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خلاصه فارسی
کارسینوم سلول کلیوی (RCC) یا سرطان کلیه از توبول پروگزیمال منشا میگیرد و به عنوان ششمین سرطان شایع در مردان و دهمین سرطان شایع در زنان شناخته می شود. امروزه دسترسی به داروهایی با اثربخشی بالا و سمیت کم که به صورت اختصاصی بر سلولهاي سرطانی تاثیرگذاشته و ارزان باشند، یکی از اهداف  مهم جوامع دارویی دنیا و حوزه درمانی محسوب میشود. در این زمینه استفاده از گیاهان دارویی سرآغاز مناسبی براي تدوین پروژه هاي تحقیقاتی جهت دستیابی به داروهاي نوین است. در این تحقیق تأثیر عصاره آبی Centella asiatica بر مهار رشد تومور القایی در موشهای صحرایی، بر افزایش بیان ژن PTEN در بافت کلیه در طی القاء سرطان در موشهای صحرایی و بر کاهش بیان ژن mTOR در بافت کلیه در طی القاء سرطان در موشهای صحرایی مورد بررسی قرار گرفت.
مواد و روشها: در این تحقیق از عصاره آبی گیاه Centella asiatica استفاده شد و به منظور  برآورد اطلاعات در زمینه درمان سرطان به واسطه عصاره آبی این گیاه 36 سر رت نر نژاد Norvegicus در محدوده سنی 50 تا 54 روزگی انتخاب شدند که وزنی بین 180 تا 250 گرم داشتند. رتها به به شش گروه شش تایی تقسیم شدند و مورد مطالعه قرار گرفتند. عصاره آبی Centella asiatica به صورت تزریقی به میزان 10 میلی گرم بر کیلوگرم به موشها استفاده شد و از یک تا سه دوز 475 میلی گرم بر میلی لیتر تزریق شد و تزریقها تا 5 هفته ادامه پیدا کرد.
یافته ها و نتایج: نتایج به دست آمده از آسیب شناسی بافت کلیه در گروههایی که علاوه بر DMBA با دوز 475 میلی گرم بر میلی لیتر عصاره آبی سنتلا آسیاتیکا تیمار شدند، نشان دهندهی تغییرات پاتولوژیک از جمله کانون های دژنرسانس هیدروپیک سلولهای اپی تلیوم توبولر کستهای هیالن در توبول و آتروفی توبول بود.
نتیجهگیری: با توجه به خواص آنتی اکسیدانی و ضد سرطانی عصاره آبی گیاه Centella asiatica، این گیاه می تواند به عنوان یک داروی اثر بخش در درمان سرطان بافت کلیه، کاهش بیان ژن mTOR، افزایش بیان ژن PTEN و نیز باعث مهار رشد سلولهای سرطانی در بافت کلیه در طی القاء سرطان در موشهای صحرایی شود.
کلید واژه ها:
Centella asiatica ، کلیه، آتروفی توبول، سرطان بافت کلیه، ژن mTOR، ژن PTEN
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1-1-بیان مساله
مسئله اصلی این مطالعه بررسی تاثیر عصاره آبی گیاه Centella Asiatica بر بیان ژنهای mTOR، PTEN و مهار رشد در بافت کلیه در طی القاء در بافت کلیه موش صحرایی می باشد. امروزه دسترسی به داروهایی با اثربخشی بالا و سمیت کم که به صورت اختصاصی بر سلولهاي سرطانی تاثیرگذاشته و ارزان باشند، یکی از اهداف  مهم جوامع دارویی دنیا و حوزه درمانی محسوب میشود. در این زمینه استفاده از گیاهان دارویی سرآغاز مناسبی براي تدوین پروژه هاي تحقیقاتی جهت دستیابی به داروهاي نوین است. باتوجه به تحقیقات گذشته مبنی بر اثرات آنتیاکسیدانی و ضدسرطانی عصاره گیاه Centella asiatica از جمله اثرات ضدسرطانی این گیاه در درمان سرطانهای ریه، کولورکتال، سینه که در مطالعات گزارش شده است، از طرفی، باتوجه به کاهش بیان ژن PTEN به عنوان یک ژن سرکوبگر تومور و افزایش بیان ژن mTOR در سرطان کلیه، در این تحقیق اثر عصاره آبی  Centella asiatica بر تغییر بیان این دو ژن در مهار سلولهای سرطانی در شرایط in vivo مورد استفاده قرار گرفته است.

1-2-اهداف تحقیق
هدف از این تحقیق، بررسی تأثیر عصاره آبی Centella asiatica بر مهار رشد تومور القایی در موشهای صحرایی، بررسی تأثیر عصاره آبی Centella asiatica بر افزایش بیان ژن PTEN در بافت کلیه در طی القاء سرطان در موشهای صحرایی و بررسی تأثیر عصاره آبی Centella asiatica بر کاهش بیان ژن mTOR در بافت کلیه در طی القاء سرطان در موشهای صحرایی می باشد.

1-3-فرضیه های تحقیق
با توجه به خواص آنتی اکسیدانی و ضد سرطانی عصاره آبی گیاه Centella asiatica، این گیاه می تواند به عنوان یک داروی اثر بخش در درمان سرطان بافت کلیه، کاهش بیان ژن mTOR، افزایش بیان ژن PTEN و نیز باعث مهار رشد سلولهای سرطانی در بافت کلیه در طی القاء سرطان در موشهای صحرایی شود.

1-4- مقدمه ای بر سرطان کلیه
کارسینوم سلول کلیوی (RCC) یا سرطان کلیه از توبول پروگزیمال منشا میگیرد و به عنوان ششمین سرطان شایع در مردان و دهمین مورد در زنان شناخته می شود.(1) این بیماری در مردان به نسبت 5/1 به 1 بیشتر از زنان است و اوج بروز بیماری در سن 60 تا 70 سالگی می باشد.(2) کارسینوم سلول کلیوی مسئول 90 تا 95 درصد نئوپلاسم بدخیم کلیه و مسئول 3 درصد از کل سرطانهای بالغین است و میزان بروز آن در جهان متفاوت است به طوریکه کشورهای اروپای شرقی بیشترین و امریکای جنوبی کمترین میزان بروز را دارند.(3و4) مطالعاتی که توسط ریج و همکاران در سال 2014 انجام شده نشان می دهد در سال 2008 نرخ مرگ و میر در اثر سرطان کلیه 2/2 به ازای هر 100 هزار نفر در هرسال بود. نرخ مرگ و میر در آمریکا بر اثر این بیماری بین سالهای 2006 تا 2010 چهار  نفر به ازای هر صد هزار نفر در سال یود. در مقابل مرگ و میر در چین بر اثر سرطان کلیه در سال 2008 به تعداد 053/7 با نرخ استاندارد سنی 0.9 در همان سال بود. نرخ مرگ و میر بر اثر سرطان کلیه در دهه اخیر در آمریکا ثابت باثی مانده است. درصد تغییر سالانه بین سالهای 1975 تا 1994 به میزام یک درصد بود که از سال 2008 تا 2010 به میزان 6% افزایش پیدا کرد. نرخ مرگ و میر بر اثر ابتلا به سرطان کلیه در اروپا به 3/5 درصد در هر صد هزار نفر از سال 1990 تا 1994 اوج گرفت و به 3 درصد در هر صد هزار نفر از سال 2000 تا 2004 نزول کرد. (5)
به طور کلی، در طول 2 دهه گذشته هر ساله 2 درصد افزایش در میزان بروز این بیماری در جهان و اروپا مشاهده شده است که تقریبا منجر به 992200 مورد جدید و 39100 مورد مرگ ناشی از سرطان کلیه در اتحادیه اروپا در سال 2018 شده است همچنین در مطالعه ای که هنکک و همکاران در سال 2016 انجام داده اند، طی آماری نشان دادند که از سال 1960 تعداد کیسهای جدید ابتلا به سرطان سلولهای کلیوی افزایش یافته است. به طوریکه در سال 2016 شصت و دو هزار نفر در آمریکا و هشتاد و نه هزار نفر در اروپا مبتلا به این بیماری شده اند.(6) 
مطالعه ای که چاودهوری و همکاران در سال 2020 انجام دادند نشان داد که در سال 2018 در سرتاسر جهان تقریبا 400 هزار نفر به بیماری سرطان سلولهای کلیه (RCC) تشخیص داده شده اند. در آمریکا RCC بین 10 سرطان اول است که مردم به آن مبتلا می شوند. متاسفانه 25 درصد تا 30 درصد از بیمارن در حال حاضر در زمان تشخیص دچار متاستاز شده بودند و تقریبا 40 درصد از بیمارانی که تحت عمل جراحی قرار گرفتند دچار بازگشت بیماری شده اند. (7)

1-5-عوامل اثر گذار بر ابتلا به بیماری سرطان سلولهای کلیه 
عوامل نژادی و جنسیتی بر نرخ شیوع و بهبود RCC موثر هستند. یک مطالعه جمعیتی در کالیفرنیا نشان داد که ابتلا به بیماری RCC و عدم بهبودی از این بیماری در بین بیماران نژاد آفریقایی آمریکایی کمتر است. فشار خون بالا که یک ریسک فاکتور در این بیماری می باشد بر جمعیت بیماران آفریقایی بیشتر اثر می گذارد و در سنین جوانی بین آفریقایی ها به نسیت سایر نژادها بیشتر است. (5)
شرایط پایین اقتصادی، اختلالات روانی و دسترسی پایین به امکانات مراقبت از سلامتی از عوامل ابتلا به این بیماری می باشند. به طور مثال نشان داده شده در بیماران آفریقایی آمریکایی احتمال نفرکتومی برای RCC علیرغم عواملی مانند سن، جنسیت، مرحله ابتلا به سرطان، سایز تومور و اختلالات روانی کمتر است.(5)
فاکتورهای اقتصادی مانند دارایی و تحصیلات تعیین کننده مدیریت درمان بدون جراحی در بین بیماران آفریقایی آمریکایی مبتلا به RCC می باشند. در آنالیز مطالعات انجام شده ذکر شده که در جمعیت کالیفرنیا مردان در مقایسه با زنان دو برابر بیشتر به این بیماری مبتلا شده اند و نجات آنها از این بیماری نسبت به زنان کمتر بود. همچنین زنان تومورهای پیشرفته کمتری داشتند و 19% خطر ریسک مرگ ناشی از RCC نسبت به مردان کمتر بود و این بیشتر در زنان کمتر از 59 سال مشاهده میشد. (5)
داده ها نشان می دهند که نرخ سنی RCC برای تمام گروههای نژادی تا 70 سال می باشد.کاهش ابتلا این بیماری در این نقطه زمانی ممکن است به دلیل انجام کمتر تستهای تهاجمی در افراد مسن باشد به دلیل اینکه ابتلا به RCC  بعد از سن 85 سالگی شباهتهای کمتری در اطلاعات پاتولوژیکی بیمار نسبت به سنین پایین تر دارد. (5)

