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دراسة نسجية-فسيولوجية  للمخ والمخيخ في ذكور الجرذان البيض المعاملة بتراكيز مختلفة من كلوريد الالمنيوم والمعالجة بزيت الحبة السوداء
حسين جاسم عبيد , حيدر كامل زيدان ,  اسماء محمد مكي

جامعة بابل/كلية العلوم/قسم علوم الحياة
الخلاصة :
تهدف هذه الدراسة الى معرفة تاثير استخدام الالمنيوم بتراكيز مختلفة على بعض اعضاء الجهاز العصبي المركزي(المخ والمخيخ )والتغييرات النسجية الحاصله بهما وثم معاملتها بزيت الحبة السوداء للحد من بعض التاثيرات السلبية الناتجه من معاملتها بكلوريد الالمنيوم ،استخدم في الدراسة 32 جرذا ذكرا (Rattu rattus)
 قسمت الى 8 مجاميع بواقع 4 حيوانات لكل مجموعة حيث شملت مجموعتي سيطرة(مجموعة السيطرة الموجبةالتي جرعت  ماء المقطر ومجموعة السيطرة السالبة التي جرعت بزيت الحبة السوداء)،قسمت مجاميع المعاملة الى ثلاث مجاميع ثانوية جرعت بالتراكيز(80  160، 240 ملغم/كغم/يوم) كلوريد الالمنيوم لمدة90 يوما،واعطيت ثلاث مجاميع ثانوية اخرى نفس التراكيز من كلوريد الالمنيوم مع زيت الحبة السوداء .اشارت النتائج الى عدم وجود فروق معنوية (P≤ 0.05) لاوزان كل من المخ والمخيخ للمجاميع المعاملة بكلوريد الالمنيوم وكذلك المعاملة بكلوريد الالمنيوم وزيت الحبة السوداء مقارنة مع مجموعة السيطرة الموجبة ،كما لوحظ وجود تغييرات نسجية في نسيج كل من المخيخ والمخ وكانت اشدها عند التركيز 240ملغم/كغم  من كلوريد الالمنيوم فقط تمثلت بوجود فجوات في الخلايا العصبية وزيادة اعداد الدبقيات الصغيرة واختفاء طبقة الخلايا الهرمية الكبيرة large pyramidel layer في المخ وانكماش الخلايا العصبيةفي الطبقة الجزيئية  molecular layer واختفاء الطبقة الوسطية طبقة بركنجيpyrkinje layer واختزال الطبقة الحبيبية    granuler layer  في المخيخ،اما المجاميع المعاملة بزيت الحبة السوداء اضافة لكلوريد الالمنيوم فقد اظهرت النتائج وجود ضرر اقل في الانسجة التالفة. نستنتج من هذه الدراسة ان للالمنيوم تاثير سلبي على الجهاز العصبي المركزي  وامكانية تقليل هذا التاثير بفعل زيت الحبة السوداء في ذكور الجرذان البيض. 
Histophysiological study of creberum and cerebellum in male rats treated with different concentration of aluminum chloride and 

Abstract:

this study aimed to investigate the effectof using aluminum chloride with different concentration of it on some organs of central nervous system (cerebrum and cerebellum)and the histological changes which take place on both of them then will treated with oil of Nigella Sativa to ameliorating  of the advers effect of aluminum,this study included  thirty –two male albino male rats(Rattus rattus) were divided into 8 group (4 animals in each group ).Two group considered as control the first one take distal water as positive control while the second take oil black seed as negtive control treated groups divided to three subgroup treated orally aluminum chloride in(80,160 ,240mg/kg ) respectivlly and other 3group remained treated with same concentration then take oil orally and dialy for 90 day.results showed that theres no significant diffrent in the wight of each cerebellum and creberum in each groups compared with postive control group for both treated with aluminum and treated with aluminum and oil in (p≤0.05). The hystological changes were neural vaculation and proliferation of glial cells, absent of large pyramidal cells in cerebrum,shrinkage of neural cells in moleculer layer  and absent of pyrkinje cells and reduced of granular layer in cerebellum more severly in 240mg/kg  when combared with control (distal water ).while the group which treated with oil of Nigella sativa the results showed less adverse effects of aluminum on histological changes so in this study we show adverse effects of aluminum on central nervous system and it could be less by oil of black seed. 
المقدمة Introduction:
        بالرغم من ان الالمنيوم هو العنصر الثالث من حيث الكمية في قشرة الارض، لكن ليس له فعالية حيوية Farnia et al .,2005)  ).. يتجمع في جسم الانسان عن طريق الغذاء و ماء الشرب واللقاحات ومضادات الحموضة و السوائل الماخوذة عن طريق الاوردةاو الابخرة  المستنشقة (Sharma and Mishara,2006). يستخدم الالمنيوم في الوقت الحاضر  بشكل واسع في المنزل لاسيما  في الدول النامية (Lin et al ,.1997). وهذا قد يسبب زيادة محتوى الطعام الملحي والحامضي والقاعدي من الالمنيوم (Sharma and Mishara ,2006). وقد ارتبط عنصر الالمنيوم في الانسان بكثير من الامراض كفقر الدم وضعف العضلات وامراض المفاصل وضعف نمو العظام ومرض الزيهايمر (Missel et al ,.2005 ). وفي مرضى الفشل الكلوي المزمن يؤدي الى امراض encephalopathy  وosteomalacia  وامراض فقر الدم نتيجة لتجمع الالمنيوم (Flaton et al.1996). ارتبطت الكثير من الميكانيكات مع التاثير السمي العصبي للالمنيوم .حيث من الممكن ان يؤدي تجمع الالمنيوم في الدماغ الى تحلل الالياف العصبية (  Good and  Perl 1993). ويعتبر الالمنيوم  عامل خطر في تطور اضطراب  التحلل العصبي مثل مرض الزيهايمر Alzeimers disease وباركنسن Parkinson disease كما ان علم الاوبئة اظهر اختلافات عالية للجرعة المؤثرة ودرجة التحمل ((Martac et al,.2010. تم  ملاحظة التاثير الضار للالمنيوم في الكائنات التي تكون بتماس مباشر للماء مثل النبات( Liu and Jiang,1991)والسمكal.,1997)  (Nadeenko et  والطيور الاكلة للاسماك  (Nyholm,1981). كذلك عرف عن الالمنيوم الماخوذ عن طريق الفم ضرره المسبب لتحطم الانسجة الكبدية والكلوية في الفار (Aktac et al .,2001a)والغدة الدرقية ( Aktac,2001) .   