaة دمويaaaة عاليaaaة بالنسaaaيج وكaaaذلك كثaaaرة عaaaدد الخلايaaaا والغaaaدد الرحميaaaة 

  ). 4-9(ومجموعة السيطرة  ) 4-10مقارنة مع صورة (الرحمية 
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  aaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaة الحاليaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaائج الدراسaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaت نتaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaعة اتفقaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaم                                                                  

)Ishimi et al,2000; Tang et al. ,2005; Meixia et al,2010 وا انaaث لاحظaaحي(

النبaaaاتي للجaaaرذان والمسaaaتخلص مaaaن مصaaaادر عديaaaدة مaaaن الاعشaaaاب ومنهaaaا  المعالجaaaة بالاسaaaتروجين

الشaaaاي الاخضaaaر و فaaaول الصaaaويا وغيرهaaaا حيaaaث تكaaaون ذات تaaaأثيرات أيجابيaaaة علaaaى نسaaaيج الaaaرحم 

  حيث يحفز ويزيد بعدد الخلايا اي فرط التنسج .

ة )  فaaaي مجموعaaaة الارانaaaب مزالaaa 4-12ويبaaaين مaaaن خaaaلال التقطيaaaع النسaaaيجي للaaaرحم صaaaورة (    

يلاحaaaظ قلaaaة  حيaaaث المبaaaايض والمعالجaaaة بaaaالحقن العضaaaلي للجرعaaaة المaaaؤثرة للاسaaaتروجين النبaaaاتي

التaaaaي تكaaaaون غيaaaaر فعالaaaaة ولاوجaaaaود  الاوعيaaaaة الدمويaaaaة وتحفيaaaaز لخلايaaaaا البطانaaaaة الداخليaaaaة للaaaaرحم 

 مزالaaaaةالمعالجaaaaة وغيaaaaر  مجموعaaaaةال ) 4-11(مقارنaaaaة مaaaaع لزيaaaaادة غيaaaaر طبيعيaaaaة بخلايaaaaا الaaaaرحم

  .) 4-9صورة(  G1  المبايض ومجموعة السيطرة 

ان المعالجaaaة بالاسaaaتروجين  والاحظaaa نالaaذي). Blair et al .,1996(وهaaي نتaaaائج متفقaaaة مaaع    

المبaaايض الaaذي يزيaaد مaaن عaaدد الخلايaaا للبطانaaة الداخليaaة للaaرحم ويزيaaد مaaن  النبaaاتي للجaaرذان مزالaaة

انقسaaaامها .قaaaد يكaaaون السaaaبب لفعaaaل الاسaaaتروجين الaaaذي يعتبaaaر احaaaد مضaaaادات الاكسaaaدة ولaaaه الaaaدور 

،اضaaaافة لaaaدور   Lipid peroxidationعمليaaaة تأكسaaaد الaaaدهون  قلaaaلبتقليaaaل الجaaaذور الحaaaرة وي

اغشaaaية الخلايaaaا وتأثيرهaaaا فaaaي كaaaبح الجaaaذور الحaaaرة وتقليaaaل  التaaaي تحaaaافظ علaaaىالمركبaaaات الفينوليaaaة 

  .التأثيرات التي تصيب الانسجة 

لaaaaه  تبaaaaين ان لمحتaaaaوى الاسaaaaتروجين النبaaaaاتي مaaaaن الفلافونaaaaدينات والمحتaaaaوى الفينaaaaوليكمaaaaا ان     

                                             الفعاليaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaة العلاجيaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaة كمضaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaاد للالتهaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaاب ومضaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaاد للاكسaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaدة

)Fazliana et al,2011 Karim et al, 2011; .(  

                     ;) Miksicek ,1995 (;)Resncik et al, 1997( سaaجلت الابحaaاث   

(Messina et al,1995)    ;)Gibs,2000 ، (  رةaaaaد كبيaaaaاتي فوائaaaaتروجين النبaaaaان للاس

الاسaaaتروجين النبaaaاتي لaaaيس لaaaه أي أثaaaار جانبيaaaة  يكaaaونكعaaaلاج بaaaديل  للنسaaaاء فaaaي سaaaن اليaaaأس حيaaaث 

حaaaادة علaaaى الaaaرحم او الثaaaدي بينمaaaا يلاحaaaظ ان الاصaaaابة بسaaaرطان الaaaرحم او الثaaaدي هaaaي مaaaن الاثaaaار 

  سن اليأس.في الجانبية السلبية لاستعمال الاستروجين الصناعي كعلاج بديل 
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التغيرات الجزيئية   3-5 

  المستخلص على نشاط الجينات المسؤولة عن انتاج المادة البينية للعظم تاثير-1-3-5

مaaaaن عينaaaaات العظaaaaام للارانaaaaب مزالaaaaة المبaaaaايض  RNAتaaaaم اسaaaaتخلاص الحaaaaامض النaaaaووي        

فحaaaص تفاعaaaل سلسaaaلة البلمaaaرة فaaaي الوقaaaت الحقيقaaaي الكمaaaي (الاستنسaaaاخ العكسaaaي) بواسaaaطة طريقaaaة 

 .Nanodrop spectrophotometer (THERMOال  جهaaاز خaaaاص وهaaaو اسaaaتخدام وقaaد

USA)  زaaaاس تركيaaaووي لقيaaaامض النaaaالحRNA  امضaaaى الحaaaروتين الaaaبة البaaaاوة (نسaaaدى النقaaaوم

المسaaaتخلص كaaaان بنقaaaاوة عاليaaaة  RNAالنaaaووي) حيaaaث يبaaaين الجaaaدول ادنaaaاه ان الحaaaامض النaaaووي 