1-6- چگونگی فرآیند ایجاد سرطان
سرطان زایی فرآیند پیچیده ای است و شامل جهش ژنهای ژرملاین (ژنی) و یا سوماتیکی (اکتسابی) است که منجر به گسترش کنترل نشده سلول های جهش بافته می شود. این اتفاق در یک سری مراحل رخ           می دهد که در آن ترکیبات متعددی از جهش ها تنها به تدریج از آستانه رشد نامحدود سلول عبور می کند. ملکولهای ژنومیک و میتوکندریال DNA  به طور پیوسته در معرض فعالیتهای آسیب رسان شیمیایی، فیزیکی و ژنوتوکسیکهای داخلی می باشند. زمانیکه سیستم بازسازی DNA به طور موثر کار نکند تخریب و جهش در فرآیند توالی نوکلئوتیدها در DNA باعث ایجاد سرطان می شود. بالا رفتن میزان جهش ها به تعداد 105 در هر سلول باعث بروز سرطان می شود. میزان بازسازی DNA بستگی به انجام شیمی درمانی و پرتو درمانی دارد. فعالیت کمتر ژنهای ترمیم کننده باعث ایجاد سلولهای سازنده تومور می شوند که نسبت به درمان حساس تر می باشند. از سوی دیگر سلولهای غیر سرطانی ماهها و یا سالها بعد از ایجاد سرطان تشخیص داده شده در بدن هم ممکن است دچار ضایعه سرطان شوند. فعالیت بالای ژنهای ترمیم کننده DNA روند درمان را خنثی می کند. و این بدین معنا می باشد که یک درمان منحصر به فرد و مجزا جهت ترمبم DNA توصیه می شود. (1و2)
بعضی از انواع بافتهای انسان میلیونها بار نسبت به سایر بافتها بیشتر دچار سرطان می شوند. تنوع بالای سرطان به دلیل وجود بافتهای مختلف متفاوت می باشد. به طور مثال ریسک ابتلا به سرطان در ریه 6.9%، تیروئید 1.08%، مغز 0.6% برای سیستم عصبی 0.003% و مغز استخوان 0.0007% می باشد. بعضی از این تفاوتها به ریسک فاکتورهای معروف مانند سیگار کشیدن، مصرف الکل، نور ماورای بنفش و ویروس HPV بر می گردد. مطالعه دیگری در مورد سرطان درباره تنوع ژنهای به ارث برده شده می باشد. هرچند که 5 تا 10 درصد سرطانها وراثتی می باشند، حتی اگر فاکتورهای موروثی در افراد مشخص شده باشند راهی که این فاکتورها کمک به تفاوت سرطان در اورگانهای مختلف می کنند مبهم است. به طور مثال ژن موروثی جهش یافته APC مسئول ایجاد سرطان روده بزرگ و روده کوچک در بیماران دچار سندروم (FAP) یا familia adenomatous polyposis می باشد. بر اساس مطالعات صورت گرفته، نسبت ابتلا به سرطان روده بزرگ بیشتر از ابتلا به سرطان روده کوچک می باشد. سومین فاکتور بعد از وراثت و محیط زیست، تقسیم سلولهای بنیادی در بافتها می باشد. در اپیدمیولوژی سرطان، شرایط محیط زیست معمولا بر این نکته دلالت می کند که عامل ابتلا به سرطان تنها وراثتی نمی باشد. اثرات تصادفی تکرار DNA نیز می تواند عامل ایجاد سرطان باشد و از اثرات وراثتی و یا عوامل خارجی محیط زیستی مهم تر باشد. تعداد زیادی از تغییر های ژنومی به طور ساده در طول رونوشت DNA اتفاق می افتند. از این رو میزان جهش های درون زایی که در تمام انواع سلولهای انسان اتفاق می افتد تقریبا یکسان است. این مفهوم نشان می دهد که ممکن است بین دوره حیات تعداد تقسیمات بین یک کلاس سلولهای مشخص در هر عضو (سلولهای بنیادی) و دوره حیات ریسک بالارونده سرطان در آن عضو ارتباطی وجود داشته باشد.(3)
تعداد زیادی از مواد شیمیایی و چندین بازدارنده فیزیکی مانند نور UV و تشعشع گاما باعث ایجاد سرطان در انسان می شوند. تخریب DNA مهمترین قدم در فرآیند سرطان زایی توسط این عوامل می باشد. فرآیند تکاملی باعث ایجاد احیای DNA می شود که در بازسازی DNA تخریب شده کارآمد می باشد. رونوشت DNA آسیب دیده ممکن است قبل از احیاء DNA ایجاد شود به ویژه زمانیکه در معرض تحریک فرکانسهای بالا باشند. جزئیات دانستن ایجاد سرطان در چند مرحله، هم برای درمان و هم برای جلوگیری از سرطان مهم است. در مدت 50 سال مطالعات در این زمینه اطلاعات مکانیسمی زیاد در مورد مراحل شروع، پبشرفت و تصاعد که سه مرحله اصلی ایجاد سرطان می باشد شده است. به دلیل وجود این اطلاعات انواع زیادی از مرگ و میر به دلیل سرطان در طول دهه اخیر کم شده است که کاهش آن 23% بوده است و بیشتر از 107 میلیون مرگ و میر به دلیل ابتلا به سرطان کاهش یافته است. متاسفانه این پیشرفت در کشورهایی که دارای فقدان در تشخیص درست و عدم توانایی در درمان بیماران هستند محدود می باشد. در حقیقت بیشتر از 60% از ابتلا به سرطانهای جدید دنیا در آفریقا، آسیا، آمریکای مرکزی و جنوبی می باشد. همچنین 70% مرگ و میر ناشی از سرطان نیز در این کشورها اتفاق می افتد. بنابراین لازم است که مطالعات بعدی را بر روی مکانیسم سرطانزاها جهت جلوگیری و برای مبارزه با ابن بیماری مرگبار به طور گسترده تر انجام شود. (4)
کارسینوم سلول کلیه (RCC) که با نام هایپرنفروم، آدنوکارسینوم کلیوی یا تومور گراویتز (Grawitz) نیز شناخته می شود نوعی بدخیمی است که از پوشش لوله پیچیده پروگزیمال منشا می گیرد. 80 تا 90 درصد تومورهای بدخیم کلیه و 70 تا 80 درصد تمام تومورهای کلیوی جامد را شامل می شود. (5و6)
جهش ژنهایی که به سرطان کلیه مربوط می شود شامل VLH, FLCN, TFE3, FH,SDHB می باشد. شناخت بیولوژیکی این سرطان به پیشرفت درمان های هدف گذاری شده اجازه می دهد که تصدیق کند سرطان کلیه بیماری است که از تناوبهای متابولیکی مشتق می شود. سرطان کلیه اساس یک بیماری متابولیک می باشد. هرکدام از ژنها که باعث ایجاد این سرطان می شوند بر توانایی سلولها جهت پاسخ به تغیبرات در اکسیژن آهن مواد مغذی و به طور قابل ملاحظه در سیکل TCA جهش ژن سرطان کلیه اثر میگذارد. این یافته به مدیریت درمان بیماران کمک بسیار می کند. (8)
اثر ملکولی ژن VHL بیشتر از بقیه ژنها باعث ایجاد RCC می شود. تومور کلیه به عنوان یک تومور هتروژن بر اساس یافته های بافت شناسی در ترکیب با ناهنجاریهای ژنتیکی به زیرگروههای مختلفی طبقه بندی می شود. زیرگروههای اصلی شامل RCC  سلولی شفاف ccRCC)، RCC پاپیلاری (pRCC)، RCC کروموفوب(chRCC)، مجرای جمع کننده RCC و RCC طبقه بندی نشده می باشند. (9)
سلول شفاف یکی از زیر شاخه های بافتی است که به صورت برآمدگیها و کروموفوبها ایجاد می شود. (10)
پیش اگهی بیماران مبتلا به RCC عمدتا تحت تاثیر مرحله TNM (تومور اولیه[T]، درگیری گره منطقه های [N]، متیاستاز دیستال [M] در زمان تشخیص است. بر خلاف دوران تصویر برداری مقطعی قبل، شایع ترین مرحله در تشخیص در حال حاضر مرحله اول است. این بدان معنا است که اکثر RCC ها به طور بالقوه در مرحله اول قابل درمان هستند. تومورهای مرحله اول انداره کوچکتر از 7 سانتی متر دارند، محدود به اندام هستند و فاشیای Geroa را درگیر نمی کنند با تهاجم عروقی ندارند. بیماران مبتلا به مرحله یک بیماری تقریبا 97% بقای 5 ساله دارند.(5و10)

1-7- روشهای درمانی سرطان سلولهای کلیه 
بازسازی DNA و حذف قابل توجهی از ضایعات سرطانی بستگی به نوع درمانی دارد که نسبت به از بین بردن توده های سرطانی کارآرایی و مقاومت لازم را داشته باشند. مرکز توجه تحقیقات اخیر در مورد سرطان بر پایه اهمیت یازسازی DNA در کنترل سرطان و پیشرفت درمان آن می باشد. هدف اصلی درمان سرطان از بین بردن توده های سرطانی با روشهایی نظیر جراحی، شیمی درمانی و پرتو درمانی می باشد. تارگت تراپی و ایمونوتراپی به دلیل اینکه هنوز در دست تحقیق هستند و به لحاظ هزینه گران می باشند رایج نیستند. موفقیتهای محدودی در درمان سرطان جهت حذف و جلوگیری از رشد تومورها با روش پرتو درمانی به دلیل اثرات جانبی و مقاومت سلولهای سرطانی نسبت به این روش درمانی به دست آمده است. یکی دیگر از راههای رسیدن به هدف از بین بردن DNA موجود در توده های سرطانی استفاده از روش شیمی درمانی می باشد که ضایعات سرطانی نسبت به این روش هم مقاومت نشان می دهند. اساسا مقاومت توده های سرطانی در شیمی درمانی نسبت به داروهایی مانند FU-F و Metotrexade گسترده تر است. فرآیند بازسازی به دلیل بازده پایین در حذف ضایعات DNA پتانسیل پایین در بهبود بخشیدن به کاهش تومورزایی دارد. به علاوه در مرحله پیشرفت سرطان فعالیتهای پرو و آنتی کارسینوژنیک احیای DNA اصل قرار داده می شود. پرتو درمانی و شیمی درمانی دارای اثرات مثبت و منفی در درمان سرطان می باشند و بسته به مرحله بیماری فرآیند بازسازی DNA دارای ریسک بالا و یا پایین می باشد. به طور مثال علت آن می تواند تومور درمانی شامل جراحی و عامل ضد رگ زایی هدف عملکردی راپامایسین (mTOR)، نقطه آغاز بازدارنده های ایمنی که شامل ریسک حاد آسیب کلیه می شود. (AKI) و (CDK). (2)
درمانهای استاندارد کنونی، جراحی ابتدایی نفرون می باشد که اثبات می کند بیماری را به طور قابل قبولی بهبود می بخشد. پیشرفتهای تکنیکی مانند استفاده از پروبهای قدرتمند نازک و سیستم راهنمای تصویری real-time اجازه داده است راهنمای تصویری ریشه کنی از راه پوست انتخاب مناسی برای تشخیص و درمان مرحله یک سرطان سلولهای کلیوی باشد. به دلیل متداول بودن تصویر برداری cross-sectional بیشتر تومورهای کلیوی 75% در مرحله یک تشخیص داده می شوند. روشهایی مانند فرسایش تومور با امواج رادیویی، مایکروویو و انجماد نیز به طور گسترده به کار گرفته می شوند. روش راهنمای تصویری از راه پوست جهت ریشه کنی توده های سرطانی روش عملی و مناسبی برای درمان سرطان سلول کلیوی در مرحله یک بیماری می باشد. (11)
استفاده از روش ایمونوتراپی که ترکیبی از چند استراتژی جهت درمان اولیه می باشد در سالهای اخیر نیز به شدت متحول شده است. استراتژیهای مورد هدف شامل عوامل ضد رگ زایی سیستمیک و مقابله با ایمنی مسدود شده جهت رسیدن به دستاورد سلامتی می باشد. (7)

1-8-بیماریهای کلیوی و ارتباط آن با سرطان کلیه
مطالعات اپیدمیولوژی نشان می دهد که بین بیمارهای شدید و مزمن کلیوی و تشکیل تومور در کلیه ارتباط چشمگیر وجود دارد. آسیب بافتی به دو دلیل محرک ایجاد سرطان می باشد: دلیل اول: پتانسیل آن برای القای آسیب DNA و جهش های سوماتیکی به خصوص در سلولهای بنیادی با عمر طولانی ساکن بافت و علت دوم: پتانسیل آن برای گسترش سلول های جهش یافته ای که در فرآیند ترمیم بافت شرکت می کنند می باشد. به طور مثال این دو مکانیسم در ایجاد بیماریهای روده که به سرطان روده بزرگ منجر می شود. در سرطان ریه به علت قرار گرفتن ریه در معرض ذرات گرد و غبار و دودهای سمی ایجاد می شود و ورم معده که ممکن است منجر به سرطان معده و التهاب کبد به سرطان کبد منجر می شود. تعداد زیادی از مطالعات نشان داده اند که بین بیماریهای مزمن کلیوی که منجر به ایجاد سرطان کلیه می شود نیز ارتباط وجود دارد. اگرچه هر دو این بیماریها در نیمه دوم زندگی اتفاق می افتد اما چرایی و چگونگی آن نامشخص می باشد. اگرچه مشخص نیست آسیب کلیوی باعث سرطان کلیه می شود بعضی مطالعات نشان می دهند که سرطان کلیه بعد از وقوع AKI یا سالها یعد از CDK زمانیکه کلیه کارآیی اش را از دست داده است پیشرفت می کند. (2)
 مطالعات نشان داده اند که ارتباط ضعیفی بین بیماری مزمن کلیه و بیماری کلیه پلی کیستیک وجود دارد. اگرچه برخی از سندرومها به طور چشمگیری خطر ابتلا به RCC را افزایش می دهند، اما تنها 3 در صد از کل RCC ها مرتبط هستند. آنها عبارتند از سندروم فون هیپل-لیندو (von Hippel-lindau syndrome)، RCC پاپیلار ارثی، لیومیوماتوز ارثی و RCC و سندروم برت هاگ دوب(Birt-Hogg-Dube). در نهایت سابقه شخصی RCC خطر ابتلا به RCC دیگر را در طول عمر دو برابر میکند. (5و10و11)

1-9- ریسک فاکتورهای تاثیرگذار در ابتلا به سرطان سلولهای کلیه
1-9-1-مصرف دخانیات
مصرف دخانیات یکی از ریسک فاکتورهای مثبت در ایجاد RCC می باشد. این بیماری با افزایش مصرف دخانیات و در مراحل پیشرفته تشخیص نسبت به افرادی که دخانیات مصرف نمی کنند بیشتر است. هرچقدر که قرار گرفتن در معرض استعمال دخانیات بیشتر باشد ریسک ابتلا به RCC افزایش می یابد. مصرف کننده هایی که 10 بسته سیگار در سال مصرف می کنند به میزان 7% در معرض خطر ابتلا به این بیماری می باشند. مصرف کننده هایی که 30 الی 40 بسته سیگار در سال مصرف می کنند 80 درصد بیشتر دچار ابتلا به RCC نسبت به افراد غیر سیگاری می شوند. بالا رفتن این ریسک به چندین مکانیسم بیولوژیک نسبت دارد. کشیدن سیگار باعث تخریب سلولهای کلیوی به وسیله اثرات سمی بر روی توبولهای کلیوی می شود و تناوب در جریان خون باعث ایجاد فشار خون، عدم کارآیی لایه درون رگی و استرس اکسیداتیو می شود. N-nitrosamine موجود در دود سیگار یک ماده سرطانزای فراوان موجود در دود سیگار می باشد و باعث تخریب DNA در لنفوسیتهای جانبی خون به مقدار زیاد می شود. Benzo-α-pyrene-dol epoxide یا (BPDF) همچنین بطور فراوان در دود سیگار وجود دارد که این ماده نیز باعث ابتلای انسان به RCC می شود.(5)

1-9-2- شرایط جسمانی
بالا رفتن شاخص توده بدن (BMI) یکی از ریسک فاکتورها در ابتلا به RCC می باشد. ضریب خطر برای بیماران با BMI≥35kg/m2  مقدار 1.8 در مقایسه با بیماران با BMI<25kg/m2 است. (5)

1-9-3- ریسک فاکتورهای ژنتیکی
چندین سندروم وجود دارند که ریسک ابتلا به انواع سرطان کلیه را بالا می برد. RCC که از سلول شفاف کلیوی  ناشی از سندروم Von Hippel Lindau یا (VHL) وراثتی به وجود می آید. PTEN هامارتوماتوس سندرم و جهش در .BAP1 چندین ژن که پروتئین حاوی ترکیب سوکسیناسیون دهیدروژنه (SDHB/C/D) را رمزگذاری کرده اند. نوع یک پاپیلری سرطان کلیه که اتصال با جهش مسیر تشکیل سلولهای مولد درMET را بالا می برد و نوع دو که به عنوان بخشی از Leiomy  Herediatryمی باشد. سرطان سلول کلیوی ناشی از جهش FH. لیومیوماتوز وراثتی و سرطانهای کروموفون و آنکوستیک کلیه به طور برجسته به سندروم Brit Hogg Dube مربوط می باشد. آنژیوما لیپوما ها به طور عادی هستند و رونوشت خطرناک سلولهای شبیه اپیتلیال آنژیوما لیپوما به ندرت در بیماران با کمپلکس توبروس اسکلروسیس یافت می شوند. شناسایی ژنهایی که دارای آمادگی ارثی برای سرطان کلیه می باشند.، پیداکردن عوامل ایجاد تومورهای کلیه را به طور وسیعی بالا می برد. انواع زیرگروههای سرطان کلیه بستگی به جهش ها در هر ژن دارد. (5و12) 
50% مرگ و میر ناشی از RCC در بیماران با VHL که یک کروموزوم غیر جنسی است درصد بالایی را در بر میگیرد و شایع ترین سندرم ژنتیکی مرتبط با افزایش خطر سرطان کلبه می باشد. (5و13) دلیل آن جهش های مسیر تشکیل سلولهای مولد(TSG) یا ژن جلوگیری کننده ایجاد تومور(VHL) می باشد. جهش های VHL پیشرفت تنوع تومورها را مستعد می کنند. بیشتر در شبکه های عصبی، سیستم عصبی مرکزی، همانژیوم بلاستوم، سلولهای شفاف سرطان کلیه و فائوکروموسیتوما رایج هستند. پیشرفت در دریافتن پایه های ژنتیکی بیماری VHL تشخیص و بینش بیولوژی این بیماری را فراهم کرده است.(13) 
انواع ژنتیکی رایج مرتبط با خطر سرطان کلیه از طریق مطالعات ارتباطی گسترده ژنوم کشف شد و مشخص شده است که 13 جایگاه تاکنون دخیل بوده است.(14و15) 
هدف راپامایسین پستانداران (mTOR) در کروموزوم 1q36.2 قرار دارد و دارای 3434 پلی مورفیسم  ژنتیکی است. (16و17) پلی مورفیسمهای ژنتیکی هدف راپامایسین (mTOR) در پستانداران نشان می دهد که اثرات زیادی روی فعالیت تنظبم رونوشت و اتصال miRNA دارد که ممکن است به ریسک سرطان مربوط شود و بر روی بیان ژن mTOR اثر بگذارد.(17)
مطالعات ارزیابی ارتباط بین پلی مورفیسمهای mTOR (rs2295080, rs2536, rs11121704) در جمعیت چین نشان داد که ژنوتیپ TT وسیعی از پلی مورفیسم rs2295070 با بالا رفتن ریسک سرطان ارتباط دارد.(18). چند پلی مورفیسم می توانند برخی از اثرات را با تعدیل فعالیت رونویسی، اتصال یا پیوند miRNA اعمال کنند. به عنوان مثال  ( T>G) rs2295080  در ناحیه پروتومور، rs2536 در ناحیه ترجمه نشده '3 (UTR') و rs17036508 (T>C) در محل پیوند بالقوه نشان داده شده است که پلی مورفیسم rs2295080 فعالیت رونوبسی را تنظیم می کند و ژنوتیپ های TT دارای سطوح mRNA mTOR یک سرین/ترئونین کیناز 289 کیلودالتون است  است که شامل دو کمپلکس پروتئینی متمایز از نظر عملکردی است: mTOR کمپلکس 1 (mTORC1) و mTORC2 (19). 

