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تأثير مضاد الأندروجين الفلوتامايد على نسيج ووظيفة الكبد في ذكور الجرذان البيض

حسين جاسم حربي , حيدر كامل زيدان ,أمير جواد هادي
جامعة بابل /كلية العلوم /قسم علوم الحياة
الخلاصة

      هدفت هذه الدراسة  الى معرفة تأثير العقار المضاد للاندروجين الفلوتامايد في نسيج ووظيفة الكبد في ذكور الجرذان البيض البالغة ,استخدم في هذه الدراسة 20 جرذ ذكر ابيض  حيث قسمت الى خمسة مجاميع ثلاث مجاميع معاملة بثلاث تراكيز من الفلوتاميد    25,12,8  ملغم /كغم / يوم  ومجموعتي سيطرة هي سيطرة موجبة (ماء مقطر) وسيطرة سالبة (زيت الذرة ) ولمدة 28 يوماً. أظهرت النتائج إن لعقار الفلوتامايد تأثيرا معنوياً في وزن الكبد وأنزيماته ونسيجه حيث ارتفع وزن الكبد معنويا عند المعاملة 12ملغم/كغم /يوم مقارنة بالسيطرة السالبة فقط ولا تتاثر بقية التراكيز اما بالنسبة لانزيم  Glutamate Oxaloacetate Transferase (GOT) فظهر ارتفاعا معنويا عند التركيزين 8,12 ملغم /كغم /يوم مقارنة بالسيطرة السالبة في حين انخفض انزيم((GOT عند التركيز 25 ملغم/كغم /يوم مقارنة بالسيطرة السالبة بالاضافة لانخفاض في GOTالمعاملة 25 ملغم/كغم /يوم مقارنة بالمجموعة المعاملة بـ 8,12 ملغم/كغم /يوم. في حين انخفض مستوى انزيم  Glutamate Pyruvate Transferase (GPT) معنويا في المجموعة المعاملة 8 ملغم/كغم /يوم مقارنة بمجموعة السيطرة الموجبة .أظهرت الدراسة النسجية لنسيج الكبد حدوث ضرر في نسيج الكبد  تمثل بوجود الخلايا الالتهابية ووجود الفجوات داخل الخلايا الكبدية و  تراكم الخلايا البلعمية الكبدية(Kupffer cells)  بعدد غير طبيعي وارتشاح في الخلايا الكبدية وتنخر في بعض خلايا الكبد.
Abstract

   This  study  conducted  to evaluate  the effects of antiandrogen  flutamide drug in physiological  and histological liver in  white male rats that treated with  flutamide ,this study  included 20 male rate divided into 5 groups ,3 treatment groups treated with  flutamide 8,12,25 mg/kg/day,  and control group divided into two groups ,negative(corn oil) and positive (distal water)  control , all animals treated for 28 days, the result showed  a significant effects (p<0.05) on liver weight ,histology and enzymes  of  liver ,since  liver  weight increased significantly in  treated group 12 mg/kg/day in a comparism with negative control only , but all groups did not effect significantly in liver weight compared with negative and positive group.The  GOT enzyme  showed   significantly  increased  at  concentrations 8,12 mg/kg/day when compared  with negative control , while  this  enzyme  decreased  at concentration  25mg/kg/day compared  with  negative  control , in  addition to decrease of GOT of  concentration 25 mg /kg/ day when compared with the treatment 8,12 mg/kg/day . while significantly  decreased of GPT  enzyme level  of    group treatment of 8 mg/kg/day when compared with positive control  and insignificantly decrease of 12,25 mg/kg/day concentration  compared  with positive control and don’t arrived to significantly with negative control .Histological  study of liver tissue showed structural  defects  of  liver tissue represented  by presence of  inflammatory cells ,  vacuoles  inside  of liver cells , increase of abnormal number,  of kuppfer cell , stock infiltration of liver cell  and  necrosis of liver cells.  
المقدمة

      صنفت مضادات الأندروجين على أساس تركيبها الكيميائي الى نوعين من المضادات الاندروجينية هي مضادات الاندروجين الستيرويدية مثل خلات السايبروتيرون ومضادات الاندروجين غير الستيرويدية مثل البيكلوتامايد, النيلوتامايد والفلوتامايد و تعمل كلا النوعين كعوامل منافسة للاندروجينات على مستقبلاته (Isurugi et al ; 1980,Andersn,2003). 

