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بررسی اثرات ضد تومور و تمایزی آلکالوییدهای هارمین و هارمالین روی سلولهای 
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مقدمه 
    لوسمی حاد، نئوپلازی است که از ســلولهای بدخیـم در 
مغز استخوان منشا میگــیرد و بـه دنبـال آن کلـون بدخیـم 

گسترش یافته و وارد خون و بافتها میشود.  
ـــی حــاد، از روشهــای      برای درمـان بدخیمیهـای خون
مختلف از جمله شیمی درمانی استفاده می گردد که طــی آن 

بافتهای سالم نیز تحت تاثیر قرار میگیرند.  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

    تمـایز درمـانی(Differemtiation therapy) یــک روش 
ــو و  درمـانی جدیـد در درمـان بیماریهـای هیپـرپرولیفراتی

نئوپلاستیک است.  
    این روش بــا بـه کـارگـیری مشـتقات اسـید رتینوییـک و 
ویتـامین D3 اهمیـت زیـادی پیـدا کـــرده اســت(1) درمــان 
موفقیتآمیز لوسمی حاد پرومیلوسیتی(APL) و سایر انواع 

 

چکیده  
ــیر از شـیمی     در لوسمی حاد تمایز سلولهای بدخیم متوقف شده و این سلولها فقط تکثیر مییابند. در سالهای اخیر غ
ــوص لوسـمی درمانی ترکیبی، از عوامل تمایز دهنده، سیتوکینها و داروهای سیتوتوکسیک در درمان لوسمی حاد به خص
حاد پرومیلوسیتی استفاده شده است. این مطالعه جهت ارزیابی تکثیر، میزان سمیت و تمایز مشتقات آلکالوییدی گیاه اسپند
ــا در ترکیـب بـا G-CSF ،ATRA انجـام شـد. یعنی هارمین و هارمالین روی سلولهای لوسمیک HL60 به صورت تنها ی
یافتهها نشان داد که هارمین و هارمالین موجب کاهش و توقف وابسته به مقدار(دوز) و زمان رشد سلولی میشوند. کاهش
ــاصیت سیتواسـتاتیک دارو میباشـد. غلظـت مطلـوب هـارمین بـرای اثـرات در تکثیر سلولها در مقدار مطلوب ناشی از خ
ــا در غلظتهـای ضدتکثیری 0/4، 0/8 و 1/6 میکروگرم در میلیلیتر و برای هارمالین 6 و 10 میکروگرم در میلیلیتر بود ام
بیش از 6/4 میکروگرم در میلیلیتر برای هارمین و 10 میکروگرم در میلیلیتر برای هارمالین، هــر دو مـاده سیتوتوکسـیک
G-CSF و ATRA با هر یک از غلظتهای مطلوب این دو ماده از تکثیر کمتری نسبت به G-CSF و ATRA بودند. ترکیب
ــت مطلـوب درجـاتی از تمـایز میلوییـدی را از نظـر مورفولـوژی و به صورت همراه با هم برخوردار بود. سلولها در غلظ
NBT(Nitroblue tetrazolium) نشان دادند. این تمایز نسبت به G-CSF ،ATRA به صورت همراه با هم کمتر بود و به
ــروگـرم در میلیلیـتر مشـاهده شـد. آنـالیز فلورسـانت بـا بـه کـارگـیری طور عمده در رابطه با هارمالین با غلظت 10 میک
شاخصهای CD14 و CD11b افزایش آنها را به خصوص در CD14 نشان داد. ترکیب ATRA و G-CSF با هر یــک از
مواد ذکر شده تاثیری روی تغییرات تمایز نداشت. براساس نتایج به دست آمده هر یک از آلکالوییدهــای گیـاهی نـام بـرده
شده در مقدار مطلوب و غیرتوکسیک موجب کاهش تکثیر و به خصوص تمایز در هارمالین همراه بود. به طور کلی بررسی

این مواد پنجرهای جدید را جهت درمان آنتیلوسمیک باز کرده است که نیاز به تحقیقات بیشتری دارد.    
         

