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تأثير المستخلص المائي لنبات النعناع Mentha  arvensis في تثبيط الأثر التطفيري لعقار السايكلوفوسفومايد في الفئران البيض Mus  musculus
عباس حسين مغير الربيعي

كلية التربية الأساسية-جامعة بابل
الخلاصة 

          لقد تم دراسة التأثيرات التطفيرية للمستخلص المائي للنعناع البلدي Mint Mentha arvensis)) ودراسة تأثيره في تثبيط الأثر السمي و التطفيري لعقار السايكلوفوسفومايد Cyclophosphamide على الخلايا الجسمية ( خلايا نقي العظم ) و الخلايا الجنسية ( خلايا الخصى للذكور ) في الفأر الأبيض Mus musculus وبالاعتماد على التحليلات قصيرة الأمد المتمثلة باختبار مؤشر الانقسام الخيطي للخلايا الجسمية والخلايا الجنسية واختبار التغيرات الكروموسومية في الخلايا الجسمية واختبار تكوين النوى الصغيرة واختبار التشوهات في رؤوس الحيامن .

        لقد تم استخدام المستخلصات المائية للنعناع البلدي بالتراكيز ( 10 ، 20 ، 30 ، 40 ، 50 ) ملغم/كلغم وزن الجسم ، في حين تم استخدام عقار السايكلوفوسفومايد بجرعة مقدارها ( 20 ) ملغم/كغم وزن الجسم وقد استخدمت نوعين من المعاملات في الاولى تعطى مستخلصات النعناع البلدي قبل إعطاء العقار وتعطى في الثانية بعد العقار .

       لقد أظهرت النتائج انعدام التأثيرات التطفيرية لمستخلصات النعناع البلدي وللتراكيز المستخدمة كافة فضلا" عن قدرة مستخلصات النعناع البلدي في تحفيز الانقسام للخلايا الجسمية وخفض التردد التلقائي لتكوين النوى الصغيرة وامتلاك عقار السايكلوفوسفومايد القدرة في خفض مؤشر الانقسام واستحثاث ظهور التغيرات الكروموسومية وتكوين النوى الصغيرة وزيادة نسبة ظهور التشوهات في رؤوس الحيامن . كما أظهرت النتائج الكفاءة التثبيطية العالية لمستخلصات النعناع البلدي تجاه التأثيرات السمية و التطفيرية لعقار السايكلوفوسفومايد عند استخدامها قبل أو بعد العقار . 

Abstract                                                                                                       

        This study is designed to investigate the mutagenic effects of aquatic extract of Mint (Mentha arvensis) in addition to investigate it’s inhibitory efficiency against the toxic and mutagenic effects of cyclophosphamide drug on somatic cells and germ cells in mice [ Mus musculus ] through using short-term assays which included cytogenetic analysis such as mitotic index of bone marrow and germ cells , chromosomal aberrations , micronucleus test and sperm head abnormalities assays .    
       The potential genotoxic and mutagenic activity of aquatic extracts of Mint at doses 10 , 20 , 30 , 40 and 50 mg/kg B. wt were investigated by using the above parameters. Simultaneously antimutation effect of aquatic extract of Mint against cyclophospamide ( at dose 20 mg/kg B. wt ) effects [ before and after exposure] was tested. The results revealed the following :-                                                                     
       Absence of mutagenicity for all concentration of aquatic extracts of Mint at tested doses , the high inhibitory effects of cyclophosphamide drug to cell division , induction of chromosomal aberration , micronucleus formation and sperm head abnormalities and the high efficiency of Mint extracts against the toxicity and mutagenicity of cyclosphosphamide when it used before or after the drug.                                                                                                   
المقدمة 

       تتأثر البيئة كثيراً بالمنتجات الصناعية سواء ما يستعمل منها للأغراض العسكرية أو التصنيعية أو ما يستعمل لخدمة الإنسان والحفاظ على صحته وتختلف شدة التعرض لها بين التعرض الحاد وشبه الحاد والتعرض المزمن ( Moutschen , 1985 ). وتعد الأدوية Drugs واحدة من هذه المواد التي لها تأثيراً مباشراً في صحة الإنسان. حيث أن أغلبية الأدوية المضادة للتسرطن هي مواد ذات تأثيرات سمية وان العديد من هذه الأدوية هي مواد مطفرة ومسرطنة ( Sieber & Adamsore , 1975 ; Harris , 197 ) ومنها السايكلوفوسفومايد Cyclophosphamide ( CP) حيث ينتمي هذا العقار إلى مجموعة عناصر الالكلة (Alkylating agents) يستعمل للعلاج الكيميائي لمعالجة العديد من أنواع السرطان وقد يستعمل في معالجة بعض العلل غير السرطانية وان هذه العقار يحتاج تنشيطاً ايضيا" لكي يظهر فعاليته حيث يتحول إلى ( 4-OH-CP ) 4 - hydroxy Cyclophosphamide وهذا المركب يمتلك عدة أشكال تأيضية مثل Aldophosphamide ( ALP ) و Phosphamid mustard ( PAM ) ( Shukla et al , 2004 ) . تتأثر فعالية هذا العقار بعدة عوامل حيث وجدت أنها تزداد بواسطة مادة الاكرولين ولذلك يستطيع هذا العقار تعزيز الاستجابة المناعية في داخل الجسم عن طريق تثبيط توالد خلايا T الخامدة ( السعدي ، 1997 ) هذا من ناحية ومن ناحية اخرى فقد وجد أن فعالية العقار تقل بوجود بعض المواد ومنها حامض الاسكوربيك     ( Ascorbic acid ) وفيتامين K3 لاسيما إذا اعطيت هذه المواد قبل العقار للفئران المصابة بسرطان الكبد وفي نفس الاتجاه فان للألبومين الموجود في مصل الدم القدرة على تسريع تحلل ( 4-OH-CP ) وبالنتيجة يقلل من فعالية العقار وسميته ضد الخلايا السرطانية  Ghaskadbi et al , 1992 ) ) كما ويعمل إنزيم DNA-methylase على تقليل فعالية العقار وان الاكرولين Acrolein يعمل على تثبيط فعالية هذا الإنزيم كما وان متأيضات هذا العقار في إدرار الأشخاص الذين يتعاطونه تكون مطفرة في الأنظمة البكتيرية واللبائن ( Pak et al , 1979) .
       إن آلية عمل هذا العقار تكون من خلال تداخل العقار أو متأيضاته مع عمليات الانقسام الخلوي وكما يقوم بإحداث كسور في أشرطة الـ DNA لذلك فهو يعمل على إيقاف نمو الخلية السرطانية وبالتالي يتسبب في موتها وفي هذا الاتجاه أشار Harris , 1976 ) ) إلى أن لهذا العقار تأثيرات سلبية وراثية وفسلجية منها انه يحث على توليد سرطان الدم بالإنسان كما ويعمل على إحداث كسور في أشرطة الـ DNA وهذه الكسور تكون في احد الشريطين أي Single Strand Break .
       يحتوي الغذاء على عدد كبير من العناصر والمركبات المهمة التي تكمن فائدتها في الحماية من الطفرة والوقاية من السرطان وتتوزع هذه العناصر بشكل واسع ضمن عدد من الفواكه والخضر والمنتجات الغذائية ( Kada et al , 1978 ) ، ويعد النعناع البلدي Mint (Mentha arvensis) واحداً من المواد الغذائية التي تمتلك الخصائص الطبية ، وانطلاقا من قلة الدراسات المعمولة في القطر حول تأثير مستخلصات النعناع البلدي جاءت هذه الدراسة . 
المواد و طرق العمل

