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مقدمه 
    تزریق پلاکــت در بیمـارانی کـه از بیماریهـای خونـی یـا 
سرطان رنج میبرند، ابزاری مهم برای پایدار کــردن سیسـتم 

انعقادی آنها میباشد.  
 
 
 

 
 
 
 

 
    تزریق این محصول میتواند عوارضی را به دنبــال داشـته 
باشـد کـه شـامل آلوایمونیزاسـیون نسـبت بـه آنتـیژنهــای 

سازگار نسجی نوع 1(HLA-I)، آنتیژنهای پلاکتی، مقاومت  
 
 

چکیده  
ــن امـر     شرایط آماده کردن و نگهداری پلاکت جهت تزریق میتواند سبب فعال شدن پلاکت شود که ای
موجب کاهش توانایی عملکرد پلاکتهای ذخیره شده نسبت به پلاکتهای تازه تهیه شده و حیات آن در
ــتفاده از فلوسـیتومتری، شـاخصهای محیط زنده بیولوژیک بعد از تزریق میگردد. در این مطالعه با اس
ــرایط اسـتاندارد بـانک خـون غشایی CD63 و CD62P در فراوردههای پلاکتی که برای 3 روز تحت ش
تهیه شده بودند، مورد ارزیابی قرار گرفتند. کاهش لکوسیت قبل از تزریق در پلاکتها روشی معمول در
مراکز انتقال خون، برای جلوگیری از عوارض ناشــی از گلبولهـای سـفید میباشـد. در ایـن مطالعـه 24
واحد پلاکت به صورت پلاسمای غنی از پلاکت تهیه شد سپس توسط فیلتر LRP10SE-Pall محصولی
که لکوسیت آن کاهش یافته بود تهیه گردید و فراوردههای پلاکتی فیلتر شده و فیلتر نشده از نظر میزان
اسیدیته و شاخصهای CD63 و CD62P مورد مقایسه قرار گرفتند. در طی 3 روز نگهداری، واحدهــای
ــی تهیـه شـده بودنـد، هیـچ اختـلاف لکوسیت کاهش یافته در مقایسه با پلاکتهایی که به صورت معمول
معنیداری را در میزان اسیدیته نشان ندادند(P>0/05). در طی 3 روز نگهداری(روزهای 1و 3) واحدهای
پلاکتی که لکوسیت آنهــا کـاهش یافتـه بـود، کاهشـی را در مـیزان شـاخصهای CD63 و CD62P در
مقایسه با محصولاتی که به صورت معمولی تهیه شده بود، نشان دادند(P<0/05).فیلتراســیون پلاکتهـا
ممکن است عاملی در جهت فعال شدن آنها محسوب گردد که این امر ناشی از تماس مستقیم با فیلترهــا
میباشد. از سوی دیگر فیلتراسیون پیش از ذخیره و حذف گلبولهای سفید نیز ممکن است سبب کـاهش
فعال شدن پلاکتها و در نتیجه حفظ عملکرد پلاکتها شود. این مطالعات نشان داد که فیلتراسیون سبب
فعال شدن پلاکتها نمیشود و شاخصهای CD63 و CD62P، میتوانند به عنوان مفیدترین ابزار جهت
ارزیابی کیفی محصولات پلاکتی مورد استفاده قرار گیرند. در واقع هدف از این پژوهــش بررسـی تـاثیر

فیلتراسیون پیش از ذخیره کردن بر فعال شدن پلاکتها در فراوردههای پلاکتی بوده است.   
           

کلیدواژهها:    1 – فیلتراسیون پیش از ذخیره     2 – پلاسمای غنی از پلاکت 
  CD62P،CD63 – 3                        

ــهناز آقـاییپـور و مشـاوره دکـتر این مقاله خلاصهای است از پایان نامه علی سلیمانی فریزهندی جهت دریافت درجه کارشناسی ارشد خونشناسی به راهنمایی دکتر م
علیاکبر پورفتحاله، سال 1382. همچنین این مطالعه تحت حمایت مالی سازمان انتقال خون انجام شده است. 

I) کارشناس ارشد خونشناسی، سازمان انتقال خون، بزرگراه همت. تهران.(*مولف مسئول) 
II) متخصص آسیبشناسی، سازمان انتقال خون، بزرگراه همت. تهران. 