کلیدواژهها:   1 – لوسمی حاد پرومیلوسیتی   2 – میزان سمیت    3 – تمایز   4 – هارمین    5 – هارمالین 
 

این مطالعه تحت حمایت مالی معاونت پژوهشی دانشگاه علوم پزشکی ایران انجام شده است(شماره ثبت: 402). 
I) استادیار گروه خونشناسی، دانشکده پیراپزشکی، دانشگاه علوم پزشکی و خدمات بهداشتی ـ درمانی ایران، تهران. 
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اـیز  AML، مسیرهای جدیدی را جهت دستیابی به ایجاد تم

و مرگ برنامهریزی شده سلولی(Apoptosis) تعییــن کـرده 
است.  

    تمایز درمانی در بسیاری از موارد با کاهش اختصــاصی 
تکثیر ســلولی همـراه بـوده(2و 3) و از خـاصیت تومورزایـی 

میکاهد.  
 (Regulatory)در پروسـه تمـایز، پروتئینهـای تنظیمـــی    
ــاصی لازم هسـتند و فاکتورهـای  جهت بروز ژنهای اختص
نسخهبرداری(Transcription factors) نقش محوری را در 

فنوتیپ اختصاصی ردههای سلولی ایفا میکنند(4).  
    استفاده از ترکیــب داروهـای سیتوتوکسـیک و داروهـای 
ـــک راه جدیــــد و مؤثــر بــرای درمــان  تمـایز دهنـــده ی

میباشد(5).  
ــه شـیمی درمـانی اثـرات جـانبی سـمی بـرای      از آنجا ک
سلولهای طبیعی دارد، استفاده از سیتوکینها و فاکتورهای 

رشد در ترکیب با آنها مؤثر میباشد(6).  
    در ”ترکیب درمانی“ سلولهای مقاوم با القا کنندهها تمایز 
مییابند(7و 8). آلکالوئیدهای گیاهی از جمله ترکیباتی هســتند 

که روی سلولهای سرطانی موثر میباشند.  
ـــان      اسـپند و مشـتقات آن در طـب سـنتی ایـران در درم
تومورهای جلدی به کــار بـرده شـده اسـت و در بعضـی از 
مقالات نیز اثرات سیتوتوکسیک و فعالیت ضدسرطانی آنها 
گـزارش شـده اسـت کـه اغلـب روی سـلولهای ســـرطانی 

غیرخونی بوده است(9و 10).  
    در این مطالعه از سلولهای لوسمیک HL60 که از بیمــار 
APL جدا شده بــود بـه عنـوان مـدل سـلولی لوسـمی حـاد 

استفاده شد.  
 (Peganum Harmala)مشتقات آلکالوییدی گیــاه اسـپند    
یعنی هارمین و هارمالین جهت بررسی تکثیر، میزان ســمیت 
و تمایز سلولی و در ترکیب با ATRA (آل ترانس رتینوییک 
اسید) و G-CSF (فاکتور رشد گرانولوسیتی) مورد بررسی 

قرار گرفتهاند.  
    ماده ATRA یک تمایز دهنــده شـناخته شـده در درمـان 
سرطان و لوسمی پرومیلوســیتی و G-CSF یـک سـیتوکین 

ـــا  اسـت کـه در تکثـیر و تمـایز سـلولی، اثـرات همافزایـی ب
ATRA دارد(11و 12). 

 
روش بررسی 

    ـ کشـت سـلولی و بررسـی اثـرات داروهـــا: ســلولهای 
ــا %10  لوسـمیک رده میلوییـدی HL60 در محیـط RPMI ب
FCS(Gibco) و همـراه بـا آنتیبیوتیکهـــای پنیســیلین و 

استرپتومایســین(Sigma) در انکوبـاتور حـاوی CO2%5 در 
فلاسک کشت داده شدند. در آزمونها از فاز لگاریتمی کشت 
ــن بـا  نمونه برداری شد و به محیط کشت تازه در حجم معی
دانسیتی اولیه 100000 سلول در هر میلیلیــتر در پلیتهـای 

چندخانهای اضافه گردید.  
    برای ایجاد اثــرات دارویـــی بر سلولها رقــتهای لازم 
G- ـــق و تهیـه شـد. مـاده ATRA(Sigma) در اتـانول مطل

ــــتقات  CSF(Neopagen) در PBS یــا آب مقطــــر و مش

اسپنـد یعنی هــارمین و هارمـالین(Acros) در DMSO حـل 
شد.  