تحضير مستخلصات النعناع : حضر المستخلص المائي للنعناع البلدي حسب طريقة ( Sato et al , 1990 ) حيث استعملت أوراق وسيقان نبات النعناع البلدي Mentha arvensis وقد نظفت بماء الحنفية وقطعت بواسطة المقص إلى قطع صغيرة بعدها تمت مجانسة القطع الصغيرة مع الماء المقطر وبنسبة (1 غم للنموذج : 2 مل ماء مقطر) باستعمال الخلاط الكهربائي ، ثم رشح الخليط الناتج بواسطة قطعة قماش ووزع الناتج في أنابيب اختبار في جهاز الطرد المركزي ودور بسرعة 3500 دورة/دقيقة ثم اخذ السائل العلوي وحفظ في الثلاجة لعمل التراكيز المطلوبة وعد هذا التركيز 500ملغم/مل ومنه حضرت التراكيز على أساس وزن الحيوان وهي ( 50،40،30،20،10 ) ملغم / كلغم وزن الجسم وأما ما يتعلق بعقار السايكلوفوسفومايد فقد استعمل بجرعة مقدارها ( 20 ملغم / كلغم وزن الجسم ) . وأن تجريع الفئران المستخلصات والعقار يتم فموياً Orally بواسطة محقنة خاصة حورت لهذا الغرض .  
الحيوانات المختبرية : استخدمت الفئران السويسرية البيضاء Mus musculus   وبعمر ( 8-12 ) اسبوع  وبوزن ( 27-32 ) غم . 
طرائق العمل: لقد تم إتباع طريقة Allen ( 1977 ) في تحضير كروموسومات خلايا نقي العظم في حين استخدمت طريقة Evans وآخرون ( 1964 ) للحصول على كروموسومات الخلايا الجنسية للذكور . أما لحساب النسبة المئوية للتغيرات الكروموسومية فقد استخدمت طريقة Au وآخرون ( 1978 ) في ( 100 ) خلية في الطور الاستوائي وبصورة عشوائية . أما لغرض استخراج النطف وحساب النسبة المئوية للتشوهات في رؤوس الحيامن فقد استخدمت طريقة Wyrobeck و Bruce ( 1975 ) مع بعض التحويرات و فيها استخرجت الحيامن من البربخ Epididymis و صبغت بالايوسين ثم فحصت تحت المجهر و بواقع ( 100 ) ضمن كل شريحة و بعدها تقارن الأشكال الموجودة مع الشكل الطبيعي لرأس الحيمن و تؤخذ النسبة المئوية للتشوهات . ولغرض إجراء اختبار تكوين النوى الصغيرة فقد استخدمت طريقة Schmid  ( 1975 ) وذلك باستخدام خلايا نقي العظم حيث تحسب من خلال مسح ( 1000 ) خلية من الخلايا الحمراء متعددة الكروماتين من خلال حيوان حيث تحسب الخلايا الحاوية على نوى صغيرة لكل ( 1000 ) خلية ثم تحول إلى النسبة المئوية . ولغرض حساب مؤشر الانقسام الخيطي فقد استخدمت طريقةShubber  , Al-Allak  ( 1986 ) في حين استخدمت طريقة Rawat وآخرون ( 1977 ) لحساب نسبة الحماية التي تقوم بها مستخلصات النعناع وحسب المعادلة الآتية : 
                                              أ – ج 

                 نسبة الحماية % = 
× 100

                                            أ – ب 

حيث أن:

 ( أ ) يمثل السيطرة الموجبة  ( القيم عند استخدام السايكلوفوسفومايد لوحده ) .
 ( ب ) تمثل السيطرة السالبة ( القيم بدون أية معاملة ) .
 ( ج ) تمثل قيمة التداخل    ( القيم عند استخدام مستخلصات النعناع قبل أو بعد استخدام السايكلوفوسفومايد )
خطوات البحث : لقد تضمنت الدراسة ثلاثة أقسام : ففي القسم الأول هيأت ( 6 ) مجموعات ضمت كل مجموعة ( 7 ) فئران ، جرعت ( 5 ) مجموعات مستخلصات النعناع بالتراكيز( 50،40،30،20،10 ) ملغم / كغم وزن الجسم  لمدة ( 7 ) أيام وشرحت في اليوم الثامن ( 4 ) فئران من كل مجموعة لإجراء التحليلات الوراثية الخلوية للكشف عن تأثيرات النعناع ولم تجرع حيوانات المقارنة . أما ( 3 ) فئران المتبقية من كل مجموعة فقد تركت تتناول العليقة الاعتيادية لمدة ( 7 ) أيام اخرى وفي اليوم الثامن شرحت لإجراء اختبار التشوهات في رؤوس الحيامن .