استخدم الفلوتامايد عام 1989 في امريكا لعلاج سرطان الموثة Prostate) ) المتقدم حيث يعمل الفلوتامايد على منع ارتباط الاندروجينات المنتشرة بمستقبلاتها على غدة الموثة والخلايا السرطانية في غدة الموثة (Crawford et al,1989) ويستعمل الفلوتامايد من قبل النساء اللائي يعانين من وجود اشكال مختلفة من فرط الاندروجين (حب الشباب و الشعرانية)  (Rittmaster,1997) ,يتأيض الفلوتامايد بعد استعماله من قبل الانسان الى عشرة أشكال من المتأيضات منها 2-hydroxyflutamide ,monohydrocxylated flutamide M5,dihydroxylated flutamide M7,trihydroxylated flutamide M8,Flu-1-N-OH,FLU 6.   يعمل الفلوتامايد كمثبط تنافسي لمستقبلات الاندروجين بالاضافة الى عمله كمثبط لتحرير مغذيات المناسلGonadotropin)  ) من الغدة النخامية من خلال عمله على غلق مستقبلات الشحمون الخصوي حيث ان الفلوتامايد لا يمتلك اي فعالية هرمونية .(Lundgren,1988) تظهر آثار جانبية للفلوتامايد على المستوى الوظيفي والنسجي للأعضاء حيث يسبب الإسهال و الدوار و التقيء و آلام معوية و  تثدي الرجل ( (Gnecomastiaو تشنجات عضلية ومشاكل في الأوعية القلبية  (Luna,1968,Tyrrell et al , 1991) وكذلك التهاب الكبد والذي يتطور الى فشل كبدي حاد والذي يؤدي الى موت الخلايا الكبدية
Cetin et al,1999) ).يظهر في انسجة الاشخاص  الذين يتناولون الفلوتامايد كعلاج فشل كبدي وانتشار تنخر حاد في الخلايا الكبدية Corkery et al, 1991)) لوحظ انتشار واسع للتنخر و تضاعف في القناة الصفراوية عند فحص الكبد المأخوذ من احد الجثث المعاملة بالفلوتلمايد(Wysowski et al 1993) , لم يعرف لحد الآن كيفية تأثير مضاد الاندروجين الفلوتامايد على آلية استحثاث التهاب الكبد  (Andrade et al.,2007 ,Chung &Schiano,2007)و يحدث التسمم الكبدي عند تناول الفلوتامايد بجرعة 750 ملغم/ يوم لعلاج سرطان الموثة او الشعرانية بعد ثلاث اشهر من تناولهGomez et al;1992)).

أشارت البحوث الى ان تناول  الفلوتامايد بجرعة 62,5 ملغم /يوم للنساء المشعرات قد لا يؤدي الى ظهور علامات التسمم الكبدي Muderris,2000)).

المواد وطرائق العمل 

حيوانات التجربة Experimental  animals
      اجريت هذه الدراسة في البيت الحيواني التابع الى كلية العلوم/ جامعة بابل حيث استخدم في هذه الدراسة 20 جرذا ذكرا ابيضا التي تم شرائها من البيت الحيواني التابع لمركز الاجنة والعقم /جامعة بغداد . بلغ معدل اوزانها 200-300 غم وبعمر 2.5 - 3 أشهر و وضعت في اقفاص معدنية خاصة بتربية الجرذان . فرشت الأقفاص بنشارة الخشب و خضعت حيوانات التجربة الى ظروف مختبرية مناسبة و بدرجة حرارة من 20-25 م ومدة اضاءة 12 ساعة و12 ساعة ظلام وأعطيت الحيوانات الماء والغذاء بصورة حرة ad lebtum وتركت الحيوانات مدة عشرة ايام لكي تتأقلم مع تلك الظروف المختبرية .