    ـ بررســــی تکثیــــر و میـــــزان سمیــــت: شــمارش 
سلولــی و تعـــداد سلــولهای زنــــده با لام هموسیتومتر 
با استفـــــاده از تریپـان بلــــو(Merck) تـــا 5 روز انجـام 

شد.  
 MTT برای بررسـی درصـد سـلولهای زنـده از تســت    
 (Dimethyl thiazole diphenile tetrazolium bromid)
ـــم 80  اسـتفاده گردیـد کـه طـی آن 100000 سـلول در حج
ــتر بـه  میکرولیتر و میزان معیــن دارو در حجم 20 میکرولی
هر چاهک پلیتهای چندخانهای اضافه شــد و در انکوبـاتور 
37 درجه سانتیگراد حاوی CO2%5 (معمولاً 2 روز) انکوبـه 

گردید.  
ــت 5      پس از آن به هر چاهک 10 میکرولیتر محلول با غلظ
ــاعت  میلیگرم در میلیلیتر از MTT(Sigma) و پس از 4 س
ــد و  ایزوپروپانول اسیدی(Merck) به هر چاهــک اضافه ش
توسـط Eliza reader(Dynex) مـیزان جـذب نـــوری یــا 
Optical density(OD) بر حسب شدت رنگ آبی فورمازان 

در طول موج 570-540 خوانده شد.  
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    به منظور تبدیل OD به درصد سلولهای زنده از فرمول 
100×                 استفاده گردید.    

ــای      ـ بررسـی تمـایز سـلولی: تـاثیرات داروهـا در پلیته
چندخانهای حاوی سوسپانسیون سلولی با 100000 ســلول 
ــا 5روز صـورت  در هر میلیلیتر و غلظتهای لازم داروها ت

گرفت و در انکوباتور حاوی CO2 %5 نگهداری شد.  
 Cytospin تغیـیرات مورفولـوژیـــک از طریــق لامهــای    
(Shandon) بــا رنگآمــیزی رایــت ـ گیمســـا (Merck) و 
ـــالغتر نوتروفیلــی و  تغیـیرات سـلول بـه سـمت ردههـای ب

مونوسیتی بررسی شد.  
 ،NTB(Nitro blue tetrazolium)تســـت احیـــای    
(Merck) جهت بررسی فاگوسیتوز انجام گردید و شــاخص 
بلوغ سلولی با تعیین درصـــــد سـلولهای حـاوی دانـههای 
ــاخصهای  آبی تیره در لام هموسیتومتر به دســت آمـد. ش
سلولــــی CD14 ،CD11b(Dako) بـــا فلوســـــیتومتری 
ــــه رده  (Becton Dickinson) بــرای بررســی تمــایز ب
نوتروفیلی و مونوســیتی بـه ترتیـب اسـتفاده شـد و شـدت 

فلورسانس تجزیه و تحلیل گردید.  
    ـ روش تجزیه و تحلیل اطلاعات: نتایج بر حسب نیــاز بـا 
اســـــتفاده از Mann-whittney و نرمافــــــزار SPSS و 
ـــاهد  EXCEL محاسـبه شـد نتـایج آزمونهـا بـا گـروه ش

مقایسه گردید. 
 

نتایج 
ـــــر روی تکثیــــــر و      I) نتایـــــج ناشــــــی از تاثیـــ
ـــه  میـــــزان سمیــــت در سلولهــــا: در ایــــــن مطالعـ
مقادیــــر مطلـوب و کاهنــده تکثیــــر و سیتوتوکسـیک بـه 

دست آمد.  
    سلولهای همــراه G-CSF بـه مـیزان 100 نـانوگـرم در 

میلیلیتر یا بدون آن تغییراتی مشابه داشتند.  
    تغییر در سلولها همراه با MATRA 7-10 یا ATRA با 

G-CSF نیز یکسان بود.  