1-9-4-جنسیت
در ریسک فاکتور متابولیکی عامل جنسیت نیز تاثیر دارد. BMI بالا، فشار خون، گلوکز و تری گلیسیرید در مردان فاکتور ریسک ابتلا به RCC می باشد. (11) به طور کلی در مقایسه با زنان این بیماری در مردان شایع تر است. (14)

1-9-5- فشار خون
فشار خون بالا ابتلا به RCC را دوبرابر می کند.(11) در کشور آمریکا تخمین زده شده است که فشار خون بالا باعث ریسک دو برابر افراد سفید پوست و ریسک ابتلای سه برابر افراد سیاه پوست به بیماریRCC می شود. (14)

1-9-6- بیماریهای مزمن کلیوی و سنگ کلیه
بیماریهای مزمن کلیوی ریسک ابتلا به سرطان کلیه ره دو برابر می کند و طبق مطالعات که در آمریکا انجام شده خطر ابتلاء افراد سیاه پوست نسبت به افراد سفید پوست بیشتر است. همچنین بیماریهای مزمن کلیوی در بین افراد سیاه پوست شایع تر است. (14)  

1-9-7- دیابت
ارتباط دیابت و سرطان کلیه در چندین مطالعه مورد ارزیابی قرار گرفته است. اختلالاتی نظیر چاقی و فشار خون که در اثر دیابت به وجود می آید به میزان 40% خطر ابتلا به سرطان کلیه را افزایش می دهد. (14)
1-9-8- تری کلرواتیلن
تری کلرواتیلن ماده ای است که برای تمیز کردن و چربی زدایی فلزات به کار می رود. این ماده به عنوان یک ماده سرطانزا برای انسان شناخته شده است. مطالعات نشان داده که این ماده 30 الی 40 درصد خطر ابتلا به سرطان کلیه را در انسان افزایش می دهد. (14)

1-9-9- جغرافیا و قومیت
بیشترین نرخ شیوع بیماری RCC در جمهوری چک و لیتوانی گزارش شده است. نرخ شیوع در کشورهایی مانند چین، تایلند و کشورهای آفریقایی کمتر می باشد. در آمریکا نرخ شیوع این بیماری در مردان سیاه پوست بیشتر است. جمعیت اسپانیولی و غیر اسپانیولی در آمریکا دارای نرخ مشابهی برای ابتلا به این بیماری دارد. سرخ پوستان آمریکا نرخ متوسط ابتلا به بیماری و آسیایی های ساکن آمریکا دارای نرخ شیوع کمتری نسبت به این بیماری هستند. در کشورهای اروپایی نرخ ابتلا به RCC در آلمان شرقی بیشتر است و در ایتالیا نیز در ناحیه شمال این کشور نرخ ابتلا به این بیماری بیشتر می باشد. (14)
مطالعات در جمعیت آسیایی که حامل mTOR، rs2295080TG، ژنوتیپهای  GG و TG هستند نشان داده که به طور کلی کاهشی چشمگیر در ریسک ابتلا به سرطان سیستم مجاری ادراری و سیستم گوارش دارند. به علاوه نشان داده شده است که SNPrs701848CC، ژنوتیپ TC و ژنوتیپ CC/TC از pTEN قابلیت بالا بردن ابتلا به سرطان مجاری ادراری و دستگاه گوارش و بیماریهای زیر مجموعه آنها را دارد. به AKT1 rs2494352 AG و ژنوتیپهای GG/AG ریسک ابتلا به سرطان را به طور کلی بالا می برند.(16)

1-10- عوامل بازدارنده ابتلا به سرطان کلیه

1-10-1- رژیم غذایی
در مورد مصرف میوه و سبزیجات و کاهش خطر ابتلا به سرطان کلیه ارتباط چندانی وجود ندارد. همچنین مطالعات نشان داده که بین مصرف چربی و پروتئین و ابتلا به سرطان کلیه ارتباط چندانی وجود ندارد. (14)
در مورد مصرف گوشت فرآوری شده اگرچه داده ها کم است ولی مطالعات نشان داده که استفاده از این ماده غذایی خطر ابتلا به سرطان کلیه را در انسان بالا می برد. درمجموع داشتن یک زندگی سالم از نظر تغذیه، دوری کردن از مصرف دخانیات، داشتن وزن مناسب و بالا بردن اطلاعات جامعه جهت داشت سبک زندگی سالم خطر ابتلا به سرطان را در جامعه کاهش می دهد. (6)

1-10-2- فعالیتهای فیزیکی
فعالیتهای فیزیکی بالا 13% خطر ابتلا به سطان کلیه را نسبت به فعالیت فیزیکی پایین کاهش میدهد. این ممکن است به دلیل اثرگذاری فعالیت فیزیکی بر روی فشار خون و وزن انسان باشد. (14)

1-11- mTOR و نقش آن در سرطان 
mTOR یک تنظیمکننده اساسی رشد سلولی و متابولیسم است و نقش کلیدی را در یک محور سیگنالی که پاسخ‌ها را به مواد مغذی، سیگنال‌های فاکتور رشد و مسیرهای مؤثری که اندازه سلول و پیشرفت چرخه سلولی، سنتز پروتئین و بسیاری از فرآیندهای متابولیک دیگر را کنترل می‌کنند، ایفا می‌کند. (20) 
سلولهای سرطانی با فعال کردن جهش در mTOR مسیر mTOR را بیش از حد فعال میکنند. (21, 22) راپامایسین و آنالوگ‌های آن اورولیموس و تمسیرولیموس مهارکننده‌های مسیر mTOR هستند که از طریق FKBP12 برای مهار کمپلکس mTORC1 عمل می‌کنند. اولین نسل مهارکنندههای mTOR (به اصطلاح راپالوگ) در سرطان مؤثر بوده و برای درمان انواع مختلف تومور از جمله کارسینوم سلول کلیه (RCC) تایید شده است. (20)
mTOR، بعنوان یک ادغامکننده ضروری مسیرهای فعال شده توسط فاکتور رشد و مسیرهای حساس به مواد مغذی، نقش مهمی در فرآیندهای سلولی مختلف، از جمله سنتز پروتئین، لیپید و نوکلئوتید، تکثیر، تمایز، اتوفاژی، آپوپتوز و متابولیسم از طریق مسیرهای سیگنالینگ مجزا ایفا میکند (23). 
مجموعه‌ای از مطالعات بالینی قبلی نشان داده‌اند که mTOR در طیف گسترده‌ای از تومورهای انسانی، مانند سرطان ریه، سرطان سینه، سرطان سلول‌های کبدی و سرطان تخمدان بیش از حد بیان و ارتقا یافته است. فعالسازی mTOR که از طریق فسفوریلاسیون و بیان بیش از حد در تنظیم چرخه سلولی به دست میآید، آپوپتوز سلولی را مهار میکند و تکثیر سلولی را تسریع میکند که ممکن است منجر به تومورزایی شود. در نتیجه، mTOR در جنبههای متعدد تومورزایی نقش دارد (24, 25). 

1-12- PTEN و نقش آن در سرطان
PTEN (همولوگ فسفاتاز و تنسین) که روی کروموزوم 10q23 قرار دارد، شامل 9 اگزون و یک اگزون اضافی متغیر (بعنوان مثال، اگزون 5b) است که در رونوشت اصلی حذف شده است، یک فسفاتاز چند عملکردی است که از 403 اسید آمینه در پنج حوزه عملکردی تشکیل شده است و سوبسترای اصلی آن فسفاتیدیل‌نوزیتول-3،4،5-تری فسفات (PIP3) است، که یک مولکول پیام‌رسان دوم است که به دنبال فسفوئینوزیتید 3-کینازهای کلاس I تولید می‌شود (PI3K در پاسخ به فاکتورهای رشد مختلف) (26, 27). 
PTEN یک ژن سرکوبگر تومور ضروری است که یک پروتئین فسفاتاز را کد میکند که مسیر آنتیآپوپتوز PI3K/Akt/mTOR را متضاد میکند. اختلال در این مسیر سرکوبگر تومور بطور بالقوه عاملی برای ایجاد بدخیمیها میشود (26).
 PTEN بعنوان یک پروتئین فسفاتاز با ویژگی دوگانه عمل میکند که به عنوان یک سرکوب کننده تومور در بدخیمیهای مختلف انسانی شناخته میشود. فعالیت لیپیدی فسفاتاز PTEN به دفسفوریلاسیون پیام رسان دوم لیپیدی فسفاتیدیل 3، 4، 5-تری فسفات (PIP3) کمک میکند، که به نوبه خود، خود را برای مقابله با فعالیت فسفاتیدیل 3- کیناز (P13Kphorylation و P13AKT) تسهیل میکند (28). 
بطور خاص، PTEN فسفات D3 را در حلقه اینوزیتول PIP3 حذف میکند، با فسفوئینوزیتید 3-کیناز (PI3K) مقابله میکند و مسیر سیگنالینگ PI3K/Akt/mTOR را که بر رشد، تکثیر و بقای سلول تأثیر میگذارد، کاهش میدهد (26, 29). 
PTEN در مسیرهای انتقال سیگنال سلولی مرتبط با تنظیم و کنترل ترمیم DNA، پیشرفت چرخه سلولی از جمله رشد سلولی، تکثیر، پیری و آپوپتوز، و همچنین جهش ژنیک نقش دارد. (30-32). 
بر این اساس، کمبود PTEN ممکن است بر رشد تومور تأثیر بگذارد (33). 
برای مثال، جهش‌های PTEN پیامد ضعیفی را در گلیوبلاستومای بدخیم مغز نشان می‌دهد و در سرطان‌های اولیه ریه چندگانه متفاوت است. اگرچه تحقیقات گسترده ای در مورد PTEN در تومورهای بدخیم انسانی انجام شده است، تشخیص و نقش پیشآگهی حذف PTEN در سرطانهای کلیه نامشخص است. برخی معتقدند که با بقای ضعیف در سرطان کلیه مرتبط است در حالیکه برخی دیگر مخالف هستند (34, 35).  

1-13-مراحل ابتلا به سرطان سلولهای کلیوی  
مراحل ابتلا به RCC به طبقه بندی Robson در سیستم TNM ارتباط داده می شود که توسط American joint Committee on Cancer  ابداع شده است. سیستم مرحله بندی Robson  ارتباط تومور را به لایه فاسیال کلیوی که شامل سیاهرگ کلیوی و مناطق برآمدگی است ارجاع می دهد. سیستم مرحله بندی TNM در سال 1987 پیشنهاد شد و در سال 2010 برای هفتمین بار تجدید نظر شد. این سیستم شامل پنج مرحله T0 تا T4 می باشد. مراحل T1 و T2 و زیر بخشهای آنها تنها بر اساس سایز معین شده اند و مراحل T3 و T4 بر اساس نمای انشعابات سیاهرگی کلیه، بزرگ سیاهرگ زبرین، بافت همبند سطح کلیه و غده های آدرنالی می باشد.(5)

1-14-درجه بندی بافت شناسی در سرطان
سیستم طبقه بندی Fuhrman قابل قبول ترین سیستم طبقه بندی درجه تومور می باشد. سه مدل یافت شناسی سلولهای شفاف RCC (80 الی 90 درصد)، برجستگی RCC(10 الی 15 درصد) و کروموفوب RCC (4 الی 5 درصد) می تواند با نمای بافت شناسی به درجات  Nuclear متمایز شوند. چهار مرحله Nuclear بر طبق بالا رفتن سایز Nuclear  ها تعیین می شوند. به نظر می رسد درجات Nuclear موثر تر از مرحله پاتوژنیک، سایز تومور، قرار گرفتن سلولها و نوع سلولها در پیش بینی پیشرفت متاستاز نفرکتومی می باشد.(5)