تحضير العقار 

      تم الحصول على مضاد الاندروجين الفلوتامايد 250ملغم باسم تجاري Eulexinوالمجهز من شركةSchering-ploughlaboN.V.Belgium,sub of schering-plough\USA بشكل اقراص ,سحقت الاقراص بوساطة مدقة ثم اضيف للمسحوق زيت الذرة النقي corn oil  حسب التركيز المطلوب ; اذيبت كل الاقراص في 10 مل من الزيت للحصول على تركيز 25 ملغم /مل حسب طريقة (Sanchez et al.,1999)) اعتمادا على الجرعة المعطاة للانسان.

تصميم التجربة Expermental design 
  تضمنت دراسة  تاثير تراكيز مختلفة من الفلوتامايد(8,12,25 ملغم/كغم/يوم)على نسيج ووظيفة الكبد.
قسمت حيوانات التجربة الى خمس مجاميع تضمنت كل مجموعة اربع حيوانات وهي على النحو الآتي :

 1-المجموعة الاولى (group 1) جرعت بماء مقطر عن طريق الفم ولمدة 28 يوما وعدت مجموعة سيطرة موجبة.
2-المجموعة الثانية (group 2) جرعت بزيت الذرة النقي عن طريق الفم ولمدة 28 يوم كمجموعة سيطرة سالبة 3-المجموعة الثالثة(group3) جرعت بتركيز 8 ملغم /كغم/يوم عن طريق الفم بالفلوتامايد ولمدة 28 يوما.

4-المجموعة الرابعة(group4) جرعت بتركيز 12ملغم /كغم/يوم عن طريق الفم بالفلوتامايد ولمدة 28 يوما.

5-المجموعة الخامسة(group5) جرعت بتركيز 25 ملغم /كغم/يوم عن طريق الفم بالفلوتامايد ولمدة 28 يوما.

تمت التضحية بالحيوانات بعد 24 ساعة من آخر جرعة وتم سحب الدم من القلب بطريقة طعنة القلب (Heart puncture) ثم سحب الدم  بمحاقن نبيذة معقمة سعة 5مل و حفظت عينات الدم في انابيب هلام Gel tube  معقمة لتسريع عملية التخثر ,ثم نبذت الانابيب مركزيا بسرعة 3000 دورة /دقيقة ولمدة 10 دقائق لفصل المصل Sserum  وبعدها اجريت عليه الاختبارات الوظيفية المطلوبة وهي قياس مستويات انزيمات الكبد GOT,GPT وحفظت اعضاء الحيوان (الكبد) بالفورمالين بتركيز 10% لحين تحضير المقاطع النسجية .

قياس مستويات انزيمات الكبد GOT,GPT في مصل الدم 

  تم قياس   مستويات الانزيمين الناقلين لمجموعة الامين Alanine and Aspartate amino transaminase (ALT, AST) في المصل بجهاز Reflotron plus المصنع من شركة Roche  الالمانية وذلك باستخدام الأشرطة الخاصة بالتحليل المراد عمله ووضع قطرة  مصل (32 مايكرومل )عليه ووضعه في الجهاز للحصول على النتيجة الظاهرة على شاشة الجهاز هذه الطريقة تمت حسب ما ذكر في طريقة العمل المرفقة للشريط الخاص بجهاز Reflotron .

تحضير المقاطع النسجية

حضرت المقاطع النسجية اعتمادا على طريقة  (1968) Luna .