    ـ اثرات هارمین از نظر تکثیر و میزان ســمیت: غلظتهـای 
ـــتر بــه ترتیــب از  3/2، 6/4 و 12/8 میکـروگـرم در میلیلی

ـــد.  خاصیـت سیتوتوکسیـــک بیشتــری برخــوردار بودنـ
حتی در روز ســوم اغلـــب سلولها به خصــوص در 12/8 
ــوب 0/4، 0/8 و1/6  مـرده بودنـد، از ایـن رو از مقـادیر مطل

استفاده گردید.  
    با افزایش دوز، شــمارش سـلولی کاسـته شـد امـا تعـداد 

سلولهای زنده خوب بود.  
    کاهش رشد سلولی پس از 5 روز در ATRA، غلظتهای 
ــــارمین، G-CSF و ATRA بـــا هـــارمین در  مختلــف ه
ـــیدار  غلظتهـای مختلـف در مقایسـه بـا گـروه شـاهد معن

بود(P<0/05)(جدول شماره 1).  
 ATRA ،کاهش رشد سلولی در تمام غلظتهـای هارمین    
و G-CSF با هارمین در غلظتهای مختلف در مقایســه بــا 

ATRA به تنهایـی معنیدار نبود(جدول شماره 1).  

ــف      بررسی سیتوتوکسیتی در ATRA و غلظتهای مختل
از هارمین نشــان داد کـه غلظتهـای 6/4، 12/8 از خـاصیت 
سیتوتوکسیک زیادی برخـوردار هستند و اختلاف آنهــا بـا 

  .(P<0/05)گروه شاهد معنیدار بود
ــه مقـدار بـود امـا در سـایر مـوارد      این تاثیرات وابسته ب

تفاوت معنیدار نبود(نمودار شماره 1).     
     

 
 

  
 
 
 
 
 
 
 
 

نمودار شماره 1- تست MTT در سلولهای HL60 در غلظتهای 
مختلف هارمین C .(Hi):شاهد، P<0/05 .ATRA :A در غلظتهای 6/4 

و 12/8 نسبت به گروه شاهد.  
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ــمیت:      ـ اثرات هارمالیــن از نظـــر تکثیــر و میــــزان س
غلظتهای 16، 20، 30 و 40 میکــروگــــرم در میلیلیـتر بـه 
ترتیب از خاصیت سمی بودن بیشتری برخوردار بودند. به 
خصـوص ایـــن حالـــت در روز ســــوم و بــا غلظــت 40 
مشاهده شــد که اغلــب سلولها مرده بودنــد. از این رو از 
مقادیر مطلوب 6، 8 و 10 استفاده گردید. با افزایــش مقـدار، 
از تعداد سلول (HL60) کاسته شده و تعداد سلولهای زنده 
 ،ATRA ــاهش رشـد سـلول پـس از 5 روز در خوب بود. ک
ــــالین، ATRA و G-CSF بـــا  غلظتهــای مختلــف هارم
هارمالین در غلظتهای مختلف در مقایســه بـا گـروه شـاهد 

معنیدار بود(P<0/05)(جدول شماره 2).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
    کاهـش رشـد سلولـــی در تمـام غلظتهـای هارمـــالین، 
ـــلف در  G-CSF ،ATRA بـا هارمـالین در غلظتهـای مخت

مقایسه با ATRA به تنهایی معنــیدار بـود(P<0/05)(جـدول 
شماره 2).      