نaaaaانومتر حيaaaaث يقaaaaيس الطaaaaول  280-260عنaaaaد القيaaaaاس علaaaaى الطaaaaول المaaaaوجي  ) 2.0-1.8(

نaaaانومتر فانaaaه يقaaaيس مسaaaتوى  280نaaaانومتر مسaaaتوى الحaaaامض النaaaووي امaaaا الطaaaول  260المaaaوجي 

تعكaaaس زيaaaادة الحaaaامض النaaaووي وقلaaaة  2زادت النسaaaبة لتصaaaل الaaaى  البaaaروتين فaaaي العينaaaة وكلمaaaا

العينaaaة يعكaaaس مaaaدى البaaaروتين بالعينaaaة ،حيaaaث تعتبaaaر هaaaذه العينaaaة عاليaaaة النقaaaاوة .ان ارتفaaaاع نقaaaاوة 

         كمaaaaaا فaaaaaي شaaaaaكل . RT-PCRفaaaaaي دراسaaaaaة النشaaaaaاط الجينaaaaaي بتقنيaaaaaة دقaaaaaة النتaaaaaائج المستحصaaaaaلة 

  RNAنتائج استخلاص  الذي يمثل 13-4)(

في ��اس م�
	�  ) RT-PCR(الانيمرة استخدام تقنية تفاعل سلسلة البل -2-3-5

  ال"%ا$ ال#�"ي �ع! ال�عاملة �الاس
�وج�� 

تمaaت دراسaaة مسaaتوى النشaaاط الجينaaي للجينaaات المسaaؤولة عaaن انتaaاج المالaaدة البينيaaة للعظaaم مثaaل   

Col  I  وFibronectin  تروجينaaaaتقبلات الاسaaaaة مسaaaaى دراسaaaaافة الaaaaاضKappa B  يaaaaف

وهaaaaaي الحيوانaaaaaات مزالaaaaaة  G2ومجموعaaaaaة  G1حيوانaaaaaات التجربaaaaaة الaaaaaى مجموعaaaaaة السaaaaaيطرة 

مجموعaaaaة الحيوانaaaaات المعالجaaaaة بaaaaدون ازالaaaaة المبaaaaايض ومجموعaaaaة  G3المبaaaaايض ومجموعaaaaة 

G4  امضaaaaة الحaaaaدير كميaaaaم تقaaaaد تaaaaتخلص .لقaaaة بالمسaaaaايض والمعالجaaaaة المبaaaaب مزالaaaaاث الارانaaaان

. ولتقaaaaدير كميaaaaة الحaaaaامض النaaaaووي المنaaaaتج بعaaaaد تaaaaأثر ذلaaaaك الجaaaaين بالمعاملaaaaة RNAالنaaaaووي 

RNA وقaaaaaaي او الaaaaaaرة الانaaaaaaلة البلمaaaaaaل سلسaaaaaaة تفاعaaaaaaتخدمت تقنيaaaaaaتي اسRT-PCR  دأaaaaaaان المب.

 DNAبعaaaد تحويلهaaaا الaaaى   RNAالاساسaaaي لهaaaذا التفاعaaaل يعتمaaaد علaaaى مضaaaاعفة عaaaدد نسaaaخ ال 

  . cDNAالمقابل 
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-RTالمنتجaaaة تكaaaون عاليaaaة وبالتaaaالي فaaaان جهaaaاز  RNAفaaaاذا كaaaان الجaaaين نشaaaطا فaaaان كميaaaة ال

PCR  لaaن دورات التفاعaaل مaaدد اقaaجلها بعaaن ان يسaaيمك(CT value )cycle time  ةaaمقارن

للجينaaaات الاخaaaرى ذات  CTمaaaع قaaaيم  CTبaaaالجين فaaaي الحالaaaة غيaaaر النشaaaطة.يجب معaaaايرة قيمaaaة 

والaaaaذي يسaaaaمى  B-actinالثابaaaaت ولاتتaaaaأثر بالمعاملaaaaة الحاليaaaaة مثaaaaل جaaaaين البيتaaaaا اكتaaaaين  النشaaaaاط

  . House keeping geneبجين المعايرة 

فaaaي حسaaaاب التعبيaaaر النسaaaبي فaaaي نشaaaاط  )(CT Livak Method∆∆-2طريقaaaة لقaaaد اسaaaتخدمت   

  . Wang and Hardy ,2004)(الجينات بعد المعاملة بالاستروجين النباتي 

لغaaaaaرض زيaaaaaادة دقaaaaaة التجربaaaaaة المصaaaaaممة لقيaaaaaاس مسaaaaaتوى النشaaaaaاط الجينaaaaaي بعaaaaaد المعاملaaaaaة   

) المسaaaتخدمة فaaaي تفاعaaaل  primersبالاسaaaتروجين النبaaaاتي ،تaaaم التحقaaaق مaaaن تخصaaaص البادئaaaات (

 melting) بaaaاجراء مايسaaaمى بمنحنaaaى تخصaaaص البادئaaaات ( RT-PCRبلمaaaرة الانaaaي(سلسaaaلة ال

curve .(  

لمضaaaaاعفة نسaaaaخ ال الى وجaaaaود تفاعaaaaل واحaaaaد المنحنaaaaى قمaaaaة واحaaaaدة فانaaaaه يشaaaaيراذا كaaaaان لهaaaaذا   

cDNA   نaaaر مaaaود اكثaaaي وجaaaذا يعنaaaدة فهaaaة واحaaaن قمaaaر مaaaت اكثaaaا اذا كانaaaرة .امaaaل البلمaaaي تفاعaaaف