النتائج

الفحوصات الوظيفية Functional examination 

      أظهرت النتائج ان لعقار الفلوتامايد  تاثير معنويا في كلا من وزن الكبد وانزيماته .حيث  حصل ارتفاعا معنويا في وزن  الكبد  (p<0.05) عند التركيز 12 ملغم /كغم/يوم مقارنةً مع مجموعة السيطرة السالبة فقط بينما لم يكن هناك اي تاثير معنوي في اوزان الكبد في بقية المجاميع المعاملة (شكل 1)مقارنة بمجموعتي السيطرة الموجبة والسالبة .  بينت النتائج وجود انخفاضاً معنويا (p<0.05)في معدل مستويات انزيم  ALT في المجموعة المعاملة بتركيز 8ملغ/كغم/يوم  عند مقارنتها مع مجموعة السيطرة الموجبة فقط وانخفاضاً غير معنوياً (P>0.05) للمجموعتين المعاملتين 12 ,25 ملغم /كغم /يوم عند مقارنتها بمجموعة السيطرة الموجبة ;بينما أظهرت النتائج ارتفاعاً معنوياً في  مستويات انزيم الكبد AST  (P<0.05) في ذكور الجرذان  المعاملة بالفلوتامايد عند التركيزين 8,12 ملغم /كغم /يوم عند مقارنتها بمجموعة السيطرة السالبة (زيت الذرة) وارتفاعاً معنوياً(p<0.05) فقط بتركيز 12 ملغم /كغم /يوم مقارنة بالسيطرة الموجبة في حين انخفض مستوى انزيم ASTمعنويا (P<0.05)  في مجموعة الذكور المعاملة بتركيز 25ملغم/كغم /يوم مقارنة بمجموعة السيطرة الموجبة ولم يكن هناك اي تغيير معنوي (p>0.05  )  مع مجموعة السيطرة السالبة وكذلك انخفضت قيمة ASTمعنويا (P<0.05)في ذكور الجرذان المعاملة بتركيز 25 ملغم/كغم /يوم مقارنةً بمجموعتي المعاملة 8,12 ملغم /كلغم/يوم (شكل3) .

الفحوصات النسجية examination Histological

      بينت نتائج الدراسة النسجية لنسيج الكبد عدم وجود تغيرات نسجية بتراكيز 8 ,12ملغم/كغم /يوم عند مقارنتها بمجموعتي السيطرة الموجبة والسالبة ولوحظت تغيرات نسجية مرضية واضحة في التركيز 25 ملغم/كغم/يوم مقارنة بمجموعتي السيطرة الموجبة والسالبة حيث لوحظ وجود الخلايا الالتهابية وبالذات الخلايا الحمضة eosinophels والعدلة neutrophils  منتشرة في نسيج الكبد لا سيما في المنطقة البوابية الكبدية وكذلك وجود الفجوات vacuoles)) داخل الخلايا الكبدية وكذلك وجود الخلايا البلعمية الكبدية   Kupffer cell) ) بعدد غير طبيعي وكذلك لوحظ ارتشاح في الخلايا الكبدية بالاضافة الى وجود تنخرnecrosis) )في بعض خلايا الكبد.

المناقشة

اشارت نتائج الدراسة الحالية الى وجود تاثيرات معنوية لعقار الفلوتامايد في كلا من نسيج الكبد ووظيفته في بعض المعاملات .حيث اشارت نتائج الدراسة الوظيفية لانزيمات الكبد الى وجود ارتفاع معنوي لمستوى انزيم GOT في التراكيز 8،12ملغم /كغم/يوم وانخفاض معنوي لمستوى انزيم GPTفي التركيز8 ملغم /كغم / يوم  مع عدم وجود تغيرات نسجية واضحة في نسيج الكبد عدا وجود تضخم في بعض خلايا الكبد . وهذه النتائج تتفق مع ما وجده (Gomez et al,1992) ،اشارت الدراسات الى ان الية حدوث تسمم الكبد تبدو غير واضحة عند استعمال عقار الفلوتامايد  لا سيما بالتراكيز الواطئة(Chung &Schiano,2007,Andrade et al.,2007) يبدو ان الارتفاع الذي حصل في مستوى انزيم GOT ربما يعود الى التاثير السمي لعقار الفلوتامايد على الكبد وذلك كون الكبد  هو العضو المسؤول عن تأيض  العقار ومركباته السمية وهذا ما اشارت اليه الدراسات السابقة : (Wysowski et al.,1993,Wysowski  &Fourcroy,1996,Dole&Holdsworth,1997)
قد لوحظ من خلال الدراسة الحالية ايضا وجود تغيرات معنوية في كلا من وظيفة الكبد ونسيجه عند المعاملة بتراكيز اعلى من الفلوتامايد (25ملغم /كغم /يوم) حيث لوحظ انخفاض معنوي في مستوى انزيم AST وارتفاعا معنويا في مستوى انزيم ALT في حيوانات المعاملة بالتركيز اعلاه , ربما يرجع سبب ذلك الى ان الكبد يعتبر  العضو المسؤول عن تأيض وتكسير عقار الفلوتامايد واغلب العقارات المستخدمة  الاخرى  ولهذا فان اكثر التاثيرات السمية  للعقار تظهر في خلايا و نسيج الكبد وهذا ما اشارت اليه الدراسات (Wysowski et al.,1993,Wysowski&Fourcroy,1996, Dole&Holdsworth,1997)  ,حيث اشاروا الى ان النقص الحاصل في مستوى انزيم GOT ربما يعود الى زيادة الموت المبرمج لخلايا الكبد المنتجة لهذا الانزيم ,وكذلك وجد من خلال دراستنا الحالية وجود تغيرات نسجية في نسيج الكبد منها تلف بعض خلايا الكبد وكذلك وجود الفجوات vacuoles داخل الخلايا الكبدية والارتشاح infilteration اضافة الى التنخر necrosisالذي حصل في بعض الخلايا الكبدية ,وقد يكون هذا هو  السبب في انخفاض في اداء  وظيفة الكبد بالنسبة لانزيم GOT .
جدول (3):- يوضح تأثير عقار الفلوتامايد على إنزيمات الكبد 