ــــمیت در ATRA و غلظتهـــای      بررســــی مــیزان س
ــای 15 و  مختلـــف از هارمالیـــن نشـــان داد کــه غلظته
30 از خاصیـــت سمـــی بـــودن زیـــادی برخوردارنــــد 
ـــروه شاهــــد معنــیدار اســت  و تفــــاوت آنهــــا بـا گ
(P<0/05). ایـــن تاثیــرات وابستـــــه بـــــه مقـدار بـــود. 
ـــاوت معنـــــیدار مشــاهده  امــــا در سایــــر مـوارد، تف

شد(نمودار شماره 2).   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 (G)G-CSF ،(A)ATRA همراه با (Hi)در هارمین HL60 جدول شماره 1- میانگین رشد سلولهای
روزها  
  0 3 5

روز پنجم مقایسه با 
 (P)شاهد

روز پنجم مقایسه با 
 (P)A

- - 256/960 ± 1/516000 216/940 ± 834/290 100000 شاهد 
 A 100000 464/290 ± 98/800 646/000 ± 197/690 0/009 -

  Hi0/4 100000 616/670 ± 41/630 910/000 ± 60/000 0/025 0/055
 Hi0/8 100000 543/670 ± 20/820 666/670 ± 136/290 0/025 0/88

  Hi1/6 100000 513/330 ± 51/320 446/670 ± 40/410 0/024 0/098
 A+G+Hi0/4 100000 501/670 ± 25/660 720/000 ± 90/000 0/025 0/45
 A+G+Hi0/8 100000 493/330 ± 119/330 580/000 ± 110/150 0/009 0/75
 A+G+Hi1/6 100000 440/000 ± 81/240 395/000 ± 85/320 0/009 0/45

 

 (G)G-CSF و (A)ATRA همراه با (Hi)در هارمالین HL60 جدول شماره 2- میانگین رشد سلولهای
روزها  
  0 3 5

مقایسه با شاهد روز 
 (P)پنجم

مقایسه با ATRA روز 
 (P)پنجم

- - 256/960 ± 1/516000 216/940 ± 834/290 100000 شاهد 
 A 100000 464/290 ± 98/800 646/000 ± 197/690 0/009 -

  Hl6 100000 386/670 ± 41/130 306/670 ± 125/030 0/036 0/025
  Hl10 100000 308/230 ± 51/930 206/670 ± 64/290 0/025 0/025

 A+G+Hl6 100000 265/000 ± 121/520 180/000 ± 60/830 0/025 0/025
 A+G+Hl10 100000 224/290 ± 48/940 170/000 ± 27/390 0/009 0/009
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نمودار شماره 2- تست MTT در سلولهای HL60 در غلظتهای 
مختلف هارمالینC .(HI):شاهد، P<0/05 .ATRA :A در غلظتهای 15 

و 30 نسبت به گروه شاهد.  
 

    II) نتایج حاصل از بررسی روی تمایز ســلولها: در ایـن 
مطالعه از مقادیر دارویی که باعث کاهش تکثیر سلول شــده 
بود استفاده گردید. ســلولها نـیز از نظـر تعـداد سـلولهای 

زنـده خـوب بودنـد.  
    سلولهـــــای HL60 در محیـــــط کشــــــت، %90-95 
پرومیلوسیت و تعداد کمی بلاســت دارنـد و مـیزان NBT و 
شاخصهای CD11b و CD14 آنها خیلی ضعیف است.  

    سلولها همراه با G-CSF یــا بـدون آن تغیـیرات مشـابه 
داشتند. 

G- و ATRA یـــا ATRA تغیـیرات در سـلولها همـراه    
CSF نیز یکسان بود.  

ــایز سـلولها      در ایـــن بررســی ماده ATRA موجب تم
به سمت رده نوتروفیلـــی شــد واشکــال بینــابینی سـلولی 
مانند میلوسیت، متامیلوســیت و بـاند و نوتروفیـل مشـاهده 

گردید.  
ــــان      درصــد NBT و CD11b افزایــش زیــادی را نش
داد(P<0/05) اما در مورد هارمین، در غلظتهای 1/6 و 0/8 
ــک، NBT و شـاخصهای سـلولی  تمایز از جنبه مورفولوژی

مشاهده نشد.  