1-15- گیاهCentella asiatica  و خواص آن
[bookmark: _Hlk136437610]هزاران سال است که گیاهان به عنوان منابع غذا و دارو در طب سنتی استفاده می شوند. رشد و ترقی در تحقیقاتی که بر مبنای تولیدات گیاهان دارویی می باشد در کشورهای توسعه یافته و در حال توسعه افزایش یافته است. علت آن خاصیت درمانی مصون و موثر گیاهان در برابر انواع بیماریها و استفاده از آنها به عنوان مکملهای تغذیه ای می باشد. 
Centella asiatiac L یا Pegga (آب بشقابی) گیاهی پایا و متعلق به خانواده Apiaceae می باشد. گونه آن به عنوان منداب در سانسکریت، برهمایی و هندی شناخته شده است. این گیاه بدون مزه و بدون بو است و بیشتر در اطراف آب پیدا می شود. این گیاه توسط بسیاری از فرهنگهای قدیمی در کشورهای مختلف برای درمان بیماریهایی نظیر خونریزی بینی، هپاتیت و به عنوان تقویت کننده مغز و محافظ عصبی و برای درمان بیماربهای ناتوانی سیستم عصبی مرکزی طبق موافقت سازمان بهداشت جهانی استفاده می شود.
این دارو هزاران سال است که در طب آیورودای هندی و در کشورهای مالزی و چین جهت درمان دارویی استفاده می شود. علاوه بر این، جهت افزایش کارکرد حافظه، درمان خستگی ناشی از استرسهای ذهنی و اگزما مفید است و به دلیل خاصیت درمانی آن در بسیاری از نقاط جهان به طور گسترده پرورش داده می شود.
گیاه Centella asiatica دارای ترکیبات فعال بیولوژیکی می باشد. منبع غنی از اسیدهای آمینه، فنلها، ترپنوئیدها و کربوهیدارتها می باشد که کاربرد وسیعی در حفظ سلامتی دارند و به عنوان مکمل غذایی نیز مصرف می شوند. از خواص دیگر این گیاه می توان به عنوان ضد التهاب، ضد بیماری پسوریازیس، ضد زخم، آرام بخش، ضد محرکهای سیستم ایمنی، جهت درمان بیماریهای قلبی، درمان ضد توموری سلولها، ضد ویروس، ضد باکتری، ضد حشره، ضد قارچ، آنتی اکسیدان، درمان بیماریهای عروقی که در اثر نقص کارکرد سیاهرگها و شریانها ایجاد می شود می توان نام برد. تمام این اثرات چه به صورت آزمایشگاهی و چه به صورت بالینی مورد ارزیابی قرار گرفته است. (36)
مطالعاتی در مورد اثر محدود کنندگی کربوکسی متیل سلولز (CMC) موجود در عصاره گیاه Centella asiatica بر سرطان ریه توسط Aziad و همکاران انجام شده است. (37)
برگها به طول 6-2 سانتیمتر و عرض 5-5/1 سانتیمتر، دایرهای شکل و از دو طرف کرک هستند. گلها در چترهای فاسی شکل هستند که هر چتر از 4-3 گل سفید تا بنفش یا صورتی تشکیل شده است . تحقیقات روی Centella asiatica از دهه 1940 ثبت شده است و برای استفاده در درمان بیماریهای مختلف مانند جذام، عفونتهای تنفسی، زخم، سرماخوردگی و خستگی مستند شده است. اطلاعات علمی در مورد فعالیت ضدسرطانی Centella asiatica توسط Babu و همکاران ثبت شده است. (37). وجود تریترپنوئیدهای عصاره Centella asiatica میتواند بهبود زخم را تسریع کند و وجود آسیاتیکوزید قادر به افزایش فعالیت آنتیاکسیدانها (آنزیمی و غیر آنزیمی) است (37). عصاره گیاه Centella asiatica نقش بازدارنده در تکثیر سلولهای پوششی تنفسی دارد و هرچقدر دوز عصاره گیاه بیشتر باشد میزان بازدارندگی آن نیز بیشتر است. بنابراین می توان از عصاره این گیاه به عنوان داروی ضد پولیپ جهت درمان پولیپ تنفسی استفاده کرد.(38)
ترکیبات زیست فعال گیاهان دارویی را میتوان با استخراج معمولی یا با استفاده از روشهای مدرن بدست آورد. روش استخراج مرسوم معمولاً از حلالهای زیادی استفاده میکند و زمان استخراج طولانی دارد. نمونه هایی از روش استخراج مرسوم مورد استفاده برای C. asiatica عبارتند از تقطیر با آب، سوکسله، استخراج رفلاکس حرارتی و خیساندن می باشد. (39).
روش SFME یا (Solven-Free Microwave Extraction) یکی از روشهای مناسب جهت استخراج ترکیبات این گیاه است. این روش یک روش مدرن استخراج است و مصرف انرژی پایینی دارد. در این روش از امواج مایکروویو استفاده می شود که باعث استخراج سریع ترکیبات گیاه می شوند. این روش نرخ بالایی از استخراج را دارد، زمان کوتاه تری نسبت به سایر روشها میبرد و به محیط زیست صدمه نمی زند.(39)
استخراج متانول از این گیاه به طور چشمگیری فعالیت پلی وینیل را نشان می دهد که دارای خاصیت بالای التبام زخم می باشد.(40)
این گیاه از تریترپن تشکیل شده است که یک کلاس از ترکیبات شیمیایی است که از سه واحد ترپن با فرمول مولکولی C30H48 تشکیل شده است. تریترپنوئیدهای موجود در این گیاه عبارتند از اسید مادکازیک، اسید آسیاتیک، مادکاسوساید و آسیاتیکوزید که در فرآورده‌های آرایشی برای مراقبت از پوست استفاده می‌شوند (39). آسیاتیکوزید یک ترکیب تریترپنوئیدی است که به دلیل اتصال مولکولهای قند به واحد تریترپن بصورت گلیکوزید ساپونین یافت میشود. مولکولهای قند گلوکز-گلوکز-رامنوز هستند. (40)
مطالعات نشان داده اند متانولیک موجود در عصاره این گیاه دارای فعالیت آنتی اکسیدانی و آنتی کولینرژیک (فعالیت شیمیایی شبیه استیل کولین یا مقلدهای آن) می باشد.(41). این گیاه همچنین بعنوان "غذای مغز" شناخته میشود زیرا دارای خواص بازسازی مغز و سلولهای عصبی است که علاوه بر درمان بالقوه ضدپارکینسون میتواند حافظه را تقویت کند. آسیاتیکوزید قادر به جلوگیری از ایجاد زخم معده ناشی از سرما است، و خواص ضدالتهابی و آنتیاکسیدانی آن بطور گسترده در بهبود زخم و برای جلوگیری از بیماری قلبی و سکته استفاده میشود (39, 41, 42)
این گیاه عملکرد حافظه را بهتر می کند و ترکیب آن با سایر گیاهان دارویی باعث بالا رفتن تمرکز
، توجه و بالا رفتن سرعت پردازش اطلاعات در مغز می شود. همچنین کمک به بهبود خلق و خو می کند.(42)
مطالعات آزمایشگاهی و بالینی نشان داده اند که گیاه Centella asiatica به عنوان یک آنتی اکسیدان اثر اکسیداتیو استرس را پایین می آورد. همچنین این گیاه باعث برانگیخته کردن انشعابات دندریتی و طویل شدن آنها می شود و مانع از زوال سلولهای عصبی می شود. مطالعات بالینی نشان داده است که این گیاه اثر محافظت کننده بر بیماریهای مربوط به عصب شناسی نظیر آلزایمر وپارکینسون دارد و همچنین باعث افزایش قدرت یادگیری، افزایش قدرت حافظه و سبب درمان بیماریهای روانی مانند افسردگی و اضطراب می شود.(43)
ترکیب شیمیایی C. asiatica حدود 1/0% روغنهای ضروری، در حالیکه 8-1٪ اسیدهای تریترپن حاوی ساپونین و استرهای قند آنها هستند. محتوای غذایی در سراسر گیاه از برگ تا ریشه تقریباً یکسان است. با اینحال، برگ حاوی فسفر، آهن، سدیم، منیزیم و اسید اسکوربیک بالاتر، در حالیکه ریشه حاوی کلسیم و پتاسیم بالاتری است. محتوای پلیفنل و اسید سالیسیلیک در نمونه‌های تازه نسبت به نمونه‌های خشک شده در هوا بیشتر بود. تجزیه و تحلیل نمونه‌ها با HPLC نشان داد که ترکیبات فلاونوئیدی اصلی کاتچین، روتین، کوئرستین و نارینگین هستند. (43)
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1-16- پیشینه تحقیق
[bookmark: _Hlk136438143]در سال 2014، Hussin و همکاران تحقیقی به منظور بررسی اثرات Centella asiatica بر روی HepG2 (رده سلولی سرطان کبد انسان) انجام دادند. نتایج نشان داد که عصاره آبی Centella asiatica برای سلولهای طبیعی سمی نبود. اثرات سیتوتوکسیک را بر روی سلولهای تومور به صورت وابسته به دوز نشان داد. مشخص شد که درصد بالاتر مرگ سلولی آپوپتوز و آسیب DNA در غلظت بالای 1/0% بود. علاوه بر این، قرار گرفتن در معرض عصاره آبی باعث کاهش بیان ژن c-myc و افزایش بیان ژن‌های c-fos و c-erbB2 در سلول‌های تومور شد. نتیجهگیری شد که عصاره گیاه Centella asiatica باعث کاهش سلولهای تومور کبدی میشود. بنابراین، این پتانسیل را دارد که بعنوان یک عامل پیشگیریکننده شیمیایی برای پیشگیری و درمان سرطان کبد استفاده شود (44). 
در سال 2016، Wu و همکاران مطالعهای برای نشان دادن اثربخشی عصاره آبی Centella asiatica در افزایش اثر سیتوتوکسیک بلئومایسین در ردهسلولی A549 اپیتلیال پایه آلوئولی آدنوکارسینومای انسان انجام دادند. یافته‌ها نشان داد که مقدار IC50 بلئومایسین روی سلول‌های A549 ، 100 میکروگرم در میلی‌لیتر بود و با انکوبه همزمان سلول‌ها با 20 درصد حجمی عصاره C. asiatica به 80 میکروگرم در میلی‌لیتر کاهش یافت. نتایج آنها نشان میدهد که عصاره C. asiatica غلظت بلئومایسین لازم برای مهار رشد سلولی A459 (IC50) را کاهش میدهد. در حالیکه مقدار IC50 بلئومایسین 100 میکروگرم بر میلی‌لیتر بود، با استفاده از عصاره CA 20 درصد حجمی بر میلی‌لیتر به 80 میکروگرم در میلی‌لیتر کاهش یافت. این مطالعه نشان داد که ترکیبات استخراج شده از C. asiatica ممکن است پتانسیل استفاده بعنوان کمکی در شیمیدرمانی سرطان بلئومایسین را داشته باشند (45). 
در سال 2016، Dogra و همکاران به بررسی سمیت سلولی و تجزیه و تحلیل چرخه سلولی عصاره آبی اندامهای هوایی Centella asiatica در ردههایسلولی سرطان کولورکتال (HCT116) پرداختند. غربالگری فیتوشیمیایی، وجود ترکیبات گیاهی مختلف مانند ساپونینها، گلیکوزیدها، تاننها، تریترپنوئیدها، فلاونوئیدها و پلیفنولها را نشان داد. عصاره آبی اندامهای هوایی Centella asiatica سمیت سلولی را روی ردههایسلولی سرطان کولورکتال انسانی و توقف چرخه سلولی در فاز G0/G1 نشان داد. این کار تحقیقاتی استفاده از این گیاه را بعنوان جایگزینی برای شیمی درمانی مرسوم سرطان معرفی کرد. آنها نتیجه گرفتند که عصاره آبی اندام هوایی گیاه Centella asiatica دارای فعالیت آنتیاکسیدانی و ضدسرطانی بوده و حتی چرخه سلولی را در فاز G0/G1 متوقف میکند (46).
در سال 2017، Naidoo و همکاران تعدیل آنتیاکسیدانها، سایتوکینها و مرگ سلولی توسط عصاره اتانولی برگ C. asiatica (CLE) را در سلولهای لوسمیک THP-1 و سلولهای تکهستهای خون محیطی طبیعی (PBMC) بررسی نمودند. CLE زنده ماندن PBMC را بین 55/74-25/33٪ و THP-1 را 404/28٪ کاهش داد. فعالیت مهار اکسیدان توسط 8/0- 05/0 میلیگرم بر میلیلیتر CLE  افزایش یافت. سطوح TNF-α و IL-10 PBMC توسط CLE  کاهش یافت. با اینحال، غلظت IL-6 و IL-1β PBMC در 2/0- 05/0 میلیگرم بر میلیلیتر CLE افزایش یافت اما در 4/0 میلیگرم بر میلیلیتر CLE کاهش یافت. در هر دو رده سلولی، 2/0- 05/0 میلیگرم بر میلیلیتر CLE، غلظت GSH را افزایش داد. در 24 ساعت، فعالیتهای کاسپاز توسط 8/0- 05/0 میلیگرم بر میلیلیتر CLE در PBMC افزایش یافت در حالیکه با 4/0- 2/0 میلیگرم بر میلیلیتر CLE  در سلولهای THP-1 کاهش یافت. نتیجه‌گیری شد که در سلول‌های PBMC و THP-1، CLE بطور مؤثر فعالیت آنتی‌اکسیدانی، سایتوکین‌های التهابی و مرگ سلولی را تعدیل می‌کند. در سلول‌های THP-1، CLE سطوح سایتوکین‌های پیش‌التهابی را کاهش داد در حالیکه سطوح سیتوکین‌های ضدالتهابی را افزایش داد که ممکن است عوارض سرطان را کاهش دهد (47). 
در سال 2021، Aizad و همکاران یک ساختار بیومیمتیک (زیست تقلیدیافته) کامپوزیت سه بعدی بهبودیافته شامل پلیهیدروکسی بوتیرات-کوهیدروکسی والرات و کربوکسی متیل سلولز (CMC) (PHBV-co-CMC) را برای تعیین اثرات تقویت عصاره Centella asiatica بر سلولهای سرطان ریه (A549) بررسی کردند. یافتهها نشان داد که مرگ و میر سلولی A549 تیمار شده با عصاره Centella asiatica در هر دو داربست متخلخل 3 بعدی PHBV و کامپوزیت-CMC  70 درصد بیشتر از مدل دو بعدی (30 درصد) بود. ارزیابی بصری ساختار داخلی داربست سه بعدی با استفاده از میکروسکوپ فلورسنت و میکروسکوپ الکترونی روبشی، تعداد پراکنده‌ای از سلول‌های زنده را روی دیواره منافذ داربست و روی ژل CMC با رنگ آبی درخشان نشان داد که نشان‌دهنده وجود سلول‌های قابل زندگی پس از DAPI است. بنابراین، ساختار داربست کامپوزیت 3 بعدی PHBV co-CMC یک روش جایگزین بالقوه از یک مدل کشت سلولی سه بعدی را برای مطالعه اثربخشی عصاره‌های گیاهی دارویی (مانند خواص ضدسرطانی) تولید کرد که در آن ممکن است بافت سرطانی خاص را در شرایط خارج از بدن تقلید کند (37).
در سال 2021، Manumuan و همکاران در تحقیقی به ارزیابی عصاره استاندارد شده Centella asiatica بر زنده ماندن سلولی و مهاجرت سرکوبگر سرطان در سلولهای متاستاتیک سرطان کولورکتال در شرایط آزمایشگاهی پرداختند. از آنجا که ECa233 عصاره گیاهی Centella Asiatica حاوی madecassoside (3/46 %) و asiaticoside (6/41 %) است که مشخصات ایمنی بسیار قابل قبولی را برای توسعه دارو و استفاده بعنوان یک داروی گیاهی برای انسان نشان میدهد؛ ارزیابی فعالیت فارماکولوژیک و مشخصات ایمنی ECa233 یک هدف اصلی در کشف داروی سرطان است. ECa233 برای فعالیتهای ضدسرطان، ضدمهاجرت، ضدتهاجمی آن مورد ارزیابی قرار گرفت و در مورد دادههای ایمنی در سلولهای طبیعی مورد بررسی قرار گرفت. نتایج نشان داد که ECa233 بطور مؤثری از زنده ماندن سلولی، تشکیل کلنی و مهاجرت/تهاجم سلولی واقعاً غیرفعال شده از طریق سرکوبکننده عامل مهاجم MMP-9 جلوگیری میکند. تعامل دارویی با 5-FU همافزایی در سلولهای سرطانی و بسیار ایمن برای رشد سلولی طبیعی بود. نتایج نشان داد که ECa233 میتواند بعنوان یک درمان دارویی ترکیبی با درمان استاندارد شیمیدرمانی و سایر داروها مانند درمان هدفمند برای درمان بیماران مبتلا به سرطان کولورکتال استفاده شود (48). 
در سال 1398 مازوجی و همکاران با جمع آوری نهاده های گیاه Centella asiatica (L.) Ubran از منطقه چماچای شفت و نگهدتری در گلخانه در گلدانهای پلاستیکی 100 سی سی که حاوی مخلوطی از ماسه رودخانه ای و ورمی کمپوست به نسبت 5 به 1 بود، کشت دادند. بعد از 20 روز نشاها به مزرعه اصلی انتقال یافت. نتیجه این تحقیق این یود که اولین برداشت برگ در فاصله سه ماه از کاشت صورت گرفت. به ازای هر متر مربع حدود 600 تا 800 گرم برگ تازه به درسا آمد. راندمان تولید یرگ خشک به ازای هر کیلوگرم برگ تازه 80 گرم می باشد و با نسبت 5/8 به 1 یهره برداری می گردد. اهلی سازی و کشت انبوه این گیاه در مزارع می تواند یکی از موثرترین قدمها در تولید فرآورده های دارویی در حوزه جوانسازی، زیبایی و علوم اعصاب باشد. (49)
در سال 1398 حبیبی سیلابی و همکاران مطالعه ای در مورد باززایی مستقیم گیاه دارویی آب بشقابی Centella asiatica (L.) Ubranاز طریق نوک ساقه رونده انجام دادند. در این پژوهش توانایی گیاه برای کابوس زایی و شاخه زایی مستقیم در محیط کشت بافت به صورت بلوکهای کاملا تصادفی با تنظیم کننده های رشد BAP در غلظتهای 01/0، 2/0، و 3/0 میلیگرم در لیتر به تنهایی و در ترکیب با NAA در غلظتهای 25/0، 5/0، و 1 میلی گرم در لیتر در 3 سطح و 3 تکرار مورد استفاده قرار گرفت. نتایج نشانئ داد که تیمار با غلظت 3 میلی گرم در لیتر BAP به همراه 25/0 میلیگرم در لیتر NAA بهترین تیمار برای کالوس زایی و شاخه زایی بود. همچنین تیمار IBA در غلظت 1 میبی گرم در لیتر بهترین غلظت برای ریشه زایی می باشد. (50)
در سال 1398 قدیری سردرود و همکاران مطالعه ای بر روی ریز ازدیادی گیاه دارویی آب یشقابی Centella asiatica (L.) Ubran انجام دادند. در این پژوهش ریز ازدیادی این گیاه از طریق کشت بافت گیاهی برای نخستین بار در ایران توسط ریز نمونه های گره ای بررسی شد. جهت تکثیر، بخشهای گره ای از نمونه های جمع آوری شده از عرصه در استان گیلان، پس از سترون سازی در محیط کشت MS مستقر گردیدند. پس از یک ماه، ریز نمونه های رشد یافته به منظور دست یابی به بهترین تیمار شاخه زایی، تحت 9 تیمار هورمونی مختلف مورد آزمایش قرار گرفتند. با بررسی نتایج، محیط کشت mgL-1 5/0 BA و mgL-1 5/02ip و NAA mgL-1 1/0 به عنوان تیمار برتر شاخه زایی معرفی شد. (51)
در سال 1385 حیدری و همکاران مطالعه ای در مورد اثر گیاه آب بشقابی بر روند اسپرماتوژنز رت انجام دادند. نتایج نشان دادند که تغییرات وزن بدن و بیضه در حیوانات دریافت کننده غلظتهای مختلف عصاره در مقایسه با گروه کنترل و شم افزایش معنی داری را نشان داد. همچنین بررسی های بافت شناسی، تغییراتی در سیر تکامل اسپرماتوژنز، شامل از بین رفتن اسپرماتوزوئیدها، پرخونی بافت بینابینی در برخی توبول های اسپرم ساز و نتایج آنابیز اسپرم کاهش معنی داری در میزان اسپرم های زنده و متحرک و ذخیره اسپرم در اپیدیدیم نسبت به گروه کنترل و شم نشان داد ولی تغییر در مورفولوژی اسپرم مشاهده نشد. (52)
در سال 1400بهارآرا و همکاران در مطالعه ای با عنوان تعییر بیان ژن در سرطان اولیه پروستات موش تحت تیمار گیاه گزنه Urtica dioical نشان دادند که گیاه گزنه و متابولیتهاي حاصل از آن کاندیدی قوی برای سنتز ترکیبات آنتی اکسیدانی می باشد. با توجه به نتایج به دست آمده از عصاره هیدروالکلی ساقه و ریشه گیاه گزنه بر بیان ژنهای PTEN، MAGI-2، مشخص شد که عصاره اثر افزایش دهنده بر بیان ژنها دارد. بنابراین به نظر می رسد که عصاره ساقه و ریشه گیاه گزنه اثرات مهاری بر تومور القاء شده داشته باشد. همچنین با توجه به افزایش بیان ژن در گروه های توموری نسبت به کنترل، در روزهای اول اینطور له نظر می رسد که در مراحل اوالیه القای تومور، افزایش بیان وجود دارد و در مراحل پیشرفته تر، با کاهش بیان همراه است.لذا این فرآیند می تواند به عنوان یک فاکتور شناسایی در مراحل اولیه سرطان در نظر گرفته شود. (53)
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2-1- مواد و نمونه های مورد استفاده در این روش تحقیق
2-1-1- گیاه Centella asiatica
2-1-2- عصاره آبی گیاه Centella asiatica
2-1-3- 7 و 12 دیمتیل بنزوآنتراسن (DMBA)
2-1-4- هماتوکسیلین و ائوزین
2-1-5- کیتهای مربوط به سنتز cDNA
2-1-6- رنگ فلوئورسانس SYBR Green
2-1-7- ژن مرجع GADPH
2-1-8- 36 سر رت
2-1-9- پرایمرهای اختصاصی
2-1-10- فرمالین بافری