ان الجرعة القاتلة للالمنوم LD50 في الجرذان حوالي( 380-400 ) ملغم /كغم بواسطة التجريع الفموي (Krasovskii et al 1979) وتعد الزيوت النباتية من المواد الغذائية ذات الفوائد الغزيرة سواء في الانسان او الحيوان،اذ تعد هذه الزيوت غنية ببعض المواد تاتي في مقدمتهاالاحماض الامينية والفيتامينات(Jamal et al.,2008). فضلا عن الميزة التي تمتاز بها الزيوت النباتية من فعالية علاجية هذا بالاضافة الى محدودية الاثار الجانبية لها مقارنة بالادوية المتداولة تجاريا (Dukic 2003)ومن النباتات الغنية بالزيوت Nigella Sativa(NS) هو نبات شوكي يعرف بالحبة السوداء استخداماته شائعة في الشرق الاوسط والشمال من افريقيا والهند. فقد اشارت الكثير من الدراسات الى استخدام زيت الحبة السوداء بشكل تقليدي وبمعايير مختلفة لعلاج الجهاز التنفسي والمعدة والامعاء وتاثيرها على وظائف الكلية والكبد وجهاز الدوران كما اشار العالم ابن سينا في كتابه قانون الطب    the canon of medicine  الى Nigella  كنبات يحفز طاقة الجسم ويحميه من الارهاق والكابه ويعد الثايموكوانين Thiomoquanine (TQ) هو العامل المؤثر بذلك(Faremi and Ekanem 2011 ) .كما ان تاثيرزيت الحبة السوداء واضح في الكثير من البحوث الحيوانية حيث ان هناك الكثير من البحوث حول فعالياتة الحيوية في فرط الحساسية ,تثبيط مستوى السكر بالدم ,مضاد للبكتيريا (Kokdil et al 2005)مضاد للسرطان و وسيط مناعي (Kanter et al,. 2005). اما التركيب الكيميائي للحبة السوداء فقد اظهرت الدراسات احتوائها على الاحماض الامينية والبروتينات والكاربوهيدرات والزيوت الطيارة والثابتة والالكلويدات والكثير من المركبات الاخرى ومن اهم المواد التي تحتويها الزيوت هو الثايموكوانين( TQ (و التانثول والتربنول-4 ((Nadkarni,1979 حيث ظهر TQ كعقار مضاد للسموم في الكثير من الدراسات الحديثة المختلفة وانه يعمل على تثبيط انتاج 5-hydroxyeicosa tertaenaoic  وكذلك 5-lipoxygenase product    واللذان يعتبران من المركبات الضرورية لعيش الخلايا السرطانية في القولون .كما انه يعمل كاسح scavenger لمختلف المركبات التي تتفاعل مع الاوكسجين مثل  hydroxyl radicals و superoxide radical anion بالاضافة الى قدرته على اختزال سمية انزيمات الكبد مثل  الكتاليز والكلوتاثيون بيروكسيدزGlutathaione peroxidase    و superoxide dismutase(SOD) (Ismail et al,.2009 ). فضلا عن كونها غنية ببعض مضادات الاكسدة التي من شانها كبح الجذور الحرة free radicals  المسؤولة عن حدوث بعض الامراض المزمنة وبعض الاضطرابات داخل الجسم(Sikka 1996) .لذلك فقد هدفت هذه الدراسة لمعرفة التاثير الايجابي للحبة السوداء لكل من فسلوجيا وانسجة المخ والمخيخ لمجاميع من ذكور الجرذان المعاملة بكلوريد الالمنيوم وزيت الحبة السوداء.
المواد وطرائق العملmetrials and method
     تم استخدام 32 من ذكور الجرذان  البيضاء البالغة بعمر (3-4)اشهر وباوزان تتراوح بين(250-300 )غرام تم تجهيزها من بيت الحيوان في كلية الطب البيطري  /جامعة بغداد وربيت في بيت الحيوان كلية العلوم /جامعة بابل لغرض التاقلم  وضعت في اقفاص خاصة بالجرذان وبدورة ضوئية طبيعية (14 ساعة ضوء و10ساعة  ظلام )واعطيت الحيوانات كميات كافية من العلف على شكل حبوب pellets  مع الماء باستمرار وبشكل حر ad libtium  تم استخدام كلوريد الالمنيوم المجهز من قبل شركة هندية المنشاLaboratory chemical بشكل مسحوق ابيض تمت اذابته بالماء المقطر للحصول على سائل التجريع بتراكيز 80ملغم/كغم،160ملغم/كغم،240ملغم/كغم جرعت بكلوريد الالمنيوم وزيت الحبة السوداء عن طريق الفم باستخدام انبوب التجريع .