) غيaaaaaر متخصصaaaaaة بمضaaaaaاعفة ال  Primersتفاعaaaaaل فaaaaaي سلسaaaaaلة البلمaaaaaرة .اي ان البادئaaaaaات (

cDNA  يaaaaة .فaaaaا بالدراسaaaaة لهaaaaرى لاعلاقaaaaات اخaaaaاعفت جينaaaaا ضaaaaة وانمaaaaت الدراسaaaaين تحaaaaللج

) ذات قمaaaة  melting curve(البادئaaaات  دراسaaaتنا الحاليaaaة نلاحaaaظ ان كaaaل منحنيaaaات تخصaaaص

  ) . 4-16) و(4-15)،( 4-14واحدة شكل (

) المسaaaaتخدمة  Primersهaaaaذا يشaaaaير الaaaaى دقaaaaة التجربaaaaة الحاليaaaaة وجaaaaودة تصaaaaميم البادئaaaaات (   

  . RT-PCRلقياس النشاط الجيني في سلسلة تفاعل البلمرة الاني 

 Iتأثير المعاملة بالمستخلص النباتي على الكولاجين -3-3-5

نتaaaaaaaائج الدراسaaaaaaaة الحاليaaaaaaaة ان المعالجaaaaaaaة بمسaaaaaaaتخلص الاسaaaaaaaتروجين النبaaaaaaaاتي أظهaaaaaaaرت     

)Phytoestrogen  زتaaaaaي) حفaaaaaر الجينaaaaaوع  التعبيaaaaaولاجين نaaaaaتويات الكaaaaaن  1لمسaaaaaين مaaaaaوتب

ذات  osteoblastفaaaي خلايaaaا البانيaaaة للعظaaaم  1النتaaaائج الوراثيaaaة ان مسaaaتويات الكaaaولاجين نaaaوع 

  . تعود للمعالجة بالمستخلص النباتيزيادة معنوية 
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 فوقاتلوج/د لافي ه*ا ال�راسة  Collagen type Iل
	� وق� ا�هت ن�ائج ال�ع�	 ال
	�ي     

ال<Aالة  G2لل<
</عة  RNAمع�/9ة في م7/�8 ال�ع�	 ال
	�ي لل5ام3 ال�/و2 

)3CاD>عة  0.57±1.38ال/>
) مقارنة  0.47±1.13ال<عال
ة ب�ون ازالة ال<Dا(G3 )3C وم

 OلP�8>الQ ة
ة .اما Qال�D8ة لل<
</عة مAالة ال<Dا3C وال<عالST8عة ال/>
فق�  G4الى م

في ال�ع�	 ال
	�ي  ) UP regulation(  )3.81±1.28(ت�XTY متفع ا�هت ز9ادة مع�/9ة 

 2ك<ا في ص/رة . collagen type Iلل`/لاج	� ن/ع  

 Fibronectenالفايبرونكتين تأثير المعاملة بالمستخلص النباتي على 4-3-5 

أظهaaaaaaaرت نتaaaaaaaائج الدراسaaaaaaaة الحاليaaaaaaaة ان المعالجaaaaaaaة بمسaaaaaaaتخلص الاسaaaaaaaتروجين النبaaaaaaaاتي     

)Phytoestrogen ايبرونكتينaaaaتويات الفaaaaي لمسaaaaر الجينaaaaزت التعبيaaaaائج   ) حفaaaaن النتaaaaين مaaaaوتب

ذات زيaaaaaادة  osteoblastفaaaaaي خلايaaaaaا البانيaaaaaة للعظaaaaaم  الفaaaaaايبرونكتينالوراثيaaaaaة ان مسaaaaaتويات 

  معنوية تعود للمعالجة بالمستخلص النباتي .

  B-actinطبيعيaaaة للجaaaين القياسaaaي لجينaaaات الدراسaaaة  التعبيaaaر الجينaaaي للفaaaايبرونكتين ونتaaaائج  

ينaaaتج  PCRالتفاعaaaل يشaaaير انaaaه تفاعaaaل  PCRلكaaaل .واوضaaaح منحنaaaى التفكaaaك وجaaaود قمaaaة مفaaaردة 

 منaaaتج واحaaaد بaaaدون اي تفاعaaaل غيaaaر خaaaاص الaaaذي ممكaaaن يرفaaaع نسaaaبة الاخطaaaاء للنتaaaائج النهائيaaaة

  4وشكل  3.كما في شكل 

فaaي هaaذا الدراسaaة لاوجaaود لفروقaaات  وقaaد اظهaaرت نتaaائج التعبيaaر الجينaaي لجaaين الفaaايبرونكتين    

المزالaaaaaة  G2للمجموعaaaaaة  RNAمعنويaaaaaة فaaaaaي مسaaaaaتوى التعبيaaaaaر الجينaaaaaي للحaaaaaامض النaaaaaووي 

)  5.59±10.2المعالجaaaaaaة بaaaaaaدون ازالaaaaaaة المبaaaaaaايض( G3) ومجموعaaaaaaة 1.17±2.26المبaaaaaaايض(

مقارنaaaaaة الaaaaaى مجموعaaaaaة السaaaaaيطرة .امaaaaaا بالنسaaaaaبة للمجموعaaaaaة مزالaaaaaة المبaaaaaايض والمعالجaaaaaة 

)  UP regulationفقaaaaaaد اظهaaaaaaرت زيaaaaaaادة معنويaaaaaaة (تنظaaaaaaيم مرتفaaaaaaع  G4بالمسaaaaaaتخلص 

  .  fibronectin)في التعبير الجيني للفايبرونكتين 18.25±7.55(
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 Kappa Bتأثير المعاملة بالمستخلص النباتي على 5-3-5 

أظهaaaaaaaرت نتaaaaaaaائج الدراسaaaaaaaة الحاليaaaaaaaة ان المعالجaaaaaaaة بمسaaaaaaaتخلص الاسaaaaaaaتروجين النبaaaaaaaاتي    

)Phytoestrogen  توياتaaaي لمسaaaر الجينaaaزت التعبيaaaحف (Kappa B   ائج انaaaن النتaaaين مaaaوتب

ذات زيaaaادة معنويaaaة تعaaaود للمعالجaaaة بالمسaaaتخلص  النسaaaيج العظمaaaي فaaaي  Kappa Bمسaaaتويات 

  النباتي .