2-2- تجهیزات مورد استفاده در این روش تحقیق
2-2-1- میکروسکوپ
2-2-2- دستگاه نانودراپ
2-2-3- دستگاه الکتروفورز
2-2-4- دستگاه Real-Time PCR
2-2-5- نرم افزار CFX
2-2-6- نرم افزار SPSS-Ver20

2-3- تهیه عصاره آبی گیاه Centella asiatica:
جهت تهیه عصاره آبی گیاه ژن مرجع Centella asiatica، ابتدا اندامهای هوایی گیاه خشک شدند. سپس این اندامهای هوایی خشک شده به مدت به مدت 20-15 دقیقه در دمای حدود 100 درجه سانتیگراد جوشانده شدند. 
مقدار آب مصرفی جهت جوشاندن این گیاه برای تهیه عصاره 10 درصد وزنی حجم گیاه مورد استفاده می باشد. عصاره آبی CA باید دارای بازده: 40/8 درصد نسبت به گیاه خشک باشد. عصاره آبی به‌دست‌آمده تا زمان استفاده در شرایط سرد نگهداری شد. 




2-4- دوز دارو و روش تیمار:
به منظور  برآورد اطلاعات در زمینه درمان سرطان به واسطه عصاره آبی Centella asiatica 36 سر رت نر نژاد Norvegicus در محدوده سنی 50 تا 54 روزگی انتخاب شدند که وزنی بین 180 تا 250 گرم داشتند. رتها به به شش گروه شش تایی تقسیم شدند و مورد مطالعه قرار گرفتند. 
شرایط نگهداری موشها در 12 ساعت تاریکی و 12 ساعت روشنایی حفظ گردید. عصاره آبی Centella asiatica نیز به صورت تزریقی به میزان 10 میلی گرم بر کیلوگرم به موشها استفاده شد. عصاره آبی Centella asiatica به صورت تزریقی مناسبی با وزن موشها از یک تا سه دوز 475 میلی گرم بر میلی لیتر تزریق شد و تزریقها تا 5 هفته ادامه پیدا کرد.

1. گروه کنترل (بدون تزریق)
2. گروه شاهد: تزریق 10 میلیگرم بر کیلوگرم از DMBA (mg/kg 10)
3.  گروه تیمار 1: تزریق DMBA (mg/kg 10)+ یک دوز عصاره آبی Centella asiatica (475 میلیگرم بر میلیلیتر)
4. گروه تیمار 2: تزریق DMBA (mg/kg 10)+ دو دوز عصاره آبی Centella asiatica (475 میلیگرم بر میلیلیتر)
5. گروه تیمار 3: تزریق DMBA (mg/kg 10)+ سه دوز عصاره آبی Centella asiatica (475 میلیگرم بر میلیلیتر)
6. گروه تجربی: موشهای سالم با تزریق یک دوز عصاره آبی Centella asiatica (475 میلیگرم بر میلیلیتر)
















جدول 1-2-  وزن تشریح
	وزن تشریح
	وزن اولیه
	گروه
	جنسیت
	تاریخ
	هفته تشریح

	
	
	گروه کنترل بدون تزریق  DMBA
	نر
	
	هفته اول

	
	
	گروه کنترل بدون تزریق  DMBA
	نر
	
	هفته اول

	
	
	گروه کنترل بدون تزریق  DMBA
	نر
	
	هفته اول

	
	
	فقط تزریق DMBA
	نر
	
	هفته اول

	
	
	فقط تزریق DMBA
	نر
	
	هفته اول

	
	
	فقط تزریق DMBA
	نر
	
	هفته اول

	
	
	تزریق + DMBA 1دوز عصاره گیاهی
	نر
	
	هفته اول

	
	
	تزریق + DMBA 1دوز عصاره گیاهی
	نر
	
	هفته اول

	
	
	تزریق + DMBA 1دوز عصاره گیاهی
	نر
	
	هفته اول

	
	
	تزریق + DMBA    2دوز عصاره گیاهی
	نر
	
	هفته اول

	
	
	تزریق + DMBA    2دوز عصاره گیاهی
	نر
	
	هفته اول

	
	
	تزریق + DMBA    2دوز عصاره گیاهی
	نر
	
	هفته اول

	
	
	تزریق + DMBA     3دوز عصاره گیاهی
	نر
	
	هفته اول

	
	
	تزریق + DMBA     3دوز عصاره گیاهی
	نر
	
	هفته اول

	
	
	تزریق + DMBA     3دوز عصاره گیاهی
	نر
	
	هفته اول

	
	
	فقط تزریق 1 دوز عصاره گیاهی
	نر
	
	هفته اول

	
	
	فقط تزریق 1 دوز عصاره گیاهی
	نر
	
	هفته اول

	
	
	فقط تزریق 1 دوز عصاره گیاهی
	نر
	
	هفته اول

	
	
	گروه کنترل بدون تزریقDMBA

	
	
	هفته دوم



	وزن تشریح
	وزن اولیه
	گروه
	جنسیت
	تاریخ
	هفته تشریح

	
	
	گروه کنترل بدون تزریقDMBA
	نر
	
	هفته دوم

	
	
	گروه کنترل بدون تزریقDMBA
	نر
	
	هفته دوم

	
	
	فقط تزریق DMBA
	نر
	
	هفته دوم

	
	
	فقط تزریق DMBA
	نر
	
	هفته دوم

	
	
	فقط تزریق DMBA
	نر
	
	هفته دوم

	
	
	تزریق + DMBA   1دوز عصاره گیاهی
	نر
	
	هفته دوم

	
	
	تزریق + DMBA   1دوز عصاره گیاهی
	نر
	
	هفته دوم

	
	
	تزریق + DMBA   1دوز عصاره گیاهی
	نر
	
	هفته دوم

	
	
	تزریق + DMBA    2دوز عصاره گیاهی
	نر
	
	هفته دوم

	
	
	تزریق + DMBA    2دوز عصاره گیاهی
	نر
	
	هفته دوم

	
	
	تزریق + DMBA    2دوز عصاره گیاهی
	نر
	
	هفته دوم

	
	
	تزریق + DMBA     3دوز عصاره گیاهی
	نر
	
	هفته دوم

	
	
	تزریق + DMBA     3دوز عصاره گیاهی
	نر
	
	هفته دوم

	
	
	تزریق + DMBA     3دوز عصاره گیاهی
	نر
	
	هفته دوم

	
	
	فقط تزریق 1 دوز عصاره گیاهی
	نر
	
	هفته دوم

	
	
	فقط تزریق 1 دوز عصاره گیاهی
	نر
	
	هفته دوم

	
	
	فقط تزریق 1 دوز عصاره گیاهی
	نر
	
	هفته دوم

	
	
	گروه کنترل بدون تزریقDMBA
	نر
	
	هفته سوم

	
	
	گروه کنترل بدون تزریقDMBA
	نر
	
	هفته سوم

	
	
	گروه کنترل بدون تزریقDMBA
	نر
	
	هفته سوم

	وزن تشریح
	وزن اولیه
	گروه
	جنسیت
	تاریخ
	هفته تشربح

	
	
	فقط تزریق DMBA
	نر
	
	هفته سوم

	
	
	فقط تزریق DMBA
	نر
	
	هفته سوم

	
	
	فقط تزریق DMBA
	نر
	
	هفته سوم

	
	
	تزریق + DMBA   1دوز عصاره گیاهی
	نر
	
	هفته سوم

	
	
	تزریق + DMBA   1دوز عصاره گیاهی
	نر
	
	هفته سوم

	
	
	تزریق + DMBA   1دوز عصاره گیاهی
	نر
	
	هفته سوم

	
	
	تزریق + DMBA    2دوز عصاره گیاهی
	نر
	
	هفته سوم

	
	
	تزریق + DMBA    2دوز عصاره گیاهی
	نر
	
	هفته سوم

	
	
	تزریق + DMBA    2دوز عصاره گیاهی
	نر
	
	هفته سوم

	
	
	تزریق + DMBA     3دوز عصاره گیاهی
	نر
	
	هفته سوم

	
	
	تزریق + DMBA     3دوز عصاره گیاهی
	نر
	
	هفته سوم

	
	
	تزریق + DMBA     3دوز عصاره گیاهی
	نر
	
	هفته سوم

	
	
	فقط تزریق 1 دوز عصاره گیاهی
	نر
	
	هفته سوم

	
	
	فقط تزریق 1 دوز عصاره گیاهی
	نر
	
	هفته سوم

	
	
	فقط تزریق 1 دوز عصاره گیاهی
	نر
	
	هفته سوم

	
	
	گروه کنترل بدون تزریق  DMBA
	نر
	
	هفته چهارم

	
	
	گروه کنترل بدون تزریق  DMBA
	نر
	
	هفته چهارم

	
	
	گروه کنترل بدون تزریق  DMBA
	نر
	
	هفته چهارم

	
	
	فقط تزریق DMBA
	نر
	
	هفته چهارم

	
	
	فقط تزریق DMBA

	نر
	
	هفته چهارم

	وزن تشریح
	وزن اولیه
	گروه
	جنسیت
	تاریخ
	هفته تشریح

	
	
	فقط تزریق DMBA
	نر
	
	هفته چهارم

	
	
	تزریق + DMBA   1دوز عصاره گیاهی
	نر
	
	هفته چهارم

	
	
	تزریق + DMBA   1دوز عصاره گیاهی
	نر
	
	هفته چهارم

	
	
	تزریق + DMBA   1دوز عصاره گیاهی
	نر
	
	هفته چهارم

	
	