       أما في القسم الثاني ( المعاملة الاولى- تداخل ) فقد هيأت ( 7 ) مجموعات ضمت كل مجموعة ( 7 ) فئران ، جرعت منها ( 5 ) مجموعات مستخلصات النعناع بالتراكيز المذكورة سابقا" و لمدة ( 7 ) أيام ولم تجرع حيوانات السيطرة السالبة والسيطرة الموجبة ، وفي اليوم الثامن جرعت الحيوانات عدا مجموعة السيطرة السالبة عقار السايكلوفوسفومايد CP ( 20 ) ملغم / كغم وزن الجسم وفي اليوم التالي شرحت ( 4 ) فئران من كل مجموعة لإجراء التحليلات الوراثية الخلوية ، أما ( 3 ) فئران المتبقية من كل مجموعة فقد تركت تتناول العليقة الاعتيادية لمدة ( 7 ) أيام اخرى وفي اليوم الثامن شرحت لإجراء اختبار التشوهات في رؤوس الحيامن .

      وأما في القسم الثالث ( المعاملة الثانية- تداخل ) فقد هيأت ( 7 ) مجموعات ضمت كل مجموعة ( 7 ) فئران ، جرعت الحيوانات عدا حيوانات السيطرة السالبة عقار السايكلوفوسفومايد ثم جرعت مستخلصات النعناع وحسب التراكيز المعدة ، وفي اليوم التالي شرحت ( 4 ) فئران من كل مجموعة لإجراء التحليلات الوراثية الخلوية ، أما ( 3 ) فئران المتبقية من كل مجموعة فقد تركت تتناول العليقة الاعتيادية لمدة ( 13 ) يوم  وفي اليوم التالي شرحت لإجراء اختبار التشوهات في رؤوس الحيامن .

    كررت التجارب لمرتين ثم حللت النتائج إحصائيا" باستخدام الحاسوب ( Computer ) لإيجاد اقل فرق معنوي L.S.D. بين معدلات المعاملات .

النتائج 

1- تأثير مستخلصات النعناع البلدي 
أ- اختبار مؤشر الانقسام الخيطي

          يلاحظ في الجدول رقم (1) أن قيم مؤشر الانقسام الخيطي لخلايا نقي العظم قد ازدادت عند المعاملة بمستخلصات النعناع وبالتراكيز كافة ولكن الزيادة لم تكن معنوية (p>0.05) عدا المعاملة بالتركيز 40ملغم/كلغم وزن الجسم حيث يلاحظ أن قيمة مؤشر الانقسام لمعاملة السيطرة 15.27 % وقد أصبحت (15.29، 15.35، 16.00، 17.70، 15.98) % عند المعاملة بالتراكيز (10 ، 20 ، 30 ، 40 ، 50) ملغم/كغم على التوالي .

         وأما ما يتعلق بمؤشر الانقسام الخيطي للخلايا الجنسية فيلاحظ من الجدول نفسه أن قيمة مؤشر الانقسام قد ازدادت زيادة معنوية( p<0.05 ) عند المعاملة بالتركيز 40 ملغم/كلغم وازدادت زيادة غير معنوية ( p>0.05) عند المعاملة ببقية التراكيز حيث أصبحت قيمة مؤشر الانقسام ( 10.20 ، 10.92 ، 10.98 ، 11.92، 11.00) % عند المعاملة بالتراكيز ( 10 ، 20 ، 30 ، 40 ، 50 ) ملغم / كلغم على التوالي ويلاحظ أن المعاملة بالتركيز 40 ملغم/كلغم كانت الأفضل من بين المعاملات الاخرى .

ب- اختبار التغيرات الكروموسومية 

       يلاحظ في الجدول رقم ( 1) أن تجريع الفئران مستخلصات النعناع البلدي لم تظهر أية فروق معنوية في نسب التغيرات الكروموسومية ( كسر كروماتيدي و كسر كروموسومي ) وإن جميع القيم كانت مقاربة لقيم التغيرات الكرموسومية لحيوانات السيطرة حيث كانت 0.23 % لمعاملة السيطرة و ( 0.22 ، 0.23 ، 0.25 ، 0.22 ، 0.23 ) % عند المعاملة بالتراكيز ( 10 ، 20 ، 30 ، 40 ، 50 ) ملغم/كلغم على التوالي .