فaaaي هaaaذا الدراسaaaة لاوجaaaود لفروقaaaات  Kappa Bوقaaaد اظهaaaرت نتaaaائج التعبيaaaر الجينaaaي لجaaaين   

aaaaaي للحaaaaaر الجينaaaaaتوى التعبيaaaaaي مسaaaaaة فaaaaaووي معنويaaaaaامض النRNA  ةaaaaaللمجموعG2  ةaaaaaالمزال

) 0.17±0.7المعالجaaaaaaة بaaaaaaدون ازالaaaaaaة المبaaaaaaايض( G3) ومجموعaaaaaaة  0.18±0.61المبaaaaaaايض(

  مقارنة الى مجموعة السيطرة .

 فقaaaaد اظهaaaaرت زيaaaaادة G4امaaaaا بالنسaaaaبة للمجموعaaaaة مزالaaaaة المبaaaaايض والمعالجaaaaة بالمسaaaaتخلص   

. كمaaaaا فaaaaي Kappa B)فaaaaي التعبيaaaaر الجينaaaaي للكaaaaولاجين نaaaaوع   0.52±0.9معنويaaaaة ( غيaaaaر

    1صورة 

تعتمaaaaaaد علaaaaaaى ثaaaaaaلاث انaaaaaaواع مaaaaaaن البروتينaaaaaaات هaaaaaaي   osteoclastogenesisان عمليaaaaaaة    

Receptor activator  of nuclear factor (NF-κB-)ligand(RANKL)  

وتوجaaaد الفaaaة عاليaaaة للارتبaaaاط بينهمaaaaا وهaaaذا الارتبaaaاط مهaaaم لتنشaaaئة خلايaaaaا   RANKومسaaaتقبله 

  . Osteoclast     )(Yasuda et al.,1998ناقضة العظم 

وهaaaaو عامaaaaل مثaaaaبط قaaaaوي علaaaaى  OPG Osteoprotegrinالثالaaaaث هaaaaو بaaaaروتين البaaaaروتين    

          وادمصaaaaaaaaaaaاص العظaaaaaaaaaaaم داخaaaaaaaaaaaل وخaaaaaaaaaaaارج الجسaaaaaaaaaaaم . osteoclastogenesisعمليaaaaaaaaaaaة 

)Simonet et al.,1997 .(  

لخلايaaaaا ناقضaaaaة  Osteoclastogenesisان عمليaaaaة ادمصaaaaاص العظaaaaم تعaaaaود للزيaaaaادة بعمليaaaaة    

  RANKLهaaaaي  العظaaaaم ومaaaaن اهaaaaم السaaaaايتوكينات التaaaaي تaaaaؤثر علaaaaى عمليaaaaة أيaaaaض العظaaaaم

والتaaaي تزيaaaد مaaaن فعاليaaaة خلايaaaا ناقضaaaة العظaaaم وكaaaذلك البaaaروتين المثaaaبط لعمaaaل هaaaذه   RANKو

  ) OPG  .) Lindberg et  al.,2001وهو  السايتوكينات
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يعتبaaaaaaر احaaaaaaد مسaaaaaaببات  OPG/RANKL/RANKان  التغيaaaaaaرات المتعاقبaaaaaaة فaaaaaaي نظaaaaaaام    

تعaaaaزز تمaaaaايز  OPGالaaaaى   RANKLحيaaaaث ان الزيaaaaادة فaaaaي نسaaaaبة مaaaaرض هشاشaaaaة العظaaaaام 

العظaaaم  ممaaaا يزيaaaد فaaaي فقaaaدان كتلaaaة العظaaaم ويaaaؤدي لادمصaaaاصوتنشaaaيط خلايaaaا ناقضaaaة العظaaaم 

وان تطaaaaaور مaaaaaaرض ,Osteoporosisوبالتaaaaaالي تaaaaaزداد الاصaaaaaaابة بمaaaaaرض هشاشaaaaaة العظaaaaaaام 

                        RANK/RANKL يكaaaaون خطaaaaر جaaaaدا لaaaaدى الaaaaذين لaaaaديهم طفaaaaرة وراثيaaaaة فaaaaي الهشاشaaaaة 

)Saika et al.,2001 Kitazawa et al.,1999; (Kong et al.,1999;.   

هaaaي التنaaaاول المفaaaرط  OPG الaaaى   RANKLمaaaن العوامaaaل التaaaي تعaaaزز زيaaaادة نسaaaبة و   

ازالaaaaaة المبaaaaaايض وان  والaaaaaنقص الشaaaaaديد لهرمaaaaaون الاسaaaaaتروجين Glucocorticoidsلادويaaaaaة 

  .) Teitelbaum,2000 ()، Sasaki et al.,2001(تؤدي لنقص هرمون الاستروجين 

 17β-estradiol)تختaaaaaaaزل بالمعالجaaaaaaaة OPG الaaaaaaaى   RANKLوان نسaaaaaaaبة    

,phytoestrogen  ,raloxifene)ل وaaaايض يقلaaaة المبaaaران مزالaaaتروجين للفئaaaة بالاسaaaالمعالج

مسaaaتوى الانترلوكينaaaات والسaaaايتوكينات وثaaaبط قلaaaة فقaaaدان كتلaaaة العظaaaم حيaaaث انaaaه يثaaaبط التعبيaaaر 

  وايضaaaaا RANKو RANKLالجينaaaaي لكaaaaل الaaaaدلالات لخلايaaaaا ناقضaaaaة العظaaaaم مaaaaن ضaaaaمنها 

TRAP ,NFATC1 ,Cathepsin K  . ( Hsu et al.,2011)  .  