	تزریق + DMBA    2دوز عصاره گیاهی
	نر
	
	هفته چهارم

	
	
	تزریق + DMBA    2دوز عصاره گیاهی
	نر
	
	هفته چهارم

	
	
	تزریق + DMBA    2دوز عصاره گیاهی
	نر
	
	هفته چهارم

	
	
	تزریق + DMBA     3دوز عصاره گیاهی
	نر
	
	هفته چهارم

	
	
	تزریق + DMBA     3دوز عصاره گیاهی
	نر
	
	هفته چهارم

	
	
	تزریق + DMBA     3دوز عصاره گیاهی
	نر
	
	هفته چهارم

	
	
	فقط تزریق 1 دوز عصاره گیاهی
	نر
	
	هفته چهارم

	
	
	فقط تزریق 1 دوز عصاره گیاهی
	نر
	
	هفته چهارم

	
	
	فقط تزریق 1 دوز عصاره گیاهی
	نر
	
	هفته چهارم

	
	
	گروه کنترل بدون تزریق  DMBA
	نر
	
	هفته پنجم

	
	
	گروه کنترل بدون تزریق  DMBA
	نر
	
	هفته پنجم

	
	
	گروه کنترل بدون تزریق  DMBA
	نر
	
	هفته پنجم

	
	
	فقط تزریق DMBA
	نر
	
	هفته پنجم

	
	
	فقط تزریق DMBA
	نر
	
	هفته پنجم

	
	
	فقط تزریق DMBA
	نر
	
	هفته پنجم

	
	
	تزریق + DMBA   1دوز عصاره گیاهی
	نر
	
	هفته پنجم

	وزن تشریح
	وزن اولیه
	گروه
	جنسیت
	تاریخ
	هفته تشریح

	
	
	تزریق + DMBA   1دوز عصاره گیاهی
	نر
	
	هفته پنجم

	
	
	تزریق + DMBA   1دوز عصاره گیاهی
	نر
	
	هفته پنجم

	
	
	تزریق + DMBA    2دوز عصاره گیاهی
	نر
	
	هفته پنجم

	
	
	تزریق + DMBA    2دوز عصاره گیاهی
	نر
	
	هفته پنجم

	
	
	تزریق + DMBA    2دوز عصاره گیاهی
	نر
	
	هفته پنجم

	
	
	تزریق + DMBA     3دوز عصاره گیاهی
	نر
	
	هفته پنجم

	
	
	تزریق + DMBA     3دوز عصاره گیاهی
	نر
	
	هفته پنجم

	
	
	تزریق + DMBA     3دوز عصاره گیاهی
	نر
	
	هفته پنجم

	
	
	فقط تزریق 1 دوز عصاره گیاهی
	نر
	
	هفته پنجم

	
	
	فقط تزریق 1 دوز عصاره گیاهی
	نر
	
	هفته پنجم

	
	
	فقط تزریق 1 دوز عصاره گیاهی
	نر
	
	هفته پنجم




	36 رت نژاد Norvegicus  یک روز در میان وزن گیری شدند ( 3 روز در هفته وزن گیری شدند). در هر گروه یک موش اضافی در نظر گرفته شد یعنی( 6 موش درهر گروه ) تا اگر در حین کار موردی را  از دست دادیم ، مورد دیگری را جایگزین کنیم. ساعت تزریق ها و روز تشریح موش ها نیز یکسان بود .



2-5- نحوه القاء سرطان بر نمونه های مورد آزمایش:
جهت القاء سرطان از ماده سرطانزای 7 و 12 دیمتیل بنزوآنتراسن (DMBA) که بصورت تزریقی با میزان 10 میلیگرم بر کیلوگرم به موشها استفاده شد. حلال DMBA درون روغن معدنی بوده و به صورت درون صفاقی تزریق گردید. ( حتما دقت شود به داخل روده موش تزریق نشود ) حلال عصاره گیاهی سرم فیزیولوژی یا آب می باشد و بصورت گاواژ به موش خورانده شد. به گروههایی که باید سرطانی می شدند، طی 5 هفته متوالی و هفتهای یک روز در یک ساعت مشخص کارسینوژن DMBA تزریق شد. بصورت مداوم در طی آزمایش هفتهای یکبار DMBA تزریق شد. به فاصله 5 ساعت پس از تزریق DMBA به تمامی موشها، عصاره آبی Centella asiatica با توجه به دوز انتخابی در هر گروه تزریق گردید. سپس، هر هفته از هر گروه یک موش کشته شد و تزریق بقیه موشها طبق روال آزمایش انجام گردید. تمام تزریقها به صورت متوالی در ایام هفته و حتی روز های جمعه انجام گردید .

2-6- تهیه بافت و بررسی هیستوپاتولوژی:
پس از پایان هر هفته از هر گروه یک عدد موش جدا گردید. ابتدا وزن موش اندازهگیری شد و سپس با رعایت شرایط و اصول مناسب و درست، موش را کشته و اندازه (طول، عرض و قطر) تومور موجود در بافت کلیه مورد اندازهگیری قرار گرفت. بعد از تشریح موشها در هر هفته، بافتهای مختلف مورد بررسی قرار گرفته و از نظر تغییر شکل و اندازه و رنگ و غیره بررسی شدند تا نمونه مناسب از محلی که تغییر در آن مشاهده می شود تهیه شود. دو نمونه نزدیک بهم از بافت تهیه شده و در دو میکروتیوپ جدا از هم قرار گرفتند. بخشی به فرمالین آغشته شده بود از نظر تغییرات بافتی مورد بررسی قرار گرفت ( نگهداری در شرایط آزمایشگاه) و بخش دیگر در RNA Later قرار گرفت ( نگهداری در 20- درجه سانتی گراد یا دماهای پایین تر) تا برای بررسی های مولکولی استفاده شود.
از بافت موردنظر بلوک پارافینی تهیه نموده و با رنگآمیزی هماتوکسیلین و ائوزین رنگآمیزی کرده و در زیر میکروسکوپ تغییرات هیستوپاتولوژیکی آن مشاهده و ثبت گردید. جهت تهیه لام و بررسی پاتولوژی نمونه های بافتی موش ها بعد از کالبدگشایی جمع آوری و سپس در فرمالین بافری 10 درصد پایدار گردیدند و در ادامه از نمونه های فوق با استفاده از شیوه های رایج پاساژ بافت و تهیه مقاطع آسیب شناسی، برش هایی به ضخامت 5 میکرون توسط میکروتوم تهیه و جهت رنگ آمیزی با هماتوکسیلین-ائوزین آماده گردیدند .
 
2-7- استخراج RNA از بافت و بررسی کیفیت و کمیت آنها:
پس از آنکه تومور موجود در کلیه برداشته شد، استخراج RNA با استفاده از کیت استخراج RNA صورت گرفت. پس از آن به منظور بررسی خلوص RNAهای استخراج شده، نمونهها در دستگاه نانودراپ قرار گرفت و کمیت آنها بر حسب میکروگرم بر میکرولیتر در طول موج 260 به 280 سنجش شد. همچنین، جهت تأیید کیفیت RNA استخراجشده، الکتروفورز انجام گرفت. 

2-8- سنتز cDNA و تکثیر با غلظتهای مورد نظر جهت تأیید کارآیی پرایمرها:
جهت سنتز cDNA، مقدار RNA مورد نیاز با توجه مقدار گزارش شده توسط نانودراپ استفاده گردید. همچنین کیتهای مربوط به سنتز cDNA تهیه میشود. بعلاوه، cDNA با غلظتهای 1/0، 01/0، 001/0، 0001/0 جهت تأیید کارآیی پرایمرها تکثیر شد. پرایمرهای اختصاصی قبلا جهت طراحی سفارش داده شده بودند.

2-9- بررسی بیان ژنهای PTEN و mTOR:
جهت بررسی بیان ژنهای PTEN، mTOR و همچنین ژن مرجع GAPDH پس از طراحی پرایمر، جهت ارزیابی تغییرات بیان ژنهای مورد نظر از تکنیک Real-time PCR با استفاده از رنگ فلوئورسانس SYBR Green استفاده گردید. همچنین در این آنالیز، از ژن مرجع GADPH استفاده شد. 

2-10- آنالیز آماری:
آنالیز نتایج بیان ژنهای موردنظر با استفاده از نرمافزار CFX و خروجی دادهها براساس ΔΔct مورد بررسی قرار گرفت. همچنین جهت آنالیز آماری دادهها با استفاده از نرمافزار SPSS-Ver20 توسط آزمون واریانس یکطرفه (Oneway ANOVA) و آزمون Tukey استفاده شد. P-value کمتر از 05/0 معنیدار تلقی گردید.

جدول 2-2-  شرح چگونگی بررسی و اندازه گیری متغیرها( متغيرهاي مورد بررسي در قالب یک مدل مفهومی)

	               متغیر
	          نوع متغیر
	        نقش متغیر
	  مقیاس یا واحد سنجش

	سن
	کمی - پیوسته
	مستقل
	سال (روز)

	جنس
	کیفی - گسسته
	مستقل
	نر-ماده

	عصاره آبی Centella asiatica
	کمی - پیوسته
	مستقل
	ml/mg

	DMBA
	کمی - پیوسته
	مستقل
	kg/mg   وزن رت

	ژن PTEN
	کمی - پیوسته
	مستقل
	درصد

	ژن mTOR
	کمی- پیوسته
	مستقل
	درصد


 

نوع کار تحقیقاتی، بنیادی کاربردی و نوع مطالعه، مطالعه تجربی (کارآزمایی بالینی) می باشد. با استفاده از اطلاعات و منابع موجود، کتابخانه، سنجشهای آزمایشگاهی و مشاهده، اطلاعات موجود جمع آوری گردید.

2-11- فرمول مورد استفاده جهت محاسبه حجم نمونه
حجم نمونه برای بررسی همبستگی بین دو متغیر سرطانزایی و تاثیر عصاره آبی گیاه با فرمول زیر محاسبه گردید:    
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3-1- نتایج حاصل از آزمایشات مطالعه بررسی تأثیر عصاره آبی گیاه Centella asiatica بر مهار رشد سلولهای سرطانی:
نتایج حاصل از آزمایشات مطالعه بررسی تأثیر عصاره آبی گیاه Centella asiatica بر مهار رشد سلولهای سرطانی با تغییرات بیان ژنهای PTEN و mTOR در بافت کلیه در طی القاء سرطان در موشهای صحرایی به شرح ذیل می باشد.

[bookmark: _Hlk136555918]3-1-1- نتایج حاصل از آسیب شناسی بافتی کلیه در موشهای گروه شاهد
در پژوهش حاضر، نتایج به دست آمده از آسیب شناسی بافتی کلیه حاکی از این است که در موشهای گروه شاهد هیچ گونه تغییر پاتولوژیک قابل ملاحظه ای نشان داده نشده است(تصویر 1-3).
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3-1- تصویر توبول کلیه را در موش گروه شاهد در هفته سوم نشان می دهد که کاملا نرمال می باشد.
هماتوکسیلین-ائوزین بزرگنمایی X40


3-1-2- نتایج حاصل از آسیب شناسی بافتی کلیه در گروه دریافت کننده DMBA در هفته اول
 آسیب شناسی بافتی کلیه در گروه دریافت کننده mg/kg DMBA5 در هفته اول طیفی از تغییرات پاتولوژیک از جمله کانون های دژنرسانس هیدروپیک سلول های اپی تلیوم توبولر ، کست های هیالن و یک کانون کوچک از انفیلتراسیون لنفوپلاسما سل در فضای بینابینی و تغییرات راکتیو آتی پیای هسته های اپی تلیوم توبولر در همان محل مشاهده شد .
راکتیو آتی پیا تغییری است که به طور شایع همراه با التهاب حاد و مزمن به دلایل مختلف مثل عفونت دیده می شود ،هسته ها در این تغییر بزرگ و گرد و منومورف هستند )بدون پلی مورفیسم قابل توجه هسته)، کروماتین هسته ظریف اما هستک دار است و اشکال میتوز هم می تواند دیده شود .البته این واژه )راکتیو آتی پیا( از نظر بعضی از مولفین یک موضوع گیج کننده است و بعضی از کتاب ها می گویند نمیتوان از آن استفاده کرد و یا باید دقیقا مشخص شود تغییر راکتیو است یا آتی پیا که )آتی پیا به معنی یک ضایعه پرنئوپلاستیک است(، با این وجود برخی از پاتولوژیست ها معتقدند در شرایطی در زمینه بافت التهاب هست می توان از این واژه استفاده کرد .
در موارد انسانی زمانی که پاتولوژیست ها به این موضوع برخورد می کنند، کل شرایط بالینی ،سابقه و اطلاعات پاراکلینیک مریض را در نظر می گیرند و بر اساس کلیه ی این موارد بیمار را پیگیری می کنند اما در مورد تحقیقات حیوانی که از یک داروی کارسینوژن استفاده کردیم میتوان این تغییر را آتی پیا دانست.

3-1-3- نتایج حاصل از آسیب شناسی بافتی کلیه در گروه دریافت کننده DMBA در هفته دوم
نتایج به دست امده در مطالعه حاضر از آسیب شناسی بافتی کلیه در گروه دریافت کننده mg/kg DMBA5 در هفته دوم نشان دهندهی کانون های دژنرسانس هیدروپیک سلول های اپی تلیوم توبولر و آتروفی توبول بود.

3-1-4- نتایج حاصل از آسیب شناسی بافتی کلیه در گروه دریافت کننده DMBA در هفته سوم
بنا بر تحقیقات انجام شده، گروه دریافت کننده mg/kg DMBA5 در هفته سوم کانون های دژنرسانس هیدروپیک سلول های اپی تلیوم توبولر، تخریب سلول های اپی تلیوم توبولر و ریزش به داخل مجرای توبول، آتروفی توبول، یک کانون کوچک از انفیلتراسیون لنفوپلاسما سل در فضای بینابینی و تغییرات راکتیو آتی پیای هسته های اپی تلیوم توبولر را نشان داد
 .
3-1-5- نتایج حاصل از آسیب شناسی بافتی کلیه در گروه دریافت کننده DMBA در هفته چهارم
تصاویر حاصل از آسیب شناسی بافتی کلیه در گروه دریافت کننده mg/kg DMBA5 در هفته چهارم نشان داد که  فقط کست های هیالن در توبول مشاهده گردید .