ﺟ- اختبار تكوين النوى الصغيرة 

         يلاحظ في الجدول رقم ( 1 ) أن تجريع الفئران تراكيز النعناع ( 10 ، 20 ، 30 ، 40 ، 50 ) ملغم/كغم قد أدى إلى خفض التردد التلقائي لظهور النوى الصغيرة وكان الانخفاض معنويا" ( p<0.05 ) عند المعاملة بالتركيزين (40 ، 50 ) ملغم/كلغم وغير معنوي ( p>0.05 ) عند المعاملة ببقية التراكيز حيث كان  التردد التلقائي لتكوين النوى لمعاملة السيطرة 3.20 % وعند المعاملة بالتراكيز (10 ، 20 ، 30 ، 40 ، 50) ملغم/كلغم فقد أصبح ( 3.02 ، 3.07 ، 2.90 ، 2.10 ، 2.27) % . 
د- اختبار التشوهات في رؤوس الحيامن 

      يلاحظ في الجدول رقم ( 1 ) أن تجريع الفئران التراكيز ( 10 ، 20 ، 30 ، 40 ، 50 ) ملغم/كلغم قد أحدث انخفاض غير معنوي ( p>0.05 ) في نسب التشوهات في رؤوس الحيامن ويلاحظ أن نسبة التشوهات في رؤوس الحيامن قد أصبحت ( 2.89 ، 2.88 ، 2.85 ، 2.82 ، 2.87 ) % عند المعاملة بالتراكيز (10 ، 20 ، 30 ، 40 ، 50) ملغم / كلغم على التوالي في حين كانت لمعاملة السيطرة ( 2.90 ) % .
2- تأثير استعمال مستخلصات النعناع البلدي قبل عقار السايكلوفوسفومايد  

أ- اختبار مؤشر الانقسام

      إن مؤشر الانقسام الخيطي لخلايا نقي العظم للفئران البيض وكما يلاحظ في الجدول رقم ( 2 ) قد انخفض معنوياً ( p<0.05 ) عند تجريع الفئران عقار السايكلوفوسفومايد ( 20 ملغم / كلغم وزن الجسم ) مقارنة بحيوانات السيطرة السالبة ( غير المجرعة ) حيث يلاحظ أن قيمة مؤشر الانقسام لمعاملة السيطرة السالبة كانت (15.50 ) % وعند تجريع الفئران العقار قد أصبحت ( 5.94 ) % وأما عند تجريع الفئران تراكيز مستخلصات النعناع البلدي ولمدة ( 7 ) أيام قبل تجريعها العقار فقد أدى إلى زيادة قيمة مؤشر الانقسام معنوياً ( p<0.05 ) عدا المعاملة بالتركيزين ( 10 ، 20 ) ملغم/كلغم فان الزيادة غير معنوية       ( p>0.05 ) إذا ما قورنت بقيمة مؤشر الانقسام عند تجريع الفئران العقار لوحده. أي أن مستخلصات النعناع قد أحدثت حماية من تأثير العقار في خفض قيمة مؤشر الانقسام . وأما نسبة الحماية وكما يلاحظ في الجدول رقم ( 3 ) فكانت ( 11.0 ، 10.9 ، 20.5 . 63.1 ، 52.1 ) للتراكيز ( 10 ، 20 ، 30 ، 40 ، 50 ) ملغم/ كلغم على التوالي وكانت المعاملة بالتركيز ( 40) ملغم / كلغم أفضل المعاملات .

       وأما ما يتعلق بمؤشر الانقسام الخيطي للخلايا الجنسية فيلاحظ في الجدول رقم (2) إن قيمته قد انخفضت  معنوياً (p<0.05) عند تجريع الفئران العقار حيث أصبحت (4.60) % مقارنة بمعاملة السيطرة السالبة التي كانت (10.00) %. وأما عند تجريع الفئران مستخلصات النعناع البلدي ولمدة ( 7 ) أيام قبل تجريع الفئران العقار فقد أصبحت قيمة مؤشر (4.92 ، 5.02 ، 5.20 ، 8.15 ، 7.80) % عند تجريع مستخلصات النعناع بالتراكيز( 10، 20 ، 30 ، 40 ، 50 ) ملغم / كلغم على التوالي ويلاحظ من خلال التحليل الإحصائي أن الزيادة كانت معنوية (p<0.05) عند المعاملة بالتراكيز (30، 40، 50) ملغم/كلغم وزن الجسم فقط وأن نسبة الحماية التي أحدثها تجريع مستخلصات النعناع لهذه التراكيز كانت  (29.6 ، 65.7 ، 59.3) على التوالي وكانت المعاملة بالتركيز (40) ملغم / كلغم أفضل المعاملات . 
ب- اختبار التغيرات الكروموسومية 

      إن النسبة المئوية للتغيرات الكروموسومية والتي تتمثل بالكسر الكروماتيدي والكسر الكروموسومي     (الشكل رقم 1) قد ازدادت معنويا" p<0.05)) نتيجة تجريع الفئران عقار السايكلوفوسفومايد ( السيطرة الموجبة ) مقارنة بحيوانات السيطرة السالبة ( غير المجرعة ) حيث يلاحظ في الجدول رقم ( 2 ) إن نسبة التغيرات الكروموسومية لمعاملة السيطرة السالبة كانت ( 0.23 ) % وقد أصبحت عند تجريع العقار (11.22) % وعند تجريع الفئران مستخلصات النعناع لمدة ( 7 ) أيام قبل تجريعها العقار قد أدى ذلك إلى خفض نسبة التغيرات الكروموسومية معنويا" ( p<0.05 ) عند المعاملة بجميع التراكيز عدا المعاملة بالتركيز ( 10 ) ملغم / كلغم حيث لم يكن الانخفاض معنوياً ( p>0.05 ) إذا ما قورنت بالتغيرات الكروموسومية الحاصلة بفعل تجريع الفئران العقار لوحده . ويلاحظ من الجدول رقم ( 3 ) مدى الحماية التي أحدثها تجريع مستخلصات النعناع في خفض تأثير العقار في إحداث التغيرات الكروموسومية وكانت نسبة الحماية ( 11.8 ، 20.4 ، 37.9 ، 61.1 ، 59.1 ) % عند تجريع مستخلصات النعناع بالتراكيز ( 10 ، 20 ، 30 ، 40 ،50) ملغم / كلغم على التوالي وأن المعاملة بالتركيزين (40 ، 50) ملغم/كلغم كانت أفضل المعاملات .
ﺟ- اختبار تكوين النوى الصغيرة 