تم استخدام الزيت من نبات الحبة السوداء بوضع النبات بجهاز الاستخلاص soxhelet (Micheal et al ,. 2004) وتم وضع كمية مناسبة من كحول الايثانول في دورق دائري متصل بجهاز الاستخلاص الارجاعي مع التسخين بدرجة تتراوح ما بين (80-90 ْم )واستمر التسخين لحين استلام مذيب عديم اللون ومن ثم تم تقطير المذيب من المستخلص بدرجة (78-80 ْم) ولحين توقف تقطير الكحول اخذت المواد الزيتية و الراتنجية المتبقية ونقلت الى جهاز التقطير البخاري واستمر التقطير لحين الحصول على ماء نقي ,وتم التخلص من الماء باستخدام هيدروكسيد الصوديوم بتركيز 0.05% وتم اعادته الى التقطير مرة اخرى . و بعد وضعه في حمام مائي تمت عملية التجفيف بوساطة كلوريد الكالسيوم وتم الحصول على الزيت (Maynard , 1970)حيث حفظ في قنينة معتمه بمعزل عن الهواء لحمايته من الرطوبة والبلمرة والحرارة تصميم التجربة     وزعت الحيوانات عشوائيا الى 8 مجاميع شملت كل مجموعة 4 حيوانات المجموعة الاولى (مجموعة السيطرة الموجبة عوملت بالماء المقطر) ,المجموعة الثانية عوملت بكلوريد الالمنيوم بجرعة  80 ملغم/كغم المجموعة الثالثة عوملت بكلوريد الالمنيوم بجرعة 160 ملغم/كغم المجموعة الرابعة عوملت بكلوريد الالمنيوم 240 ملغم/كغم المجموعة الخامسة عوملت بزيت الحبة السوادء واعتبرت مجموعة سيطرة السالبة  للمجاميع التي استلمت زيت مع كلوريد الالمنيوم حيث عوملت المجموعة السادسة بكلوريد الالمنيوم بجرعة 80 ملغم/كغم ثم بعد ساعتين استلمت زيت الحبة السوداء المجموعة السابعة استلمت كلوريد الالمنيوم 160 ملغم/كغم ثم بعد ساعتين استلمت الزيت المجموعة الثامنة جرعت كلوريد الالمنيوم 260 ملغم/كغم ثم بعد ساعتين استلمت الزيت تم اعطاء الزيت للمجاميع الاربعة الاخيرة باستخدام التغذية الفموية Gavage  needleولمدة 90 يوما بجرعة 1 مل/كغم)كان وقت تجريع كلوريد الالمنيوم لوحده عند الساعة العاشرة صباحا ووقت تجريع الزيت عند الساعة الثانية عشر ظهرا بالنسبة للمجمرعة الثانية  وبعد انتهاء فترة المعاملة تم التضحية بالحيوانات بتخديرها بمادة الكلوروفورم ثم تم تشريح الجمجمة للحصول على كل من المخ والمخيخ بعناية فائقة لكي لا يتضرر النسيج وحفظت العينات في محلول الفورمالين 10%قبل ذلك تم  قياس اوزان كل من المخ والمخيخ ثم اجراء التمريرات باستخدام الكحول الاثيلي والزايلول وشمع البارافين ثم الصب في قوالب شمعية والتقطيع بجهاز المشراح وصبغت الشرائح باستخدام الصبغة الروتينية الهيماتوكسلين والايوسين (H&E) (Luna, 1968). وتم بعدها فحص الشرائح بالمجهر الضوئي وتصويرها باستخدام الكاميرا الرقمية نوع Sony يابانية المنشا تم التعبير عن النتائج بالمعدل +الخطا القياسي وتم تحليل النتائج باستخدام تحليل التباين ووضحت الفروق بين المجاميع باستخدام اختبار دنكن عند مستوى معنوية (P ≤ 0.05) (Munro,1997).
النتائج The results:
    اظهرت نتائج اوزان كلا من المخ والمخيخ المعاملة بكلوريد الالمنيوم بتراكيز مختلفة عدم وجود فروقا معنوية (P ≤ 0.05)مقارنة بمجموعة السيطرة الموجبة (ماء مقطر )على الرغم من انخفاض اوزان كلا من وزن المخ والمخيخ وخاصة وزن المخيخ عند التراكيز 240  ملغم/كغم /يوم (جدول 1)و لم تصل الفروقات الى معنوية (P ≤ 0.05) بين المجاميع المعاملة بكلوريد الالمنيوم بالتراكيز المختلفة مع الزيت مقارنة بمجموعة السيطرة السالبة (زيت الحبة السوداء )،على الرغم من التحسن الطفيف في اوزان المخ والمخيخ بعد اضافة 
الزيت لها (جدول 2).
 جدول (1):- يوضح التغييرات في اوزان الاعضاء (غرام) بين المجاميع المختلفة بعد المعاملة بكلوريد الالمنيوم 
	                        نوع النسيج