III) دانشیار گروه ایمنیشناسی، دانشگاه تربیت مدرس، بزرگراه جلالآلاحمد، تهران. 
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درمانی به پلاکــت(Platelet Refractoriness)، واکنشهـای 
تـبزای غـیرهمولیتیک و انتقـال عوامـل ویروسـی بـه ویــژه 
ــیر  ویـروس سـیتومگال(CMV) میباشـند.(1و 2) مطالعـات اخ
ــفید در ایجـاد عوامـل ذکـر  نشان دادهاند کــه گلبولهــای س
ـــهمی را ایفــا میکننــد بنــابراین اســتفاده از  شـده نقـش م
ـــاری  محصـولات لکوسـیت کاهـــش یافتــه بـه عنـوان راهک
مناسب برای کاهش عوارض گلبولهای ســفید بـه کـار بـرده 
شده است. با توجه به روشهای کاهش لکوسیتی، استفاده از 
ــوان موثرتریـن ابـزار جـهت  فیلترهای کاهنده لکوسیتی به عن
کـاهش گلبولهـای سـفید در نظـر گرفتـه شـده اسـت. عمـــل 
ــورت پیـش از ذخـیره یـا بعـد از  فیلتراسیون میتوانـد به ص
ذخیره انجام شود(3) امــا فیلتراسـیون پیـش از ذخـیره دارای 
ــبت بـه فیلتراسـیون بعـد از ذخـیره میباشـد بـه  مزایایی نس
طوری که با فیلتراسیون پیش از ذخیره میتوان شکستهشدن 
 ،IL-1 گلبولهای سفیــد و تولیــد سیتوکینهای مهمی مــانند
ــدت نگـهداری کـاهش داد در صورتـی کـه بـا  IL-6 را طی م
فیلتراسیون بعد از ذخیره نمیتوان روند ایجاد ایــن عوامـل را 
کـاهش داد.(7-4) از سـوی دیگـر بعضـی از مطالعـــات نشــان 
دادهاند که فیلتراسیون اثر منفی روی فعالیت پلاکتها دارد به 
طوری کـه تماس فیزیکی بین فیلترها و پلاکتها ســبب فعـال 
شدن پلاکتها شــده و در نـهایت حیـات و عملکـرد آنهـا را 
تحت تاثیر قرار میدهد(11-8) بنابراین ارزیابـی کیفی محصــول 
پلاکتی(پلاسمای غنــی از پلاکـت) از نظـر شـاخصهای فعـال 
شـدن(CD63 و CD62P) جـهت پـی بـردن بـــه اثــر عمــل 
فیلتراسـیون بـر فعـال شـدن پلاکتهـــا از اهمیــت خــاصی 
برخوردار میباشد.(14-12) بــه همیـن علـت در مطالعـه حـاضر 
ــر فعـال شـدن پلاکتهـا در  تاثیر فیلتری از نوع IN-LINE ب
فراورده پلاکتی(پلاسمای غنی از پلاکت) مورد بررســی قـرار 
ــن فیلترهـا  گرفت تا مشخص گردد که آیا تماس پلاکتها با ای
میتواند سبب فعال شدن آنها گـــردد یـا ایــن کـه اثـر قـابل 

توجهی بر فعال شدن آنها ندارد.  
 

روش بررسی 
ــب کـه جـهت اهـدای خـون بـه      در این مطالعه از 24 داوطل

پایگاه مرکــزی انتقـال خـون واقـع در تـهران، مراجعـه کـرده 
بودنــد، 450 میلیلیــتر خــون کــامل(Whole blood) در 
کیسههای 3تایی(Baxter SA ،La chater ،France) حـاوی 
 ،Dextrose ،Adenine)CPDA ـــاد 63 میلیلیــتر ضــد انعق
ــهها بعـد از 4 سـاعت  Citrate ،Phosphate) گرفته شد. کیس

نگـهداری در درجـه حـرارت آزمایشـگاه توسـط ســانتریفوژ 
(Jouan ،Inc ،Winchester ،VA) با سرعت g1200 به مدت 
5 دقیقـه سـانتریفوژ شدنـــــد و پلاســمای غنــی از پلاکــت 
(Platelet Rich Plasma) به کیســه جـانبی انتقـال داده شـد 
سپس با دور g3000 به مدت 10 دقیقه سانتریفوژ گردید کــه 
در نتیجه آن پلاکت به صورت فشــرده شـده در کیسـه بـاقی 
ماند و پلاسمای بدون پلاکت (Platelet Poor Plasma) کـه 
روی آن قرار داشــت، توسـط دسـتگاه اکسـتراتور بـه کیسـه 
دیگری انتقال داده شد. در نهایت محصول پلاکتی به صــورت 
ــا حجـم  فشرده شده یا کنسانتره (Platelet Concentrate) ب
75 میلیلیـتر بـه دسـت آمـد سـپس توســـط اتصــال فیلــتر 
(LRP10SE-Pall ،England) بـه کیسـه پلاکتـی، نیمـــی از 
محصول از فیلتر عبور داده شد و نیمی دیگر در کیسه اصلی 
باقی ماند. در نتیجه از هر واحد پلاکت فشــرده شـده 2 واحـد 
ـــه دســـت آمـــد(فیلتـــر و غـیر فیلـتر  محصول پلاکتــی بـ
شــده). تمــام محصــولات در دســتگاه تکــــانخور افقـــی 
ــه در  (Horizontal Agitator) با سرعت 60 چرخش در دقیق
دمای 22 درجه سانتیگراد به مدت 3 روز نگهداری گردید.  