       يلاحظ في الجدول رقم ( 2 ) أن التردد التلقائي لتكوين النوى الصغيرة قد ازداد معنويا"p<0.05)) نتيجة تجريع الفئران عقار السايكلوفوسفومايد ( السيطرة الموجبة ) إذا ما قورنت مع نسبة تكوين النوى الصغيرة في معاملة السيطرة السالبة (غير المجرعة) حيث كانت النسبة لحيوانات السيطرة السالبة (3.20) % ولحيوانات السيطرة السالبة ( 20.15 ) % . وأما ما يتعلق بتأثير تجريع الفئران مستخلصات النعناع لمدة (7) أيام قبل تجريعها العقار فقد أدى إلى خفض نسبة تكوين النوى الصغيرة معنوياً ( p<0.05 ) ولجميع التراكيز مقارنة بحيوانات السيطرة الموجبة ( عند تجريع العقار لوحده) . حيث يلاحظ أن نسبة تكوين النوى الصغيرة كانت (15.52 ، 15.44 ، 12.53 ، 10.01 ، 10.18 ) % عند تجريع مستخلصات النعناع بالتراكيز ( 10 ، 20 ، 30 ، 40 ، 50 ) ملغم / كلغم على التوالي وإن نسب الحماية التي أحدثها تجريع هذه التراكيز كانت على التوالي ( 27.3 ، 27.8 ، 45.0 ، 59.08 ، 58.08 ) % وكانت المعاملة بالتركيزين ( 40 ، 50 )ملغم / كلغم أفضل المعاملات .
د- اختبار التشوهات في رؤوس الحيامن

       يلاحظ في الجدول رقم (2) أن تجريع الفئران عقار السايكلوفوسفومايد قد أدى إلى زيادة ظهور التشوهات في رؤوس الحيامن معنوياً ( p<0.05 ) عند المقارنة بمعاملة السيطرة السالبة (غير المجرعة) حيث يلاحظ أنها أصبحت (7.88) % بعدما كانت لمعاملة السيطرة السالبة ( 2.90 ) % . وأما ما يتعلق بالتداخل فقد لوحظ أن تجريع الفئران مستخلصات النعناع لمدة (7) أيام قبل تجريعها العقار فقد أدى إلى رفع نسبة التشوهات في رؤوس الحيامن ألا أنها أقل معنوياً ( p<0.05 ) إذا ما قورنت بالزيادة الحاصلة فيها بفعل تجريع العقار لوحده (السيطرة الموجبة) حيث يلاحظ أنها أصبحت ( 6.33 ، 6.00 ، 5.10 ، 3.92 ، 3.98 ) % عند تجريع التراكيز (10 ، 20 ، 30 ، 40 ، 50) ملغم / كلغم على التوالي . كما ويلاحظ في الجدول رقم (3) مدى الحماية التي أحدثها تجريع التراكيز المذكورة قبل تجريع العقار حيث كانت نسب الحماية ( 31.1 ، 37.8 ، 55.8 ، 79.5 ، 78.3) % للتراكيز (10 ، 20، 30، 40، 50) ملغم / كلغم على التوالي وإن المعاملة بالتركيزين (40 ، 50) ملغم/كلغم كانت أفضل المعاملات .
3- تأثير استعمال مستخلصات النعناع البلدي بعد عقار السايكلوفوسفومايد  

أ- اختبار مؤشر الانقسام

        إن مؤشر الانقسام الخيطي لخلايا نقي العظم وكما يلاحظ في الجدول رقم ( 2 ) وبعد تجريع الفئران عقار السايكلوفوسفومايد يلاحظ أنه قد انخفض معنوياً (p<0.05) بالمقارنة مع معاملة السيطرة السالبة وأن تجريع الفئران مستخلصات النعناع بعد تجريعها العقار قد أدى إلى رفع قيمة مؤشر الانقسام غير أن هذه الزيادة كانت معنوية فقط (p<0.05) عند المعاملة بالتركيزين ( 40 ، 50 ) ملغم/كلغم . وإن نسب الحماية التي أحدثها تجريع مستخلصات النعناع بالتراكيز ( 10 ، 20 ، 30 ، 40 ، 50 ) ملغم / كلغم كانت على التوالي ( 1.80 ، 6.10 ، 14.20 ، 15.90 ، 41.60 ) % وكانت المعاملة بالتركيز ( 40 ) ملغم / كلغم أفضل المعاملات .
    وأما ما يتعلق بمؤشر الانقسام الخيطي للخلايا الجنسية فقد انخفض عند تجريع الفئران العقار معنوياً (p<0.05) بالمقارنة مع معاملة السيطرة السالبة ( غير المجرعة ) . وإن تجريع مستخلصات النعناع بعد تجريع العقار قد زادت فيه مؤشر الانقسام وكانت الزيادة معنوية (p<0.05) عند المعاملة بالتركيزين ( 40 ، 50 ) ملغم/كلغم فقط في حين كانت الزيادة بفعل المعاملة بالتراكيز ( 10 ، 20 ، 30 ) ملغم / كلغم غير ذات دلالة معنوية . وإن نسب الحماية التي أحدثها استعمال مستخلصات النعناع كانت ( 11.1 ، 15.6 ، 20.9 ، 57.8 ، 63.5 ) % بالتراكيز ( 10 ، 20 ، 30 ، 40 ، 50 ) ملغم / كلغم على التوالي وان المعاملة بالتركيز (50) ملغم/كلغم كانت أفضل المعاملات .