فaaaaي خلايaaaaا بانيaaaaة العظaaaaم خaaaaلال الاعتمaaaaاد  OPGالاسaaaaتروجين النبaaaaاتي يعaaaaزز انتaaaaاج بaaaaروتين   

والaaaaaaذي يكaaaaaaبح التعبيaaaaaaر الجينaaaaaaي  ER-αعلaaaaaaى ميكانيكيaaaaaaة مسaaaaaaتقبلات الفaaaaaaا للاسaaaaaaتروجين 

.                                                        Osteoclastogensisولaaaaaaaaaaaaaaaaaaه التaaaaaaaaaaaaaaaaaaأثير علaaaaaaaaaaaaaaaaaaى عمليaaaaaaaaaaaaaaaaaaة  RANKLلaaaaaaaaaaaaaaaaaaل

)Chen et al.,2002 Yamagishi et al 2001; .(  

متعلقaaaaaة  OPG/RANKL/RANK وان ميكانيكيaaaaaة تaaaaaداخل الاسaaaaaتروجين مaaaaaع نظaaaaaام   

-estradiol of c-jun N-17‚ تaaaaه بكaaaaبح  وتثبaaaaيط هaaaaذا النظaaaaام بواسaaaaطة فعاليaaaaةبفعالي

terminal kinase (JNK)  نخفضaaaي مaaaيم جينaaaى تنظaaaؤدي الaaaا يaaaممdown regulation 

  .)  ;RANKL(κB) ). Srivastava et al.,2001   Shevde et al .,2000لمسار
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دراس;;;;;ة الفعالي;;;;;ة الحيوي;;;;;ة لخلاي;;;;;ا العظ;;;;;م بع;;;;;د المعامل;;;;;ة بالاس;;;;;تروجين 7-3-5 

  النباتي 

بدراسaaaة تaaaأثير الاسaaaتروجين النبaaaاتي علaaaى وظيفaaaة الخليaaaة البانيaaaة للعظaaaم باسaaaتخدام قبaaaل البaaaدء     

الزراعaaaaaة النسaaaaaيجية ،تaaaaaم تقaaaaaدير تركيaaaaaز الاسaaaaaتروجين النيaaaaaاتي الaaaaaذي يaaaaaؤثر علaaaaaى حيويaaaaaة 

 400ألaaaaaaى  12.5(بتراكيaaaaaaز تصaaaaaaاعدية  Osteoblastالخلايا.تمaaaaaaت معاملaaaaaaة خلايaaaaaaا العظaaaaaaم 

  ساعة . 72، 48، 24ة مايكروغرام / مل) من المستخلص النباتي لمد

مaaaايكروغرام   50عنaaaد تركيaaaز  %20لقaaaد بينaaaت النتaaaائج ان حيويaaaة الخلايaaaا تaaaنخفض بمقaaaدار    

.وقaaaaد اعتبرنaaaaا ان هaaaaذا التركيaaaaز هaaaaو اعلaaaaى تركيaaaaز غيaaaaر سaaaaام /مaaaل مaaaaن الاسaaaaتروجين النبaaaaاتي 

.لaaaaذلك اسaaaaتخدم هaaaaذا  MNTDويطلaaaaق عليaaaaه ب  maximal non toxic doseللخلايaaaaا 

التركيaaaز مaaaن التجaaaارب اللاحقaaaة حيaaaث تكaaaون النسaaaبة المئويaaaة للفعاليaaaة الحيويaaaة للخلايaaaا تقريبaaaا 

  وهو مايسمح بدراسة تأثير المستخلص على وظيفة الخلايا العظمية. 80%

الك;;;;;ولاجين  ت;;;;;اثير الاس;;;;;تروجين النب;;;;;اتي عل;;;;;ى النش;;;;;اط الجين;;;;;ي لجين;;;;;ات8-3-5

 والفيبرونكتين في الخلايا العظمية

لدراسaaaaة تaaaaأثير الاسaaaaتروجين النبaaaaاتي علaaaaى فعاليaaaaة  Osteoblastاسaaaaتخدمت خلايaaaaا العظaaaaم      

فaaaي بaaaادئ الامaaaر تaaaم معاملaaaة الخلايaaaا بتركيaaaز واطaaaئ والفيبaaaرونكتين  Iجينaaaات الكaaaولاجين نaaaوع 

مaaaايكروغرام /مaaaل) وهaaaذه التراكيaaaز هaaaي اقaaaل او  50مaaaايكروغرام /مaaaل) وتركيaaaز عaaaالي ( 25(

  . ) Cell viabilityالتجربة السابقة ( المحددة في MNTDتساوي قيمة 

بشaaaaaكل بaaaaaارز نتيجaaaaaة المعاملaaaaaة اشaaaaaارت النتaaaaaائج الaaaaaى ان فعاليaaaaaة جaaaaaين الكaaaaaولاجين ارتفعaaaaaت    

.ايضaaaا بينaaaت النتaaaائج ان الاسaaaتجابة  controlبالاسaaaتروجين النبaaaاتي مقارنaaaة بمجموعaaaة السaaaيطرة 