	LSD

(0.05)
	mg25
	mg 12 
	8mg
	Negative control
	Positive control
	Factor

	28.11
	3.6±121

a
	178.7±14.01

b
	34.55±173.3
b
	3.05±124.7

a
	23.11±149.7
ab
	GOT

	8.21
	4.9±34.6
ab
	31.9±4.3
ab
	27.5±5
b
	27.5±5.3
b
	37.3±2.3
a
	GPT


الأحرف المختلفة تعني وجود فروق معنوية (P<0.05)

جدول(4) :- يوضح تأثير عقار الفلوتامايد بجرع مختلفة على أوزان الكبد

	LSD

(0.05)
	mg25
	mg 12 
	8mg
	Negative control
	Positive control
	Factor

	2.038

	1.335±11.07

	0.736±12.01


	1.7±11.42

	9.26±0.739
a
	10.41±1.832
	Liver weight


الأحرف المختلفة تعني وجود فروق معنوية (P<0.05)
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صورة (1) مقطع مستعرض في الكبد للمجموعة الاولى السيطرة الموجبة (الماء المقطر) يوضح نسيج الكبد بصورته الطبيعية(Hematoxylin & Eosin ، 40X).
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صورة (2) مقطع مستعرض في الكبد للمجموعة الثانية السيطرة السالبة(زيت الذرة الصفراء) يوضح عدم وجود أي تغيرات نسجية(H&E، 40X)
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صورة-: (3)مقطع مستعرض في الكبد (المجموعة  الثالثة) يوضح عدم تأثر نسيج الكبد (H&E، 40X).
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صورة (4):- مقطع مستعرض في الكبد (المجموعة  الرابعة) يوضح عدم تأثر نسيج الكبد (H&E، 40X).
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صورة( 5)مقطع عرضي للكبد (المجموعة الخامسة) توضح وجود الخلايا الالتهابية البلعمية(Phagocytes ) وزيادة الخلايا االبلعمية الكبدية(Kupffer) (H&E، 40X).
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صورة (6) مقطع عرضي للكبد(المجموعة الخامسة) يوضح وجود فجوات في الخلايا (Vacules) ووجود الموت الخلوي المبرمج(Appoptosis)
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شكل (1):الاختلاف في أوزان الكبد بين مجموعتي السيطرة ومجاميع المعاملات
[image: image8.png]


بينت النتائج ارتفاع معنوي (P˂0.05) في الحيوانات المعاملة بتركيز 12.5ملغم/كغم/ يوم مقارنة بمجموعة السيطرة السالبة 
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شكل (2):الاختلاف في قياس إنزيم  GPTبين مجموعتي السيطرة ومجاميع المعاملات
[image: image10.png]


بينت النتائج انخفاض معنوي (P˂0.05) في الحيوانات المعاملة بتركيز 8 ملغم/كغم/ يوم مقارنة بمجموعة السيطرة الموجبة , وانخفاض غير معنوي (P>0.05)لمجموعتي المعاملة 12 ,25 ملغم /كغم /يوم عند مقارنتها بمجموعة السيطرة الموجبة .
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شكل(3)يبين مستوى إنزيم الكبد AST في ذكور الجرذان المعاملة بعقار الفلوتامايد بتراكيز مختلفة مقارنة مع كلا من السيطرة الموجبة والسالبة
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