ب- اختبار التغيرات الكروموسومية 

       إن تجريع الفئران عقار السايكلوفوسفومايد قد زاد من نسبة ظهور التغيرات الكروموسومية في خلايا نقي العظم بالمقارنة مع معاملة السيطرة السالبة حيث كانت لمعاملة السيطرة السالبة ( 0.23 ) % وأصبحت عند تجريع الفئران العقار لوحده ( 11.22) % وعند تجريع الفئران مستخلصات النعناع بعد تجريعها العقار فقد أدى إلى ظهور التغيرات الكروموسومية ولكنها أقل معنوياً (p<0.05) من نسبة ظهور التغيرات الكروموسومية في الفئران المعاملة بالعقار لوحده حيث أصبحت ( 7.20 ، 7.82 ، 6.81 ، 4.62 ، 4.95 ) % عند المعاملة بالتراكيز ( 10 ، 20 ، 30 ، 40 ، 50 ) ملغم / كلغم على التوالي وإن نسب الحماية التي أحدثها استعمال هذه التراكيز كانت على التوالي ( 36.6 ، 30.9 ، 40.1 ، 60.1 ، 57.1 ) % وكانت المعاملة بالتركيز ( 40 ) ملغم/كلغم أفضل المعاملات يليها المعاملة بالتركيز ( 50 ) ملغم / كلغم وكما يلاحظ في الجدول رقم ( 3 ) .

ﺟ- اختبار تكوين النوى الصغيرة 

        يلاحظ في الجدول رقم ( 2 ) أن تجريع الفئران عقار السايكلوفوسفومايد قد زاد من نسبة تكوين النوى الصغيرة مقارنة بمعاملة السيطرة السالبة وإن تجريع الفئران مستخلصات النعناع بعد تجريعها العقار قد أدى إلى زيادة نسبة تكوين النوى الصغيرة إلا أن الزيادة الحاصلة هي اقل معنوياً (p<0.05) عن الزيادة الحاصلة بفعل تجريع الفئران العقار لوحده حيث يلاحظ أن نسبة ظهور النوى الصغيرة لمعاملة السيطرة السالبة كانت ( 3.20 ) % وعند تجريع الفئران العقار لوحده كانت ( 20.15 ) % وأما عند تجريع الفئران مستخلصات النعناع بالتراكيز ( 10 ، 20 ، 30 ، 40 ، 50 ) ملغم/كلغم فقد أصبحت نسبة تكوين النوى الصغيرة ( 16.32 ، 16.22 ، 13.95 ، 11.30 ، 11،94 ) % على التوالي وأن نسب الحماية وكما يلاحظ في الجدول رقم ( 3 ) والتي أحدثها استعمال مستخلصات النعناع بالتراكيز ( 10 ، 20 ، 30 ، 40 ، 50 ) ملغم/كلغم فقد كانت ( 22.6 ، 23.2 ، 36.6 ، 52.2 ، 48.5 ) % على التوالي وكانت المعاملة بالتركيز    ( 40 ) ملغم/كلغم هي أفضل المعاملات .

د- اختبار التشوهات في رؤوس الحيامن

       إن تجريع الفئران عقار السايكلوفوسفومايد قد زاد من نسبة ظهور التشوهات في رؤوس الحيامن معنوياً (p<0.05) بالمقارنة مع السيطرة السالبة ( غير المجرعة ) . وأما ما يتعلق بتأثير تجريع الفئران مستخلصات النعناع بعد تجريعها العقار فقد أدى إلى ارتفاع نسبة ظهور التشوهات في رؤوس الحيامن ولكنها أقل عن الزيادة الحاصلة بفعل تجريع العقار لوحده وان التحليل الإحصائي قد بين ان الانخفاض كان معنويا" (p<0.05) عند المعاملة بالتراكيز ( 30 ، 40 ، 50 ) ملغم/كلغم فقط ولم يكن معنوياً ( p>0.05) عند المعاملة بالتركيزين ( 10 ، 20 ) ملغم/كلغم . وان نسب الحماية التي أحدثها استعمال مستخلصات النعناع من تأثير العقار في زيادة نسبة ظهور التشوهات في رؤوس الحيامن وكما يلاحظ في الجدول رقم ( 3 ) فقد كانت ( 35.3 ، 34.9 ، 41.2 ، 53.8 ، 51.4 ) % عند المعاملة بالتراكيز ( 10 ، 20 ، 30 ، 40 ، 50 ) ملغم/كلغم على التوالي وكانت المعاملة بالتركيزين ( 40 ، 50 ) ملغم / كلغم الأفضل من بين المعاملات . 
جدول رقم ( 1 ) تأثير مستخلصات النعناع البلدي على مؤشر الانقسام الخيطي والتغيرات الكروموسومية و           تكوين النوى الصغيرة واستحثاث ظهور التشوهات في رؤوس الحيامن للفئران البيض .

	              الاختبار

ملغم/كلغم وزن الجسم
	مؤشر الانقسام لخلايا نقي العظم % الخطأ القياسي 
	مؤشر الانقسام للخلايا الجنسية %

الخطأ القياسي 
	التغيرات الكروموسومية

لخلايا نقي العظم % 

الخطأ القياسي 
	النوى الصغيرة

%

الخطأ القياسي 
	التشوهات في رؤوس الحيامن 

%

الخطأ القياسي 

	بدون معاملة( السيطرة)
	15.27
0.293 ±
	10.00
0.555 ±
	0.23

0.050 ±
	3.20
0.200 ±
	2.90
0.216 ±

	مستخلص مائي 10
	15.29
0.660 ±
	10.20
0.333 ±
	0.22
0.100 ±
	3.02

0.115 ±
	2.89
0.232 ±

	مستخلص مائي 20
	15.35
0.362 ±
	10.92
0.435 ±
	0.23
0.025 ±
	3.07
0.243 ±
	2.88
0.250 ±

	مستخلص مائي 30
	16.00
0.335 ±
	10.98
0.072 ±
	0.25
0.052 ±
	2.90
0.216 ±
	2.85

0.217 ±

	مستخلص مائي 40
	17.70
0.950 ±
	11.92
0.115 ±
	0.22
0.131 ±
	2.10
0.258 ±
	2.82
0.244 ±

	مستخلص مائي 50
	15.98
0.733 ±
	11.00 0.200 ±
	0.23

0.090 ±
	2.27
0.350 ±
	2.87

0.222 ±

	5 % L.S.D. 
	2.01
	1.79
	0.36
	0.58
	0.39


جدول رقم ( 2 ) تأثير مستخلصات النعناع البلدي وعقار السايكلوفوسفومايد على مؤشر الانقسام الخيطي والتغيرات الكروموسومية وتكوين النوى الصغيرة واستحثاث ظهور التشوهات في رؤوس الحيامن في الفئران البيضاء .