مaaaايكروغرام / مaaaل  25النبaaaاتي مaaaن قبaaaل خلايaaaا العظaaaم كانaaaت الاعلaaaى عنaaaد تركيaaaز  للاسaaaتروجين

مaaaايكروغرام /مaaaل .هaaaذه النتaaaائج تشaaaير بوضaaaوح الaaaى ان الجينaaaات المميaaaزة  50مقارنaaaة بتركيaaaز

وهaaaي الكaaaولاجين قaaaد ارتفعaaaت بعaaaد المعاملaaaة ممaaaا ينشaaaط انتaaaاج بروتينaaaات لنشaaaاط الخلايaaaا العظميaaaة 

  لمادة البينية في النسيج العظمي .الكولاجين المهمة في بناء ا



  Discussionالفصل الخامس                                                                                         المناقشة 

 

103 

 

) بمسaaaaتوى فعاليaaaaة جaaaaين الفaaaaايبرونكتين  p<0.01وقaaaaد بينaaaaت النتaaaaائج وجaaaaود زيaaaaادة معنويaaaaة (     

الجaaين تaaؤدي بالتaaالي الaaى زيaaادة انتaaاج بaaروتين الفaaايبرونكتين مaaن قبaaل خليaaة .ان زيaaادة فعاليaaة هaaذا 

مaaaايكروغرام  25.وقaaaد بينaaaت النتaaaائج (كمaaaا فaaaي الشaaaكل رقaaaم ادنaaaاه) ان تركيaaaز  osteoblastالعظaaaم 

فaaaي مسaaaتوى فعاليaaaة هaaaذا )  p<0.01مaaaن الاسaaaتروجين النبaaaاتي ادى الaaaى زيaaaادة معنويaaaة ( / مaaaل 

والaaaذي سaaaبب انخفaaaاض فaaaي مسaaaتوى / مaaaل   مaaaايكرو غaaaرام 50الجaaaين علaaaى العكaaaس فaaaي التركيaaaز 

ين تنتجaaه الخلايaaا العظميaaة ولaaه دور مهaaم فaaي بنaaاء المaaادة فعاليaaة الجaaين.ان الفaaايبرونكتين هaaو بaaروت

الانتكaaaرين البينيaaaة فaaaي نسaaaيج العظaaaم ،يaaaرتبط الفaaaايبرونكتين بخلايaaaا العظaaaم عaaaن طريaaaق مسaaaتقبلات 

Integrins  ايبرينaaaaaولاجين والفaaaaaاف الكaaaaaع اليaaaaaداخل مaaaaaذلك يتaaaaaة كaaaaaاء الخليaaaaaي غشaaaaaودة فaaaaaالموج

ليكaaaaون المaaaaادة  Heparan Sulfate Protoglycansوالبروتينaaaaات الكاربوهيدراتيaaaaة مثaaaaل 

البينيaaaة لنسaaaيج العظaaaم .نسaaaتنتج مaaaن ذلaaaك ان الاسaaaتروجين النبaaaاتي ادى الaaaى زيaaaادة انتaaaاج المaaaادة 

عaaaaن انتaaaaاج اليaaaaاف الكaaaaولاجين البينيaaaaة لنسaaaaيج العظaaaaم عaaaaن طريaaaaق تحفيaaaaز الجينaaaaات المسaaaaؤولة 

  العظام . وبروتين الفايبرونكتين وبالتالي تقليل الاضرار الناتجة عن هشاشة

    aaaن المعaaتررومaaaةف ان الاسaaaات العاليaaaد الجرعaaaية  وجينات عنaaaائج عكسaaaى نتaaaؤدي الaaaا تaaaا مaaaغالب.    

) Haidong et al.,2011 (  نaaaة مaaaة العاليaaaة ان الجرعaaaة الحاليaaaي الدراسaaaظ فaaaذلك نلاحaaaل

مaaaايكروغرام /مaaaل) ادت الaaaى انخفaaaاض فaaaي مسaaaتوى انتaaaاج الكaaaولاجين  50(الاسaaaتروجين النبaaaاتي 

  ) مقارنة بالسيطرة  p<0.05والفايبرونكتين (



  

  الملاحق
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cDNA synthesis results                                                               نتائج بناء                            

 

 

 

 

 

 

 العينات
cDNA Concentration 

(ng/µL) 
cDNAPurity 
(260/280nm) 

T1   A 902.8 1.75 

T1   B 828.1 1.72 

T1   C 930.0 1.78 

T1   D 740.0 1.72 

T2  A 693.3 1.74 

T2   B 747.6 1.71 

T2   C 730.0 1.74 

T2   D 967.2 1.75 

T3   A 791.6 1.72 

T3   B 738.8 1.74 

T3   C 801.2 1.69 

T3   D 969.0 1.56 

T4   A   

T4   B   

T4   C   

T4   D   
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4-3- Quantitative Real-Time PCR results نتائج التحليل الجيني 

 

Gene Sample CT value 

Actin C 32.16 
Actin C 32.74 
Actin C 32.12 
Actin T1 32.95 
Actin T1 32.91 
Actin T1 32.82 
Actin T2 32.37 
Actin T2 32.90 
Actin T2 32.61 
Actin T3 32.14 
Actin T3 32.85 
Actin T3 32.97 
coll-1 C 36.83 
coll-1 C 33.30 
coll-1 C 34.38 
coll-1 T1 35.12 
coll-1 T1 34.55 
coll-1 T1 35.72 
coll-1 T2 35.44 
coll-1 T2 34.80 
coll-1 T2 35.20 
coll-1 T3 33.13 
coll-1 T3 33.86 
coll-1 T3 33.18 
FN1 C 42.22 
FN1 C 41.22 
FN1 C 40.69 
FN1 T1 41.41 
FN1 T1 40.33 
FN1 T1 41.58 
FN1 T2 39.50 
FN1 T2 38.21 
FN1 T2 38.48 
FN1 T3 37.97 
FN1 T3 37.96 
FN1 T3 37.54 

kappaB C 35.07 
kappaB C 34.30 



APPENDIX                                                                                 الملاحق 

kappaB C 35.37 
kappaB T1 36.06 
kappaB T1 36.21 
kappaB T1 35.34 
kappaB T2 35.06 
kappaB T2 36.10 
kappaB T2 35.06 
kappaB T3 34.38 
kappaB T3 34.61 
kappaB T3 36.76 