ــای      ترکیـب G-CSF و ATRA بـا هارمیـــن در غلظته
فــوق از نظــــر مورفولـــوژیـــک، NBT و شـــاخصهای 
ــلاف معنـیداری بـا گـروه شـاهد داشـت  فلوسیتومتری اخت
(P<0/05)(جدول شماره 3) که تمایز به ســمت رده نوتروفیلـی 

را نشان داد.  
    در رابطه با هارمالین در غلظتهای 6 و به خصــوص 10 

تمایز مشاهده شد.  
ــــک کـــــم و      از نظـــر مورفولـوژیـــک تعـــداد هستــ
کاهــــش نسبــــت هستـــــه بــــــه ســـیتوپلاســــــم و 
ــیتوپلاسمــی و هـمچنیـــن سلولهایــــی  گرانولهـــای س
ــاهده  شبیـــه اشکـــال مونوسیت با هستههای فرورفته مش

شد.  
ـــروه شــاهد معنــیدار      تســــت NBT نسبـــت بـــه گ
(P<0/05) و در غلظــــت 10 ایــــن تفــــاوت آشکارتـــــر 

بـــود.  
 (P<0/05)ـــیدار     در مقایســه بــا ATRA غلظــت 6 معن

مشاهده شد اما غلظت 10 معنیدار نبود.  
    ایـــن مطلـــــب نشــــان دهنــــده آن اســــت کـــه در 
غلظـــــت 10 شــــدت تمایـــــز بــــا ATRA نزدیــــــک 

اســـــت.  
    در مـــورد هارمالیـــن به خصــوص غلظـــت 10 هـــر 
ـــه بودنــــد  دو شاخــص CD11b و CD14 بـــروز یافتــ
کـــه اختـــلاف معنــــــیداری بــــــا گـــــروه شـــــاهد 

  .(P<0/05)داشت
    در مقایســــــه بـــــــا ATRA غلظــــت 6 معنــــیدار 
بــــود(P<0/05) امــــا غلظـــت 10 معنـــیدار نبـــود کــه 
نشـان میدهــــد شــــدت تمایـــز بـــا ATRA نزدیــــک 

است.  
ـــن در      اختـلاف ترکیـب G-CSF و ATRA بـا هارمالیــ
غلظتهــای فـــــوق از نظـــــر مورفولــــــوژی وNBT و 
شاخصهای فلوسیتومتری با گـــــروه شاهـــد معنـــیدار 
ــــز بــــه ســمت  بـود (P<0/05) (جـدول شـماره 3) کــه تمای
ــر هارمـالین را نشـان  نوتروفیل و غالب بودن اثر ATRA ب

میدهد.    
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بحث 
    هدف از برنامه رایج درمانی در لوسمیهای حاد، از میان 
بـردن سـلولهای بدخیـم بـه طـور عمـده از طریـق شــیمی 
درمانی است اما در ایــن روش سـلولهای طبیعـی بـدن هـم 
تحت تأثیر قرار گرفته و در اغلب موارد عود مجــدد بیمـاری 
رخ میدهد. تمایز درمانی همراه بــا شـیمی درمـانی(ترکیـب 
درمـانی) و اسـتفاده از سـیتوکینها از برنامـــههای جدیــد 
درمانی است که موجب جلوگیری از ایجاد سلولهای مقـاوم 
 ATRA اـنند به درمان میشوند(13). عوامل تمایز دهندهای م
و ویتامین D3، سلولهای بدخیــم و نابـالغ میلوییـدی را در 
جهت تمایز سلولهای نوتروفیل و مونوسیت هدایت میکنند. 
براسـاس مشـاهدات موجـود در بیمـاران APL اســتفاده از 
ATRA در درمان مؤثر بوده اســت(5). در یـک مطالعـه اثـر 

ــــتقات ویتـــامین  ســیتوکینهای مختلــف همــراه بــا مش
A(Retinoids) بـه صـورت ترکیـب درمـانی جـهت درمــان 
بیماران AML مورد استفاده قرار گرفت که موجب افزایــش 
پاسخ شده بود(12). براساس تحقیقات اخــیر مـاده ارسـنیک 
تریاکسید (AS2O3) باعث توقف رشـــد و القـای تمـایز در 
 APL میشــود و در بیمــاران HL60 و NB4 ســلولهای