	              الاختبار

المعاملة

ملغم/كلغم وزن الجسم
	مؤشر الانقسام لخلايا نقي العظم % الخطأ القياسي 
	مؤشر الانقسام للخلايا الجنسية %

الخطأ القياسي 
	التغيرات الكروموسومية

لخلايا نقي العظم %       الخطأ القياسي 
	النوى الصغيرة%

الخطأ القياسي 
	التشوهات في رؤوس الحيامن 

%

الخطأ القياسي 

	بدون معاملة (سيطرة سالبة) 
	15.50
0.319 ±
	10.00
0.155 ±
	0.23

0.050 ±
	3.20
0.067 ±
	2.90
0.100 ±

	سيطرة موجبة
	5.94
0.144 ±
	4.60
0.662 ±
	11.22

0.333 ±
	20.15
1.520 ±
	7.88
0.289 ±

	المعاملة

الاولى
	مستخلص مائي 10
	7.00
0.116 ±
	4.92
0.082 ±
	9.92
0.322 ±
	15.52
0.318 ±
	6.33
0.177 ±

	
	مستخلص مائي 20
	6.98
0.115 ±
	5.02

0.080 ±
	8.98
0.310 ±
	15.44
0.122 ±
	6.00
0.319 ±

	
	مستخلص مائي 30
	7.92
0.080 ±
	6.20
0.328 ±
	7.06
0.104 ±
	12.53
0.211 ±
	5.10
0.191 ±

	
	مستخلص مائي 40
	11.97
0.173 ±
	8.15
0.320 ±
	4.50
0.117 ±
	10.01
0.070 ±
	3.92
0.193 ±

	
	مستخلص مائي 50
	10.92
0.115 ±
	7.80
0.114 ±
	4.72
0.660 ±
	10.81
0.173 ±
	3.98
0.08 ±

	المعاملة

الثانية
	مستخلص مائي 10
	6.11
0.400 ±
	5.20
0.111 ±
	7.20
0.116 ±
	16.32
0.151 ±
	6.12
0.411 ±

	
	مستخلص مائي 20
	6.52
1.328 ±
	5.44
0.088 ±
	7.82

0.151 ±
	16.22
0.099 ±
	6.14
0.112 ±

	
	مستخلص مائي 30
	7.30
0.193 ±
	5.73
0.118 ±
	6.81
0.121 ±
	13.95
0.175 ±
	5.83
0.091 ±

	
	مستخلص مائي 40
	10.90
0.114 ±
	7.72

0.261 ±
	4.62
0.087 ±
	11.30
0.115 ±
	5.20
0.211 ±

	
	مستخلص مائي 50
	9.92 0.127 ±
	8.03
0.311±
	4.95
0.121 ±
	0.94

0.220 ±
	5.32
0.081 ±

	5 %  L.S.D.
	1.62
	1.40
	2.11
	3.82
	2.01


جدول رقم ( 3 ) يبين نسب الحماية التي يحدثها استعمال مستخلصات النعناع البلدي قبل وبعد استعمال عقار السايكلوفوسفومايد

	              الاختبار

المعاملة

ملغم/كلغم وزن الجسم
	نسبة الحماية %

	
	مؤشر الانقسام لخلايا نقي العظم
	مؤشر الانقسام للخلايا الجنسية
	التغيرات الكروموسوميةلخلايا نقي العظم
	النوى الصغيرة
	التشوهات في رؤوس الحيامن

	المعاملة

الاولى
	مستخلص مائي 10
	11.0
	5.09
	11.08
	27.3
	31.1

	
	مستخلص مائي 20
	10.9
	7.8
	20.4
	27.8
	37.8

	
	مستخلص مائي 30
	20.5
	29.6
	37.9
	45.0
	55.8

	
	مستخلص مائي 40
	63.1
	65.7
	61.1
	59.8
	79.5

	
	مستخلص مائي 50
	52.1
	59.3
	59.1
	58.8
	78.3

	المعاملة 

الثانية
	مستخلص مائي 10
	01.80
	11.1
	36.6
	22.6
	35.5

	
	مستخلص مائي 20
	05.10
	15.6
	30.9
	23.2
	34.9

	
	مستخلص مائي 30
	14.20
	20.9
	40.1
	36.6
	41.2

	
	مستخلص مائي 40
	51.90
	57.8
	60.1
	52.2
	53.8

	
	مستخلص مائي 50
	41.60
	63.5
	57.1
	48.5
	51.4
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شكل رقم (1) حيث يمثل الجانب الأيمن صورة للكروموسومات الطبيعية في خلايا نقي العظم للفئران البيض ويمثل الجانب الأيسر صورة للتغيرات الكروموسومية (حذف كروماتيدي) في خلايا نقي العظم للفئران البيض
المناقشة 

         لقد أظهرت التحليلات الإحصائية للنتائج انعدام التأثيرات السمية و التطفيرية لمستخلصات النعناع البلدي و للتراكيز قيد الدراسة حيث يلاحظ أن استخدام مستخلصات النعناع لم يقلل من قيم مؤشر الانقسام الخيطي لخلايا نقي العظم والخلايا الجنسية و ليس له تأثيرا" معنويا" في استحثاث التغيرات الكروموسومية  (كسر كروماتيدي و كسر كروموسومي ) أو في زيادة نسبة تكوين النوى الصغيرة أو في زيادة ظهور التشوهات في رؤوس الحيامن ( جدول رقم 1 )حيث أن النعناع ليس من المواد ذات الفعل المطفر أو المسرطن ويلاحظ أن التركيز (40 ) ملغم / كغم قد زاد من قيم مؤشر الانقسام الخيطي لخلايا نقي العظم و الخلايا الجنسية وقد أدى إلى خفض التردد التلقائي لتكوين النوى الصغيرة ( جدول رقم 1 ) وقد يعزى السبب في ذلك إلى أن مستخلصات النعناع ربما تحتوي على مواد محفزة للانقسام الخلوي أو يحتوي على مواد تساعد في تنظيم فعالية الإنزيمات (Hughes , 2001  ) .