 

 

 

 

Amplification plot of B-actin gene 
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Amplification plot of collagen 1 gene 

 

 

 

 

 

Amplification plot of FN1 gene 
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Amplification plot of kappaB gene 
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 CT Coll-I العينات
CT B-
actin ∆CT test 

∆CT 
control ∆∆CT Fold change mean 

T1 35.12 32.95 2.17688463373999 2.619019754 -0.44213512051255 1.358613524162350 1.383617 

T1 34.55 32.91 1.64216990490720 2.619019754 -0.97684984934535 1.968163193865330  

T1 35.72 32.82 2.89817551466650 2.619019754 0.27915576041395 0.824073109186152  

T2 35.44 32.37 3.07212089586460 2.619019754 0.45310114161205 0.730470977062429 1.133476 

T2 34.80 32.90 1.89606069785771 2.619019754 -0.72295905639484 1.650563973446690  

T2 35.20 32.61 2.59130965807500 2.619019754 -0.02771009617755 1.019392819488620  

T3 33.13 32.14 0.98870104150580 2.619019754 -1.63031871274675 3.095813822768230 3.809177 

T3 33.86 32.85 1.01780601021949 2.619019754 -1.60121374403305 3.033984560692910  

T3 33.18 32.97 0.21364467850200 2.619019754 -2.40537507575055 5.297732781424600  

 

These results were calculated by (Livak) method as following: 
First, the CT of the target genewasnormalized to that of the reference (ref) gene, for both the test samples and the calibrator strain(control 
samples): 
ΔCT(test) = CT(target, test) – CT(ref, test) 

ΔCT(calibrator) = CT(target, calibrator) – CT(ref, calibrator) 

Second, the ΔCT of the test strains were normalized to the ΔCT of the calibrator: 

ΔΔCT = ΔCT(test) – ΔCT(calibrator) 

Finally, Fold change of relative gene expression was calculatedby following equation = (2–ΔΔCT) : Normalized expression ratio 
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Treatment CT FN1 CT B-
actin 

∆CT test ∆CT 
control 

∆∆CT Fold change mean 

T1 41.41 32.95 8.46178902408860 9.275012949 -0.81322392451425 1.757133644674160 2.266051 
T1 40.33 32.91 7.42148070528500 9.275012949 -1.85353224331785 3.613839022880010  
T1 41.58 32.82 8.76184572422910 9.275012949 -0.51316722437375 1.427179922130120  
T2 39.50 32.37 7.12722242563980 9.275012949 -2.14779052296305 4.431485900003770 10.20388 
T2 38.21 32.90 5.31193994265841 9.275012949 -3.96307300594444 15.595663275128800  
T2 38.48 32.61 5.87113189524790 9.275012949 -3.40388105335495 10.584498817488100  
T3 37.97 32.14 5.82765913964070 9.275012949 -3.44735380896215 10.908295699068500 18.25461 
T3 37.96 32.85 5.11666702799599 9.275012949 -4.15834592060686 17.856110072985100  
T3 37.54 32.97 4.57460499930150 9.275012949 -4.70040794930135 25.999427473779600  

 

 

 

 

 

 

 

These results were calculated by (Livak) method as following: 
First, the CT of the target genewasnormalized to that of the reference (ref) gene, for both the test samples and the calibrator strain(control 
samples): 
ΔCT(test) = CT(target, test) – CT(ref, test) 

ΔCT(calibrator) = CT(target, calibrator) – CT(ref, calibrator) 

Second, the ΔCT of the test strains were normalized to the ΔCT of the calibrator: 

ΔΔCT = ΔCT(test) – ΔCT(calibrator) 

Finally, Fold change of relative gene expression was calculatedby following equation = (2–ΔΔCT) : Normalized expression ratio 
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Treatment 
CT 

kappaB 
CT B-
actin ∆CT test 

∆CT 
control ∆∆CT Fold change mean 

T1 36.06 32.95 3.10881127082000 2.235915244 0.87289602667470 0.546049624605416 0.614526 
T1 36.21 32.91 3.30191844607650 2.235915244 1.06600320193120 0.477640408110342  
T1 35.34 32.82 2.52241692769560 2.235915244 0.28650168355031 0.819887753410318  
T2 35.06 32.37 2.69151683807420 2.235915244 0.45560159392890 0.729206034801912 0.700123 
T2 36.10 32.90 3.19900566798310 2.235915244 0.96309042383781 0.512956921045576  
T2 35.06 32.61 2.45651827747730 2.235915244 0.22060303333200 0.858206638930145  
T3 34.38 32.14 2.24143560263640 2.235915244 0.00552035849110 0.996180890496260 0.907306 
T3 34.61 32.85 1.76490506311180 2.235915244 -0.47101018103350 1.386079667117280  
T3 36.76 32.97 3.79376912100010 2.235915244 1.55785387685480 0.339655971397888  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

These results were calculated by (Livak) method as following: 
First, the CT of the target genewasnormalized to that of the reference (ref) gene, for both the test samples and the calibrator strain(control 
samples): 
ΔCT(test) = CT(target, test) – CT(ref, test) 