مورد استفاده دارویی دارد(14و 15). 
ــــاضر از هـــارمین و هارمـــالین کـــه      در پژوهــش ح
آلکالوییدهای گیاه اسپند هستند استفاده شد این آلکالوییدهـا 
ــن رده سـلولی  اثرات ضد سرطانی داشته و این اثر در چندی

سرطانی مانند هپاتوکارسینوما گزارش شده است. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ـــاعت و مــرگ      کاهـش پرولیفراسـیون سـلولی در 24 س
سـلولی بـا توجـه بـه غلظـت دارو در فاصلـه چنــد روز رخ 
میدهد(10و 16). اثرات سیتوتوکســیک هـارمین و بعضـی از 
ــا  مشتقات اسپند روی انواع ردههای سلولی مقاوم به دارو ب

مکانیسمهای مختلف مقاومت، به اثبات رسیده است(9).  
    نتایج این تحقیق نشان داد که هارمین وابســته بـه دوز و 
زمـان، در غلظتهـای اپتیمـال 0/4 تـا 1/6 میکـــروگــرم در 
ــیر و در غلظتهـای 6/4 بـه بـالا  میلیلیتر موجب کاهش تکث
 ،ATRA موجب بروز اثرات سیتوتوکسیک میشود. ترکیــب
ــایج  G-CSF و غلظتهای کاهش دهنده تکثیر هارمین نیز نت

مشابه داشت. غلظتهای مطلوب هارمین از تمایز برخوردار 
نبود اما ترکیب آن با ATRA و G-CSF تمایز مشــابهی را 
ــالا بـه  با ATRA نشان داد. هارمالین در غلظتهای 10 به ب
شکل وابسته به مقدار و زمان اثر سیتوتوکسیک داشت و در 
غلظتهای 6 و10 باعث کاهش تکثیر شد. ترکیـب G-CSF و 
ــاهنده تکثـیر هارمـالین  ATRA با هارمالین در غلظتهای ک

نتایج مشابه داشت و از کــاهش تکثـیر بیشتـری نسـبت بـه 
ATRA به تنهایی برخوردار بود. غلظت 10 هارمالین تمــایز 

ــا ATRA و G-CSF نـیز  خوبی را نشان داد و ترکیب آن ب
نتایج مشابهی را با ATRA به دنبال داشت. نکته قابل توجه 
این است که در مورد هارمالین به خصــوص بـا غلظـت 10، 
ــیتی مشـاهده شـد و شـاخصهای CD11b و  تمایز مونوس
CD14 که به ترتیب شــاخصهای نوتروفیلـی و مونوسـیتی 
هستند، با شدت بیشتری بروز یافته بودند در حــالی کـه در 

جدول شماره 3- میانگین درصد NBT و شاخصهای CD11b و CD14 در سلولهای HL60 همراه هارمین(Hi) و هارمالین(Hl) پس از 5 روز 
  %NBT %CD11b %CD14 (P)مقایسه با شاهد (P)ATRAمقایسه با

- - 0/2 ± 1/2 0/4 ± 1/3 1/2 ± 1/5 شاهد 
 ATRA 40 ± 4 71 ± 10/5 5/7 ± 4/4 0/005 -
  Hi0/8 2/6 ± 1/3 4/8 ± 1/1 2/7 ± 1/2 0/12 0/03
  Hi1/6 4/6 ± 1/1 5/2 ± 2/9 3/2 ± 1/3 0/12 0/03

 A+G+Hi0/8 42 ± 3 69 ± 8/9 4/3 ± 1/5 0/005 -
 A+G+Hi1/6 42 ± 3 59 ± 6/2 2/2 ± 1/4 0/005 -

  Hl6 14/6 ± 4/2 13/2 ± 3/1 10/6 ± 2/2 0/01 0/03
  Hl10 28 ± 9/8 24/3 ± 6/5 43/5 ± 10/2 0/01 0/28

 A+G+Hl6 43 ± 5 75 ± 6/3 8/5 ± 1/5 0/05 -
 A+G+Hl10 43 ± 5 63 ± 6/1 16 ± 7/3 0/05 -
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مورد ATRA تنها CD11b بروز پیدا کرده بــود. بـه طـور 
خلاصه میتوان گفت که هــر دو داروی گیـاهی آلکـالوییدی 
اثرات خود را وابسته به مقدار و زمان نشان میدهند که این 
اثرات در غلظت مطلوب در کاهش تکثیر ســلولی و در مـورد 