      أما ما يتعلق بتأثير عقار السايكلوفوسفومايد CP على مؤشر الانقسام الخيطي للخلايا الجسمية و الجنسية فيلاحظ أن تجريع الفئران ( 20 ملغم / كغم ) من العقار قد أحدث انخفاضا" معنويا" ( جدول رقم 2 ) كما انه زاد من نسبة ظهور التغيرات الكروموسومية وزاد التردد التلقائي لتكوين النوى الصغيرة وزاد من نسبة  ظهور التشوهات في رؤوس الحيامن ويمكن أن يفسر تأثير العقار CP من خلال قدرة هذا العقار أو متأيضاته في إحداث كسور في أشرطة أل DNA  أو إلى قدرته في إحداث ترابط بين الشريطين ( الربيعي ، 2001 ) وبالتالي تأثير العقار في عملية تضاعف الـ DNA وبالنتيجة التأثير في عملية الانقسام الخلوي ، ويمكن أن يعزى أيضا" إلى قابلية العقار أو متأيضاته في الارتباط التساهمي مع الذرة N7 في الكوانين Guanine وبالتالي التأثير في عملية التضاعف وعملية الاستنساخ ( الربيعي ، 2001 ) ويمكن أن يعزى تأثير العقار إلى متأيضاته ومنها Phosphoamide  mustard (PAM) والذي له قابلية تطفيرية عالية (Ghaskadbi  et  al , 1992 ) .

       أما بخصوص تأثير مستخلصات النعناع البلدي عند استعمالها قبل أو بعد تجريع العقار (جدول رقم 2) فيلاحظ أن تأثير المستخلصات في تثبيط تأثير العقار قد يفسر من خلال المقارنة بين النتائج عند استخدام العقار لوحده و استخدام المستخلصات قبل أو بعد العقار حيث يظهر ما تقوم به مستخلصات النعناع البلدي من حماية ( جدول رقم 3 ) لعملية الانقسام الخلوي و حماية الخلايا من حدوث التغيرات الكروموسومية وتكوين النوى الصغيرة أو في تقليل نسبة ظهور التشوهات في رؤوس الحيامن ويمكن أن يعزى تأثير النعناع ربما إلى احتواء المستخلصات على المركب Limonene الذي يتميز بامتلاكه فعالية عالية في تحفيز إنزيم Glutathione-s-transferase  (GST ) المزيل للسمية والذي يوصف بأنه عاملا" واقيا" من السرطان (Lam et al ,1994 ) .أو ربما لاحتوائه على بعض الأحماض الامينية و السكريات و الألياف والتي يمكن أن تمتز Adsoebed المواد الضارة وتمنع تأثيرها (Hughes , 2001  ) . ولهذا يمكن باستعمال الأغذية أن يزال أو يقلل تأثير المواد الملوثة من المطفرات والمسرطنات حيث أن لبعض مكونات الأغذية من الفيتامينات والمركبات الفعالة الاخرى والمعادن الاهمية الكبيرة حيث تعد من العوامل التي تساهم في العمليات الدفاعية للجسم (Hughes , 2001 و الربيعي ، 2011 ). 

          كما يلاحظ أن لمستخلصات النعناع دورا" في الحماية من تأثير عقار السايكلوفوسفومايد ولكلا النوعين من المعاملات ( قبل أو بعد ) ، لذا فأن النعناع يمكن أن يصنف ضمن المواد المضادة للتطفير خارج الخلية Desmutagene  وضمن المثبطات التي تعمل داخل الخلية Bioantimutagene  والتي تساعد في عملية الإصلاح للأضرار بعد حدوثها , وقد أكد Ramel   وآخرون (1986 ) أن المستخلصات النباتية تكون عوامل مضادة للتطفير خارج و داخل الخلية .

      كما لوحظ أن التراكيز المختلفة من مستخلصات النعناع البلدي لها تأثيرات متباينة سواء عند استعمالها فبل المطفر أو بعده والسبب يعود إلى أن كل ميكانيكية في الخلية تحتاج إلى تركيز معين من العناصر و المركبات التي تتفق مع طبيعتها لكي تحفز وتستحث و تؤدي دورها في الحماية (Alekperov , 1984 ) .
الاستنتاجات

1- لا تمتلك مستخلصات النعناع البلدي بالتراكيز قيد الدراسة أية تأثيرات سمية أو تطفيرية .

2- يمتلك عقار السايكلوفوسفامايد ( CP ) القدرة على تثبيط الانقسام في الخلايا الجسمية والجنسية وله القدرة في استحثاث ظهور التغيرات الكروموسومية و النوى الصغيرة واستحثاث ظهور التشوهات في رؤوس الحيامن . 
3- تمتلك مستخلصات النعناع البلدي بالتراكيز قيد الدراسة الخصائص المضادة للتطفير من خلال تثبيط الفعل التطفيري لعقار السايكلوفوسفامايد عند استعمالها قبل أو بعد العقار .
4- يعد النعناع البلدي من المواد المثبطة للتطفير خارج الخلية بالدرجة الاولى وداخل الخلية بالدرجة الثانية .
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