3-1-6- نتایج حاصل از آسیب شناسی بافتی کلیه در گروه دریافت کننده DMBA در هفته پنجم
بر اساس نتایج به دست امده در مطالعه حاضر، گروه دریافت کننده mg/kg DMBA5 در هفته پنجم کانون های دژنرسانس هیدروپیک سلول های اپی تلیوم توبولر کست های هیالن در توبول یک کانون کوچک از انفیلتراسیون لنفوپلاسما سل در فضای بینابینی و تغییرات راکتیو آتی پیای هسته های اپی تلیوم توبولر را نشان داد(تصویر 3-2-) .
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3-2- تصویر انفیلتراسیون لنفوپلاسما سل در فضای بینابینی و تغییرات راکتیو اتی پیای هسته های اپی تلیوم توبولر را در گروه دریافت کننده (5MG/KG DMBA) در هفته پنجم نشان می دهد. (هماتوکسیلین-ائوزین بزرگنمایی X40)
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3-3- فلش ها در تصویر کانون هایی از انفیلتراسیون لنفوپلاسما سل در فضای بینابینی و تغییرات هسته در سلولهای اپیتلیوم توبولر را که در آن هسته ها نسبتا بزرگ و هستک دار هستند را در گروه دریافت کننده (5MG/DMBA) در هفته پنجم نشان می دهد. (هماتوکسیلین-ائوزین بزرگنمایی X40)

[bookmark: _Hlk136556961]3-1-7- نتایج حاصل از آسیب شناسی بافتی کلیه در گروه سوم دریافت کننده DMBA  به علاوه یک دوز 475 میلی گرم بر میلی لیتر عصاره آبی سنتلا آسیاتیکا در هفته اول و دوم
آسیب شناسی بافتی کلیه در گروه سوم که علاوه بر DMBA با یک دوز 475 میلی گرم بر میلی لیتر عصاره آبی سنتلا آسیاتیکا تیمار شدند، نشان دهندهی تغییرات پاتولوژیک از جمله کستهای هیالن و کستهای RBC در توبول و آتروفی توبول در هفته اول بود. در ادامه در این گروه در هفته دوم کستهای هیالن در توبول و کانون های دژنرسانس هیدروپیک سلولهای اپی تلیوم توبولر مشاهده شد.
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3-4- فلش های آبی در تصویر کست هیالن و فلش های زرد کست های RBC در توبول را در گروه سوم که علاوه بر DMBA  با یک دوز 475 میلی گرم بر میلی لیتر عصاره آبی سنتلا آسیاتیکا تیمار شدند در هفته اول نشان می دهد. (هماتوکسیلین-ائوزین بزرگنمایی X40)

3-1-8- نتایج حاصل از آسیب شناسی بافتی کلیه در گروه دریافت کننده DMBA  به علاوه یک دوز 475 میلی گرم بر میلی لیتر عصاره آبی سنتلا آسیاتیکا در هفته سوم
ینا بر تحقیقات انجام شده مشخص گردید که درگروه تیمار با یک دوز 475 میلی گرم بر میلی لیتر عصاره آبی سنتلا آسیاتیکا در هفته سوم کانون های دژنرسانس هیدروپیک سلولهای اپی تلیوم توبولر، آتروفی توبول یک کانون کوچک از انفیلتراسیون لنفوپلاسما سل در فضای بینابینی و تغییرات راکتیو آتی پیای هسته های اپی تلیوم توبولر مشاهده شد .

3-1-9- نتایج حاصل از آسیب شناسی بافتی کلیه در گروه تیمار شده با یک دوز 475 میلی گرم بر میلی لیتر عصاره آبی سنتلا آسیاتیکا در هفته چهارم
[bookmark: _Hlk136557150]درگروه تیمار با یک دوز 475 میلی گرم بر میلی لیتر عصاره آبی سنتلا آسیاتیکا در هفته چهارم کانونهای دژنرسانس هیدروپیک سلولهای اپی تلیوم توبولر و کستهای هیالن در توبول مشاهده شد .

[bookmark: _Hlk136557648]3-1-10- نتایج حاصل از آسیب شناسی بافتی کلیه در گروه تیمار شده با یک دوز 475 میلی گرم
بر میلی لیتر عصاره آبی سنتلا آسیاتیکا در هفته پنجم
در تحقیق حاضر نشان داده شد که درگروه تیمار با یک دوز 475 میلی گرم بر میلی لیتر عصاره آبی سنتلا آسیاتیکا در هفته پنجم کانونهای دژنرسانس هیدروپیک سلولهای اپی تلیوم توبولر، تخریب سلولهای اپی تلیوم توبولر و ریزش به داخل مجرای توبول، کستهای هیالن و کستهای RBC  در توبول آتروفی توبول مشاهده شد.


3-1-11- نتایج حاصل از آسیب شناسی بافتی کلیه در گروه دریافت کننده DMBA  به علاوه دو دوز 475 میلی گرم بر میلی لیتر عصاره آبی سنتلا آسیاتیکا در هفته اول
بر اساس نتایج به دست آمده از آسیب شناسی بافتی کلیه مشخص گردید که در گروه چهارم که علاوه بر DMBA با دو دوز 475 میلی گرم بر میلی لیتر عصاره آبی سنتلا آسیاتیکا تیمار شدند، در هفته اول تغییرات پاتولوژیک از جمله کانون های دژنرسانس هیدروپیک سلول های اپی تلیوم توبولر و کست های هیالن نشان داده شد. 

3-1-11- نتایج حاصل از آسیب شناسی بافتی کلیه در گروه چهارم دریافت کننده DMBA  به علاوه دو دوز 475 میلی گرم بر میلی لیتر عصاره آبی سنتلا آسیاتیکا در هفته دوم
[bookmark: _Hlk136558187]آسیب شناسی بافتی کلیه حاکی از این است که در گروه چهارم که علاوه بر DMBA با دوز 475 میلی گرم بر میلی لیتر عصاره آبی سنتلا آسیاتیکا تیمار شدند، در هفته دوم تغییرات پاتولوژیک از جمله کانون های دژنرسانس هیدروپیک سلولهای اپی تلیوم توبولر کستهای هیالن در توبول و آتروفی توبول قابل مشاهده بود .

3-1-12- نتایج حاصل از آسیب شناسی بافتی کلیه در گروه چهارم دریافت کننده DMBA  به علاوه دو دوز 475 میلی گرم بر میلی لیتر عصاره آبی سنتلا آسیاتیکا در هفته سوم
آسیب شناسی بافتی کلیه در گروه چهارم که علاوه بر DMBA با دوز 475 میلی گرم بر میلی لیتر عصاره آبی سنتلا آسیاتیکا تیمار شدند، در هفته سوم کانون های دژنرسانس هیدروپیک سلول های اپی تلیوم توبولر، اتساع قابل توجه برخی از توبول ها و تشکیل کیست های Simple، آتروفی توبول را نشان داد. 

3-1-13- نتایج حاصل از آسیب شناسی بافتی کلیه در گروه چهارم دریافت کننده DMBA  به علاوه دو دوز 475 میلی گرم بر میلی لیتر عصاره آبی سنتلا آسیاتیکا در هفته چهارم
آسیب شناسی بافتی کلیه در گروه چهارم که علاوه بر DMBA با دوز 475 میلی گرم بر میلی لیتر عصاره آبی سنتلا آسیاتیکا تیمار شدند، در هفته چهارم تخریب سلولهای اپی تلیوم توبولر و ریزش به داخل مجرای توبول، آتروفی توبول در توبول کستهای RCB را نشان داد(تصویر 3-5).
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3-5- فلش ها در تصویر تخریب سلول های اپی تلیوم توبولر و ریزش به داخل مجرای توبول در گروه چهارم که علاوه بر DMBA با دو دوز 475 میلی گرم بر میلی لیتر عصاره آبی سنتلا آسیاتیکا تیمار شدند در هفته چهارم را نشان می دهد. (هماتوکسیلین-ائوزین بزرگنمایی X40)


3-1-14- نتایج حاصل از آسیب شناسی بافتی کلیه در گروه چهارم دریافت کننده DMBA  به علاوه دو دوز 475 میلی گرم بر میلی لیتر عصاره آبی سنتلا آسیاتیکا در هفته پنجم
در پژوهش حاضر، آسیب شناسی بافتی کلیه در گروه چهارم که علاوه بر DMBA با دوز 475 میلی گرم بر 
میلی لیتر عصاره آبی سنتلا آسیاتیکا تیمار شدند، مشخص کرد که در هفته پنجم اتساع تبولی و آتروفی توبول 
نشان داده شد.

3-1-15- نتایج حاصل از آسیب شناسی بافتی کلیه در گروه پنجم دریافت کننده DMBA  به علاوه سه دوز 475 میلی گرم بر میلی لیتر عصاره آبی سنتلا آسیاتیکا در هفته اول
طبق مطالعات انجام شده، آسیب شناسی بافتی کلیه در گروه پنجم که علاوه بر DMBA با سه دوز 475 میلی گرم بر میلی لیتر عصاره آبی سنتلا آسیاتیکا تیمار شدند، نشان داد که در هفته اول تغییرات پاتولوژیک از جمله کانونهای دژنرسانس هیدروپیک سلولهای اپی تلیوم توبولر تخریب سلولهای اپی تلیوم توبولر و ریزش به داخل مجرای توبول آتروفی توبول و کست های هیالن در توبول مشاهده گردید(تصویر 3-6).
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3-6- فلش ها در تصاویر بالا کست های هیالن در توبول گروه پنجم که علاوه بر DMBA با سه دوز 475 میلی گرم بر میلی لیتر عصاره آبی سنتلا آسیاتیکا تیمار شدند در هفته اول را نشان می دهد. (هماتوکسیلین-ائوزین بزرگنمایی X40)


[bookmark: _Hlk136559014]3-1-16- نتایج حاصل از آسیب شناسی بافتی کلیه در گروه پنجم دریافت کننده DMBA  به علاوه سه دوز 475 میلی گرم بر میلی لیتر عصاره آبی سنتلا آسیاتیکا در هفته دوم
بنا بر یافتههای حاصل از آسیب شناسی بافتی کلیه در مطالعات اخیر، مشخص شد که در گروه پنجم که علاوه بر DMBA با سه دوز 475 میلی گرم بر میلی لیتر عصاره آبی سنتلا آسیاتیکا تیمار شدند، در هفته دوم تغییرات پاتولوژیک از جمله کانون های دژنرسانس هیدروپیک سلول های اپی تلیوم توبولر، کست های هیالن در توبول، آتروفی توبول قابل مشاهده بود.

3-1-16- نتایج حاصل از آسیب شناسی بافتی کلیه در گروه پنجم دریافت کننده DMBA  به علاوه سه دوز 475 میلی گرم بر میلی لیتر عصاره آبی سنتلا آسیاتیکا در هفته سوم
آسیب شناسی بافتی کلیه در گروه پنجم که علاوه بر DMBA با سه دوز 475 میلی گرم بر میلی لیتر عصاره آبی سنتلا آسیاتیکا تیمار شدند، در هفته سوم کانون های دژنرسانس هیدروپیک سلول های اپی تلیوم توبولر، اتساع قابل توجه برخی از توبول ها و تشکیل کیست های Simple، آتروفی تولول را نشان داد(تصویر 3-7 و 3-8 و 3-9).
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3
3-7- فلش ها در تصویر اتساع قابل توجه برخی از توبول ها در بافت کلیه گروه پنجم که علاوه بر DMBA با سه دوز 475 میلی گرم بر میلی لیتر عصاره آبی سنتلا آسیاتیکا تیمار شدند در هفته سوم را نشان می دهد. (هماتوکسیلین-ائوزین بزرگنمایی X40)
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3-8- فلش ها در تصویر تشکیل کیست SIMPLE در توبول کلیه گروه پنجم که علاوه بر DMBA با سه دوز 475 میلی گرم بر میلی لیتر عصاره آبی سنتلا آسیاتیکا تیمار شدند در هفته سوم را نشان می دهد. (هماتوکسیلین-ائوزین بزرگنمایی X40
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3-9- فلش در تصویر تشکیل کیست SIMPLE در توبول کلیه گروه پنجم که علاوه بر DMBA با سه دوز 475 میلی گرم بر میلی لیتر عصاره آبی سنتلا آسیاتیکا تیمار شدند در هفته سوم را نشان می دهد. (هماتوکسیلین-ائوزین بزرگنمایی X40)


3-1-17- نتایج حاصل از آسیب شناسی بافتی کلیه در گروه پنجم دریافت کننده DMBA  به علاوه سه دوز 475 میلی گرم بر میلی لیتر عصاره آبی سنتلا آسیاتیکا در هفته چهارم
در مطالعه اخیر، آسیب شناسی بافتی کلیه در گروه پنجم که علاوه بر DMBA با سه دوز 475 میلی گرم بر میلی لیتر عصاره آبی سنتلا آسیاتیکا تیمار شدند، در هفته چهارم کانونهای دژنرسانس هیدروپیک سلولهای اپی تلیوم توبولر، آتروفی توبول، کستهای هیالن و کستهای RBC در توبول را نشان داد.

3-1-18- نتایج حاصل از آسیب شناسی بافتی کلیه در گروه پنجم دریافت کننده DMBA  به علاوه سه دوز 475 میلی گرم بر میلی لیتر عصاره آبی سنتلا آسیاتیکا در هفته پنجم
بنا بر پژوهشهای انجام گرفته، آسیب شناسی بافتی کلیه در گروه پنجم که علاوه بر DMBA با سه دوز 475 میلی گرم بر میلی لیتر عصاره آبی سنتلا آسیاتیکا تیمار شدند، در هفته پنجم کانون های دژنرسانس هیدروپیک سلول های اپی تلیوم توبولر و آتروفی توبول را نشان داد.

3-1-19- نتایج حاصل از آسیب شناسی بافتی کلیه در گروه ششم دریافت کننده یک دوز 475 میلی گرم بر میلی لیتر عصاره آبی سنتلا آسیاتیکا در هفته اول
بر اساس آسیب شناسی بافتی کلیه در گروه ششم که فقط 1 دوز 475 میلی گرم بر میلی لیتر عصاره آبی سنتلا آسیاتیکا دریافت کردند، در هفته  اول کست های هیالن و آتروفی توبول نشان داده شد .





[bookmark: _Hlk136559391]3-1-20- نتایج حاصل از آسیب شناسی بافتی کلیه در گروه ششم دریافت کننده یک دوز 475 میلی گرم بر میلی لیتر عصاره آبی سنتلا آسیاتیکا در هفته دوم
مطابق آسیب شناسی بافتی کلیه در گروه ششم که فقط 1 دوز 475 میلی گرم بر میلی لیتر عصاره آبی سنتلا آسیاتیکا دریافت کردند در هفته دوم کانون های دژنرسانس هیدروپیک سلول های اپی تلیوم توبولر، تخریب سلول های اپی تلیوم توبولر و ریزش به داخل مجرای توبول آتروفی توبول نشان داده شد .

3-1-21- نتایج حاصل از آسیب شناسی بافتی کلیه در گروه ششم دریافت کننده یک دوز 475 میلی گرم بر میلی لیتر عصاره آبی سنتلا آسیاتیکا در هفته سوم
نتایج به دست آمده از آسیب شناسی بافتی کلیه در گروه ششم که فقط 1 دوز 475 میلی گرم بر میلی لیتر عصاره آبی سنتلا آسیاتیکا دریافت کردند در هفته سوم کانون های دژنرسانس هیدروپیک سلول های اپی تلیوم توبولر، کستهای هیالن و کستهای RBC در توبول را نشان داد.