هارمالین با تمایز همراه است.  
    اگر چه بیشترین اثر در رابطه بــا هارمـالین 10 مشـاهده 
ــاهی مـورد نظـر،  شده اما اثر ATRA بر اثرات داروهای گی
غالب بوده اســت زیـرا در ترکیـب بـا آنهـا هیـچ گونـه اثـر 
همافزایی مشاهده نشد. اثر سیتوتوکسیک ایــن داروهــا نـیز 
نشان دهنده اثرات تخریبی و کشنده بر سلولهای لوســمیک 
ــا  HL60 میباشـد. مکانیسـم ایـن داروهـا بررسـی نشـد ام
مطالعات قبلــی نشـان داده اسـت کـه هارمـامول و مشـتقات 
 DNA آلکالوییدی اسپند از طریق جلوگیری از ساخته شدن
و تقسیم سلولی مانع رشد سلولهای لوسمیک اریــتروییدی 
ــتقات دیگـر مـانند هـارمن از عملکـرد  K562 میشوند. مش

آنزیم توپوایزومراز I جلوگیری میکنند(17).  
    کاهش تکثیر سلولی میتواند در نتیجه اثــر داروهـا روی 
ــلولها در  سیکل سلولی باشد که در مورد ATRA تجمع س
ــن بررسـی اثـرات  فاز G1 به اثبات رسیده است(3). نتایـج ای
آنتیلوسمیک و تمایز نسبی مواد آلکالوییدی گیاهی را نشان 
میدهـد و دریچـه تـازهای را در بررســـی و فــهم بیشتــر 
مکانیسمهای حاکم بر لکوموژنزیس میگشــاید کـه نیـاز بـه 

تحقیقات گستردهتری در این زمینه دارد.   
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ANTI TUMORAL AND DIFFERENTIATION EFFECTS OF ALKALOIDS OF HARMINE AND
HARMALINE ON LEUKAEMIC CELLS TREATED WITH ATRA AND G-CSF

                                                                                                   I
F. Zaker, PhD

ABSTRACT
    In acute leukaemia, the maturation of the malignant cells is arrested and the cells merely proliferate. In
the recent years, beside chemotherapy combination of differential factors cytokins and cytotoxic agents
have been used in treatment of acute leukaemia particularly acute promyelocytic leukaemia. The present
study was an evaluation of proliferation, cytotoxicity and differentiation of Harmine and Harmaline as
alkaloid derivates of Peganum Harmala on HL60 cells individually or in combination with ATRA and G-
CSF. The data showed that these agents caused cessation of proliferation in dose and time dependent
manner. Optimal concentration of anti proliferative effect was 0.4, 0.8 and 1.6µg/mL for Harmine and 6-
10 µg/mL for Harmaline. However, both agents in concentration of over 6.4 and 10 µg/mL for Harmine
and Harmaline were cytotoxic respectively. Combination of ATRA(10-7 M) and G-CSF(100 ng/mL) with
each optimal concentration of agents extensively reduced proliferation compared with ATRA and G-CSF.
Cells, induced with optimal concentration of these agents, showed some morphological changes and NBT
positivity; however, it was in lesser extent compared to ARTA and G-CSF. Most overt sign of myeloid
differentiation was observed using 10 µg/mL Harmaline. Fluorescent analysis showed an increase in
CD11b and CD14 using Harmaline. Combination of ATRA and G-CSF with each agent caused
differentiation similar to ARTA and G-CSF. These preliminary data showed that either Harmine or
Harmaline in optimal and non toxic dose caused cessation in proliferation and some degree of
differentiation using Harmaline. These results have opened a new window in the leukaemic in vitro
investigation.

Key Words:    1) Acute promyelocytic leukaemia   2) Cytotoxicity  3) Differentiation

                         4) Harmine          5) Harmaline
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