المعاملة
	وزن المخيخ (غم)
	وزن المخ (غم)

	السيطرة الموجبة (ماء مقطر)
	0.52±0.08
	1.56±0.09

	كلوريد الالمنيوم (80 ملغم/كغم)
	O.47±0.06
	1.43±0.07

	كلوريد الالمنيوم (160ملغم/كغم)
	0.51±0.09
	1.51±0.09

	كلوريد الالمنيوم 240ملغم/كغم)
	0.39±0.04
	1.48±0.12

	LSD
	0.23
	0.22


القيم معبر عنها بالمعدل+الخطا المعياري SE
LSD :اقل فرق معنوي عند مستوى معنوية (P ≤ 0.05)
جدول (2):-يوضح التغييرات في اوزان الاعضاء (غرام)بين المجاميع المختلفة بعد المعاملة بكلوريد الالمنيوم وزيت الحبة السوداء 

	                    نوع النسيج
المعاملة
	وزن المخيخ (غم)
	وزن المخ (غم)

	السيطرة السالبة (الزيت)1مل
	0.59±0.13
	1.61±0.15

	كلوريد الالمنيوم (80 ملغم/كغم)
	0.52±0.17
	1.52±0.18


	كلوريد الالمنيوم (160ملغم/كغم)
	0.43±0.09
	1.43±0.08

	كلوريد الالمنيوم (240ملغم/كغم)
	0.57±0.16
	1.41±0.07

	LSD
	0.37
	0.35


القيم معبر عنها بالمعدل +الخطا المعياري SE

LSD:اقل فرق معنوي عند مستوى معنوية (P ≤ 0.05).
الفحص المرضي العياني والنسجي:-

       لقد اظهر الفحص النسجي وجود تغييرات مرضية طفيفة الى متوسطة الشدة عند المجاميع الثانية والثالثة المعاملة بكلوريد الالمنيوم (صورة 2)،( صورة 3) مقارنة بمجموعة السيطرة وكانت التغييرات عاى اشدها عند المجموعة الرابعة (صورة 4)في كل من المخيخ والمخ حيث تمثلت التغييرات في المخيخ باختزال الطبقة الخارجية moleculer layer وانكماش الخلايا العصبية فيه واختزال الطبقة الوسطية ثم اختفائها تماما pyrkinje layer واختزال الطبقة الداخلية granular layer اما في المخ فقد تمثلت التغييرات بانكماش الخلايا العصبية ثم موتها وتكاثر الخلايا الدبقية الصغيرة كما لوحظ اختفاء الطبقة الخامسة من طبقات المخ large pyramidel layer(صورة 7)،( صورة 8)وكانت اشدها عند المجموعة الرابعة (صورة 9).كما لوحظ وجود تحسن طفيف في المجاميع المعاملة بكلوريد الالمنيوم وزيت الحبة السوداء(صورة 10 )وذلك بزيادة طبقة الحبيبية granuler layer بقلة موت الخلايا العصبية اما في المخ فقد لوحظ قلة تكاثر الخلايا الدبقية وقلة موت الخلايا العصبية . 
المناقشة The discussions:

      الالمنيوم عنصر ليس له وظيفة بايولوجية. لكن من الممكن ان يؤدي تجمع مركباتة العضوية الى تاثيرات سمية((Bazzoni et al.,2005 .  

حيث لوحظ من نتائج الدراسة عدم وجود فرق معنوي بين اوزان المخ والمخيخ في المجاميع المعاملة بكلوريد الالمنيوم عند مقارنتها مع مجموعة السيطرة(جدول 1 ) وهذا يتفق مع ماذكره الباحثون (Trabelsi et al.,2001)بعدم وجود فروق معنوية بين اوزان المخ والمخيخ في الجرذان المعاملة بالالمنيوم. اما المجاميع المعاملة بكلوريد الالمنيوم وزيت الحبة السوداء فقد لوحظ زيادة طفيفة في اوزان المخ والمخيخ بالمقارنة مع المجاميع المعاملة بكلوريد الالمنيوم فقط (جدول 2 ) . اما بالنسبة لانسجة المخيخ فقد لوحظ تاثرها عند المعاملة بكلوريد الالمنيوم وهذا مشابه لما وجد في مخيخ الجرذان المعاملة مع مركب المثيل ازوكسي ميثانول(MAM)الذي يؤثر نسجيا (Jones et al.,1972) وكيميائيا (Chanda et al.,1973)على نضج مخيخ الفئران والجرذان عندما يعطى بعد الولادة ، كذلك اعتبربعض الباحثين ان الاختزال الضئيل في سمك الطبقة الخارجية لصغار الجرذان يعود الى استخدام MAM خلال فترة محدودة من النمو
 (Rabie et al.,1977).