3-1-22- نتایج حاصل از آسیب شناسی بافتی کلیه در گروه ششم دریافت کننده یک دوز 475 میلی گرم بر میلی لیتر عصاره آبی سنتلا آسیاتیکا در هفته چهارم
یافتههای حاصل از آسیب شناسی بافتی کلیه در گروه ششم که فقط 1 دوز 475 میلی گرم بر میلی لیتر عصاره آبی سنتلا آسیاتیکا دریافت کردند در هفته چهارم اتساع توبولی، آتروفی توبول، کستهای هیالن و کستهای RBC در تویول را نشان داد.

3-1-23- نتایج حاصل از آسیب شناسی بافتی کلیه در گروه ششم دریافت کننده یک دوز 475 میلی گرم بر میلی لیتر عصاره آبی سنتلا آسیاتیکا در هفته پنجم
آسیب شناسی بافتی کلیه در مطالعه حاضر در گروه ششم که فقط 1 دوز 475 میلی گرم بر میلی لیتر عصاره آبی سنتلا آسیاتیکا دریافت کردند، در هفته پنجم کستهای هیالن و کستهای RBC در تویول و آتروفی توبول را نشان داد.
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4-1- بحث و نتیجهگیری
کارسینوم سلول کلیوی (RCC) یا سرطان کلیه از توبول پروگزیمال منشأ میگیرد و به عنوان ششمین سرطان شایع در مردان و دهمین مورد در زنان شناخته می شود.(1) این بیماری در مردان به نسبت 5/1 به 1 بیشتر از زنان است و اوج بروز بیماری در سن 60 تا 70 سالگی میباشد.(2) کارسینوم سلول کلیوی مسئول 90 تا 95 درصد نئوپلاسم بدخیم کلیه و مسئول 3 درصد از کل سرطانهای بالغین است و میزان بروز آن در جهان متفاوت است. به طوریکه کشورهای اروپای شرقی بیشترین و امریکای جنوبی کمترین میزان بروز را دارند.(3و4). عوامل نژادی و جنسیتی بر نرخ شیوع و بهبود RCC مؤثر هستند. یک مطالعه جمعیتی در کالیفرنیا نشان داد که ابتلا به بیماری RCC و عدم بهبودی از این بیماری در بین بیماران نژاد آفریقایی آمریکایی کمتر است. فشار خون بالا که یک ریسک فاکتور در این بیماری میباشد بر جمعیت بیماران آفریقایی بیشتر اثر می گذارد و در سنین جوانی بین آفریقاییها به نسیت سایر نژادها بیشتر است. (5)
شرایط پایین اقتصادی، اختلالات روانی و دسترسی پایین به امکانات مراقبت از سلامتی از عوامل ابتلا به این بیماری میباشند. به طور مثال نشان داده شده است که در بیماران آفریقایی آمریکایی احتمال نفرکتومی برای RCC علیرغم عواملی مانند سن، جنسیت، مرحله ابتلا به سرطان، سایز تومور و اختلالات روانی کمتر است.(5)
سرطان زایی فرآیند پیچیدهای است که شامل جهش ژنهای ژرملاین (ژنی) و یا سوماتیکی (اکتسابی) است که منجر به گسترش کنترل نشده سلولهای جهش یافته میشود. این اتفاق در یک سری مراحل رخ           میدهد که در آن ترکیبات متعددی از جهشها تنها به تدریج از آستانه رشد نامحدود سلول عبور میکند. ملکولهای ژنومیک و میتوکندریال DNA  به طور پیوسته در معرض فعالیتهای آسیب رسان شیمیایی، فیزیکی و ژنوتوکسیکهای داخلی میباشند. زمانیکه سیستم بازسازی DNA به طور مؤثر کار نکند تخریب و جهش در فرآیند توالی نوکلئوتیدها در DNA باعث ایجاد سطان میشود. بالا رفتن میزان جهشها به تعداد 105 در هر سلول باعث ایجاد بروز سرطان میشود. بالا رفتن میزان جهشها به تعداد 105 در هر سلول به عنوان نیروی محرکه در ایجاد سرطان تشخیص داده میشود. هر چند که فعالیت بالای ژنهای احیاء کننده DNA نیز باعث پیشرفت سرطان در بدن به عنوان فرضیه جود دارد. میزان بازسازی DNA بستگی به انجام شیمی درمانی و پرتو درمانی دارد. فعالیت کمتر ژنهای ترمیم کننده باعث ایجاد سلولهای سازنده تومورمی شوند که نسبت به درمان حساستر میباشند. از سوی دیگر سلولهای غیر سرطانی ماهها و یا سالها بعد از ایجاد سرطان تشخیص داده شده در بدن هم ممکن است دچار ضایعه سرطان شوند. فعالیت بالای ژنهای ترمیم کننده DNA روند درمان را خنثی می کند. و این بدین معنا می باشد که یک درمان منحصر به فرد و مجزا جهت ترمبم DNA توصیه می شود(1و2). جهش ژنهایی که به سرطان کلیه مربوط می شود شامل VLH, FLCN, TFE3, FH,SDHB می باشد. شناخت بیولوژیکی این سرطان به پیشرفت درمان های هدف گذاری شده اجازه می دهد که تصدیق کند سرطان کلیه بیماری است که از تناوبهای متابولیکی مشتق می شود. سرطان کلیه اساس یک بیماری متابولیک می باشد. هرکدام از ژنها که باعث ایجاد این سرطان می شوند بر توانایی سلولها جهت پاسخ به تغیبرات در اکسیژن آهن مواد مغذی و به طور قابل ملاحظه در سیکل TCA جهش ژن سرطان کلیه اثر میگذارد. این یافته به مدیریت درمان بیماران کمک بسیار می کند. (8)

درمانهای استاندارد کنونی جراحی ابتدایی نفرون می باشد که اثبات می کند بیماری را به طور قابل قبولی بهبود می بخشد. پیشرفتهای تکنیکی مانند استفاده از پروبهای قدرتمند نازک و سیستم راهنمای تصویری real-time اجازه داده است راهنمای تصویری ریشه کنی از راه پوست انتخاب مناسی برای تشخیص و درمان مرحله یک سرطان سلولهای کلیوی باشد. به دلیل متداول بودن تصویر برداری cross-sectional بیشتر تومورهای کلیوی 75% در مرحله یک تشخیص داده می شوند. روشهایی مانند فرسایش تومور با امواج رادیویی، مایکروویو و انجماد نیز به طور گسترده به کار گرفته می شوند. روش راهنمای تصویری از راه پوست جهت ریشه کنی توده های سرطانی روش عملی و مناسبی برای درمان سرطان سلول کلیوی در مرحله یک بیماری می باشد. (11).
هزاران سال است که گیاهان به عنوان منابع غذا و دارو در طب سنتی استفاده می شوند. رشد و ترقی در تحقیقاتی که بر مبنای تولیدات گیاهان دارویی می باشد در کشورهای توسعه یافته و در حال توسعه افزایش یافته است. علت آن خاصیت درمانی مصون و موثر گیاهان در برابر انواع بیماریهای خفیف و مزمن و استفاده از آنها به عنوان مکملهای تغذیه ای می باشد. 
Centella asiatiac L یا Pegga (آب بشقابی) گیاهی پایا و متعلق به خانواده Apiaceae می باشد. گونه آن به عنوان منداب در سانسکریت، برهمایی و هندی شناخته شده است. این گیاه بدون مزه و بدون بو است و بیشتر در اطراف آب پیدا می شود. این گیاه توسط بسیاری از فرهنگهای قدیمی در کشورهای مختلف برای درمان بیماریهایی نظیر خونریزی بینی، هپاتیت و به عنوان تقویت کننده مغز و محافظ عصبی و برای درمان بیماربهای ناتوانی سیستم عصبی مرکزی طبق موافقت سازمان بهداشت جهانی استفاده می شود.
این دارو هزاران سال است که در طب آیورودای هندی و در کشورهای مالزی و چین جهت درمان دارویی استفاده می شود. این گیاه جهت افزایش کارکرد حافظه، درمان خستگی ناشی از استرسهای ذهنی و اگزما مفید است و به دلیل خاصیت درمانی آن در بسیاری از نقاط جهان به طور گسترده پرورش داده می شود.
گیاه Centella asiatica دارای ترکیبات فعال بیولوژیکی می باشد. منبع غنی از اسیدهای آمینه، فنلها، ترپنوئیدها و کربوهیدارتها می باشد که کاربرد وسیعی در حفظ سلامتی دارند و به عنوان مکمل غذایی نیز مصرف می شوند. از خواص دیگر این گیاه می توان به عنوان ضد التهاب، ضد بیماری پسوریازیس، ضد زخم، آرام بخش، ضد محرکهای سیستم ایمنی، جهت درمان بیماریهای قلبی، درمان ضد توموری سلولها، ضد ویروس، ضد باکتری، ضد حشره، ضد قارچ، آنتی اکسیدان، درمان بیماریهای عروقی که در اثر نقص کارکرد سیاهرگها و شریانها ایجاد می شود می توان نام برد. تمام این اثرات چه به صورت آزمایشگاهی و چه به صورت بالینی مورد ارزیابی قرار گرفته است. (36)
عصاره گیاه Centella asiatica نقش بازدارنده در تکثیر سلولهای پوششی تنفسی دارد و هرچقدر دوز عصاره گیاه بیشتر باشد میزان بازدارندگی آن نیز بیشتر است. بنابراین می توان از عصاره این گیاه به عنوان داروی ضد پولیپ جهت درمان پولیپ تنفسی استفاده کرد.(38)
مطالعات حاکی از این است که متانولیک موجود در عصاره این گیاه دارای فعالیت آنتی اکسیدانی و آنتی کولینرژیک (فعالیت شیمیایی شبیه استیل کولین یا مقلدهای آن) می باشد.(41)
در سال 2014، Hussin و همکاران تحقیقی به منظور بررسی اثرات Centella asiatica بر روی HepG2 (رده سلولی سرطان کبد انسان) انجام دادند. نتایج نشان داد که عصاره آبی Centella asiatica برای سلولهای طبیعی سمی نبود. اثرات سیتوتوکسیک را بر روی سلولهای تومور به صورت وابسته به دوز نشان داد. نتیجهگیری شد که عصاره گیاه Centella asiatica باعث کاهش سلولهای تومور کبدی میشود. بنابراین، این گیاه این پتانسیل را دارد که بعنوان یک عامل پیشگیریکننده شیمیایی برای پیشگیری و درمان سرطان کبد استفاده شود.
[bookmark: _Hlk136560267]در مطالعهی حاضر، تصاویر حاصل ازآسیب شناسی بافت کلیه در گروههایی که علاوه بر DMBA با یک دوز 475 میلی گرم بر میلی لیتر عصاره آبی سنتلا آسیاتیکا تیمار شدند، حاکی از وجود تغییرات پاتولوژیک از جمله کستهای هیالن و کستهای RBC در توبول و آتروفی توبول بوده است.

علاوه بر آن، نتایج به دست آمده از آسیب شناسی بافت کلیه در گروههایی که علاوه بر DMBA با دوز 475 میلی گرم بر میلی لیتر عصاره آبی سنتلا آسیاتیکا تیمار شدند، نشان دهندهی تغییرات پاتولوژیک از جمله کانون های دژنرسانس هیدروپیک سلولهای اپی تلیوم توبولر کستهای هیالن در توبول و آتروفی توبول بود. 

طبسی و همکاران در سال 1398 تأثیر عصاره الکلی سیاهدانه بر میزان پرولیفریشن و آپوپتوزیس سلولهای سرطانی کلیه رده ACHN را مورد بررسی قرار دادند. آنها به این نتیجه رسیدند که عصاره الکلی سیاهدانه در غلظتهای 1500, 1750, 2000, 1000, 750, 500, 250, 100, 50, 0, 10 mg/ml  دارای اثر مهاری بر رشد سلولهای سرطانی رده ACHN در مقایسه با گروه کنترل ACHN بدون تیمار و سلولهای سالم L929 بود. سیاهدانه دارای اثرات آنتی بیوتیکی٬ ضد دیابتی٬ تحریک پاسخ ایمنی٬ اثرات قلبی عروقی٬ اثرات کبدی٬ اثرات آنتی اکسیدانی و ضد التهابی و ضد سرطانی میباشد. خواص ضدسرطانی ترکیبات سیاهدانه به علت اثرات سیتوتوکسیک و آپوپتوتیک مستقیم آن می باشد. این احتمال وجود دارد که عصاره آبی Centella asiatica بر مهار رشد تومور القایی در موشهای صحرایی به خاطر وجود ترکیبات فلاوونوئیدی تأثیر بسزایی داشته باشد.

شهرکی و همکاران در سال 1392 اثر فراکسیون آبی سیاه دانه بر درصد زنده ماندن دو رده سلول سرطانی اپیتلیال کلیه انسان (ACHN) و سلول نرمال اپیتلیال کلیه انسان ( 293 GP-) را مورد مطالعه قرار دادند. یکی ازمواد مؤثره مهم سیاه دانه تیموکینون است که داراي اثرات فارماکولوژیکی متعددياز جمله اثر ضد سرطانی می باشد. تیموکینون وترکیبات دیگر سیاه دانه که اثر ضد سرطانی آنها نشان داده شده است. ترکیبات محلول در چربی میباشند، در حالیکه مطالعهحاضر نشان داد کهعلاوه چربی، در محلول ترکیبات سرطانی ضد برخواص فراکسیون آبیسیاه دانه نیز احتمالا ً دارايترکیبات ضد سرطانی میباشد. نتایج به دست آمده نشان داد که فراکسیون آبی سیاه دانه داراي اثر سیتوتوکسیسیتی بر رده سلولی  ACHNبوده در حالیکه بر رده سلولی 293GP-تاثیري ندارد. احتمال اینکه نتایج حاصل از پژوهش حاضر به خاطر وجود ترکیبات مؤثر در گیاه Centella asiatica در راستای این مطالعه باشد، وجود دارد.
بیگدلی و همکاران با انجام مطالعهای در سال 1396 به ارزیابی اثر سایتوتوکسیک غلظت های مختلف عصاره گل میمونی شیاردار بر رده سلولی سرطان کلورکتال پرداختند. نتایج این مطالعه نشان می دهند که عصاره گل میمون دارای اثرات توکسیک بر سلول های توموری میباشد. بنابراین می تواند به عنوان دارویی با پتانسیل ضد سرطانی که در غلظت خاصی موثر بوده و اثرات جانبی کمی دارد مطرح گردد. بنابراین این امکان وجود دارد که گیاه Centella asiatica دارای اثرات ضد سرطانی باشد.

احمدی و همکاران در سال با انجام پژوهشی تأثیرعصاره هیدروالکلی سس اروپایی(Cuscuta europaea) بر سلول های سرطانی پستان(MCF7) درمقایسه با سلولهای اپی تلیالی کلیه  (Vero)را مورد مطالعه قرار دادند. آنها به این نتیجه دست یافتند که عصاره هیدروالكلی سس اروپایی اگرچه اثر سمیت بر سلولهای سرطانی سینه دارد، اما همزمان میتواند سبب مسمومیت در سلولهای غیرسرطانی گردد. پس محتمل است که گیاه Centella asiatica نیز دارای اثرات نامطلوب بر دیگر سلولها باشد.
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