ΔCT(calibrator) = CT(target, calibrator) – CT(ref, calibrator) 

Second, the ΔCT of the test strains were normalized to the ΔCT of the calibrator: 

ΔΔCT = ΔCT(test) – ΔCT(calibrator) 

Finally, Fold change of relative gene expression was calculatedby following equation = (2–ΔΔCT) : Normalized expression ratio 



APPENDIX 

 
 
 

  
 البادئات لجينات الخلايا المزروعة

 

Gene name and  
GenBank   Code 

Forward primer  Reverse Primer T
m 
°C 

Collage I 
NM_000088.3 
 

COLI-F-5-
CCTGGATGCCATCAAAGTCT-3 
 

COLI-R-5- 
GAATCCATCGGTCATGCTCT-3 
 

55 

Fibronectin-1 
  NM_002026.2 

FN1-F-5-
CAGTGGGAGACCTCGAGAAG-3 
 

FN1-R-5-
CACTGTGACAGCAGGAGCAT-3 
 

57 

 
Beta actin 
NM_001017992.
3 

 
Bactin-F-5- 
CTCTTCCAGCCTTCCTTCCT-3 
 

 
Bactin-R-5- 
AGCACTGTGTTGGCGTACAG-3 
 

55 
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Summary 

         This study was conducted to determine the impact of effective 
dose ED50 estrogenic plant (phytoestrogen)) extracted from the beans, 
white beans dry on the effectiveness of osteoblasts cells through the 
study of some physiology parameters in female rabbits induced by 
Osteoporosis by bilateral removal of the ovaries  .  

In addition to study the resulting changes in the genetic material of 
genes Fibronectin and Collagen Type I and future Receptor for 
activation of nuclear factor kappa B (RANK) in artificial (in vitro) and 
within the body of the organism (in vivo) in bone cell  .  

          After extraction plant estrogens from white beans , then extract 
the effective doseED50. Designed an experiment to find effective dose 
ED50 estrogenic plant and that by the distribution of random for 80 
female rabbits into six groups (8 / group ) were injected first group 
saline solution and used a control (G) with injected intramuscularly 
second group 0.07 mg / kg of plant estrogens (G1) and the third 0.1 mg 
/ kg (G2) and the fourth 0.2 mg / kg ((G3) and the fifth 0.5 mg / kg (G4) 
and sixth 0.7 mg / kg (G5) daily for four weeks . then was measured 
some occupational standards (such as total Cholesterol ( TC), high 
lipoprotein density (HDL), Malondialdehyde (MDA) and Glutathion 
(GSH) and identified the effective dose was 0.2 mg / kg. 

           As for the experience of the second randomly divided 32 female 
rabbits (8 / group ) left the first group control group (   G1))and 
removed the ovaries of the second group (G2) and injected into the 
third set to 0.2 mg / kg of plant estrogens without removing the ovaries 
have (G3) and treated Group IV with effective dose of (phytoestrogen)  
after the removal of the ovaries (G4). 

              After some physiological parameters observed the following 
results   :-  

-1-In the group of animals removed ovaries and for a period of six 
months, observed a significant decrease (P <0.05) in the level of 
Estrogen (E) and the level of Glutathion (GSH) and phosphorus P in 
serum while observed a significant increase (P <0.05) at the level of the 
follicle-stimulating hormones ((FSH and LH and the level of MDA and 
the level of calcium concentration and the level of effectiveness of Ca 
Alkaline Phosphate (ALP) in comparison with the rest of the groups. 

 

 



-2- Group of animals removed ovaries and treated after six months 
(G4) observed a significant increase (P <0.05) in the level of estrogen E 
and GSH and p and a significant decrease (P <0.05) in FSH and LH 
and MDA and Ca and ALP compared with the group removed the 
ovaries G2. 

-3- Group of animals that were treated without removal of the ovaries 
G3 has been observed observed a significant increase (P <0.05) in the 
level of E and GSH and p, and a significant decrease (P <0.05) in the 
MDA and Ca and ALP, compared with a group of animals removed 
ovaries G2 and group G4. 

-4- For the study of histological observed deterioration in bone tissue 
with increase of the spaces in the body of bone tissue and affect the 
channels Volkmann and As for the tissue of the uterus Dissociation of 
the layers interior of the uterus and low in nutrition uterine and 
reduction in lymph uterine group of female removed the ovaries . while 
when injection  the effective dose of phytoestrogen observed lack of 
deterioration of bone tissue and the uterus. 

-5- Study results showed the genetic control of gene expression of genes 
clearly higher Collagen type I and Fibronectin group of animals 
removed ovaries , treatment and injected without removal of the 
ovaries . while results did not show significant differences for the 
future of the genes Receptor for activation of nuclear factor kappa B 
(RANK). 

As for the second part of the study , which includes the study of 
biological activity of the cells of the bone after treatment estrogen plant 
, was estimated concentration of estrogen affecting the vital cell of bone 
and using concentrations upward ( 12.5 0.25 50, 100 200 400 , 
micrograms / ml) for a period of 24.48 0.72 hours. concentration of 50 
micrograms found is the most effective and less toxic . But the study 
showed that the effect of dose of 25 micrograms was the most effective 
in activating genes that produce collagen . Either to study the effect of 
plant estrogens on the effectiveness of genes collagen and fibronectin 
observed increase of the activity of bone cells , a collagen , a gene 
responsible for a building material intra- tissue bone , as well as 

Some of the genes responsible for a building cell membrane proteins 
that work on the adhesion of bone cells to Article interfaces 
Fibronectin and that these genes reduces the process of programmed 
cell death  .  
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