كما اظهر ت نتائج الفحص النسجي للمخ انكماش الخلايا العصبية وبالمقابل تكاثر الخلايا الدبقية الصغيرة عند المجاميع الثلاثة وكان اشدها المجموعة الرابعة بالمقارنة مع مجموعة السيطرة ،وهذا يتفق مع ماذكره الباحثون (Elbina et al.,1984)من وجود التغيرات التنكسية كالتفجي Vaculation وازالة النخاعين في المخيخ وجذع الدماغ في الجرذان المعاملة بكلوريد الالمنيوم بجرعة 5ملغم/كغم ولمدة 38يوما بينما لاحظ الباحثون (2003 ) Fu et al ان اضافة الالمنيوم لمزرعة الخلايا العصبية لدماغ الجرذان مخبريا قد تسبب بظهور مراحل من موت الخلايا المبرمجApoptosis وهذا ما اشار اليه الباحثون (Trabelsi et al.,2001) الى ان التركيز العالي من السموم العصبية  له صفة تميزية لموت الخلايا المبرمج و تكثيف الكروماتين وانشقاق الحامض النووي DNA .ان هذه التغيرات النسجية قد تعود الى قدرة الالمنيوم على عبور الحواجز الدموية الدماغية بعد اتحاده بمادة السترات في حين لا ينجح معظم الالمنيوم الممتص من الامعاء في عبور هذه الحواجز بسبب ارتباطه بالبروتين الناقل الترانفسيرين Transferrin(Winship,1992). اماالباحثMaratac et al ((2010شكك هو وجماعته في ميكانيكية سمية الالمنيوم حيث اشار الى ان الالمنيوم قد تميز على انه عنصر سمي عصبي لكن ميكانيكية ذلك لم تعرف حتى الان حيث قام بتجربة التحليل الطيفي والتحليل الجزيئي لوصف التغييرات في الحيوان المختبري الناتجة من التسمم بالالمنيوم حيث اشار الى ان الالمنيوم يعمل على تخريب استقرارية الايونات وفي الجرع العالية من الممكن ان يسبب انحلال عصبي. لكن هذه التغييرات قد تكون نتيجة تغييرات حدثت في فعالية الخلية العصبية لذلك فان التحليل الطيفي يعنى بنوعية فعالية الخلايا العصبية والتحليل الجزيئي يعنى بوصف التغييرات التي تكون بتماس مع فعالية الخلايا العصبية .اما النسبة للمجاميع المعاملة بزيت الحبة السوداء فقد لوحظ تحسن طفيف في الطبقة الحبيبية granular layerوهذا قد يعود الى ان الحبة السوداء قللت من التاثير السمي للالمنيوم وهذا يتفق مع راي باحث اخر(Al-Majed et al.,2006) الذي اظهرهو وجماعته ان للحبة السوداء قدرت حماية عصبية ضد مرض فقر الدم الموضعي الاحتباسي الذي يحفز تحطم عصبيdamage neuronal  في قاع البطين الجانبي لمخ الجرذان حيث ان العلاج المبكر له مع المركب يزيد من مستوى الكتاليز وفعالية ال Superoxide dismutase(SOD)ليصل الى المستوى الطبيعي. لكن المقابل اكد الباحثون Ismail et al(2009 )على تاثير مادة TQ في الامراض الوعائية المحيطية والمخية حيث يعتقد انه قادر على اختزال الحالة المرضية للاجهاد التاكسدي Oxidative stress بالرغم من ان الالية الجزيئية لم توضح ذلك بشكل كامل لكن وضح بعض من  الباحثون (El-Saleh et al,.2004) المكونات المضادة للسموم الفعالة في زيت الحبة السوداء القادرة على الحماية ضد تطور اختزال الميثايونين HHc (Hyperhomocyteinemi) وارتباطهما بتلك الحالة من الجهد التاكسدي حيث تم معالجة جرذان بجرعة فموية 100ملغم/كغم من TQ لمدة 30 دقيقة ولاسبوع واحد وزودت الحماية الكاملة ضد اختزال HHc بعد تحميل الميثايونين وفي حالة مستحثة لHHc لوحظ زيادة مستوى كل من liped peroxidation  و triglycerides وكوليسترول وSOD   بالرغم من ان نشاط الكتاليز لم يتاثر حيث ان جميع المضادات السمية ضغطت لذلك فان جميع التاثيرات وقفت بواسطة العلاج بTQ وهذا التغيير من الممكن ان يعود الى الثايموكوانين الموجود في زيت الحبة السوداء والذي يعمل على تحوير الجهد التاكسدي.
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