ــود فـراوردهای داخـل      قبل از نمونهبرداری در صورت وج
سگمانتهای کیسه، محتویات آن به داخــل کیسـه انتقـال داده 
ـــی مخلــوط  میشـد و کیسـهها بـه مـدت 10 دقیقـه بـه آرام
میشدند(کیسه فیلتر و غیر فیلتر شــده). در مرحلـه بعـد از 3 
سانتیمتری بالای محلی که از قبل توسط سیلر مسدود شــده 
بود(از سگمانتها کیسه) با قیچی استریل برشــی داده شـد و 
پـس از برداشـتن 1 میلیلیـتر پلاکـت از کیسـهها بـه داخـــل 
لولـههای پلاسـتیکی 1 بـار مصـرف منتقـل گردیـد ســپس 3 
سانتیمتر بالاتر از محل برش، سگمانت مربوط توسط ســیلر 
مسـدود شـد. عمـل نمونـهبرداری در روزهـای صفـــر، 1و 3 
ــیکر  صورت گرفت. در طی این مدت، فراورده پلاکتی روی ش
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قـرار داده شـد. نمونـهها از نظـر شـــمارش پلاکــت، مــیزان 
ــوپروتئینهـای CD63 و CD62P مـورد  اسیدیته(pH) وگلیک
ارزیابی قــرار گرفـت. بـرای شـمارش پلاکـت و انـدازهگـیری 
ــت برداشـته شـد و بـه  میزان اسیدیته ابتدا 0/1 میلیلیتر پلاک
داخل یک لوله پلاستیکی منتقل گردید ســپس 9/9 میلیلیـتر از 
اگزالات آمونیوم 1% به آن اضافــه شـد تـا نمونـهای بـا رقـت 
ــوط کـردن بـه  1/100 به دست آید. در مرحله بعد پس از مخل
ــار  آرامی به مدت 5 دقیقه، 50 میکرولیتر از آن، روی لام نئوب
ــل سـنگی روی آن گذاشـته شـد و در داخـل  ریخته شد و لام
ظرفی مرطوب به مدت 15 دقیقه قرار گرفت. لام نئوبار توسط 
میکروسکوپ نوری شمارش شــد و از طریـق فرمـول: تعـداد 
ــب تصحیـح  پلاکت(میکرولیتر)=میانگین شمارش شده × ضری
ــد.  رقت × ضریب تصحیح حجم، تعداد پلاکتها محاسبه گردی
 pH ــورد نظـر، دسـتگاه همچنین برای تعیین اسیدیته نمونه م
متر در محدوده اسیدیتههای 4 و 7 قرار داده شد بدین منظور 
ابتدا دستگاه قبل از آزمایش به مدت 30 دقیقه روشن شــد تـا 
دمای کالیبراسیون آن به دمای آزمایشــگاه برسـد سـپس بـا 
استفاده از کالیبراتورهایی که در محدوده اسیدیته 4 و 7 قرار 
داشتند دستگاه مورد نظر کــالیبره شـد و در نـهایت pH مـتر 
ــل  برای اندازهگیری نمونهها آماده گردید. این عمل هر روز قب

از انجام دادن هر گونه آزمایشی صورت میگرفت.  
    جهت بررسی گلیکوپروتئینهای CD63 و CD62P از هــر 
محصول پلاکتی که بــه 2 قسـمت تقسـیم شـده بـود(فیلـتر و 
غیرفیلتر شده) در روزهای مشــخص، صفـر، 1 و 3 مقـدار 1 
میلیلیتر نمونه در زیر هود بیولوژیک برداشته شد تا آلودگی 
باکتریایی محیطی موجب بروز تغییراتی در عملکرد پلاکتها 
ــده 500 میکرولیـتر برداشـته  نشود. از نمونههای به دست آم
ــد و  شده و در لولههای پلاستیکی 1 بار مصرف ریخته میش
پس از اضافه کردن 1 میلیلیتر بافر فسفات(PBS) با ســرعت 
ــیگردیـد. بعـد از پایـان  g1200 به مدت 5 دقیقه سانتریفوژ م
سانتریفوژ و خالی کردن محلول رویی، پلاکت تهنشــین شـده 
به آرامی تکان داده میشد تا به صورت یکنواخت در آید. پس 
از 2 نوبـت شستوشـو، مرحلـه سـوم شستوشـو بـا بــافر 
ــرایط)  پارافرم آلدئید 1% انجام میگردید(با همان سرعت و ش

سـپس بـا خـالی کـردن محلـول رویـی، بـا اضافـه کـــردن 1 
میلیلیتر بــافر فسـفات، سوسپانسـیون یکنواخـت پلاکتـی بـه 
دسـت میآمـد. از سوسپانسـیون بـه دسـت آمـده، شــمارش 

سلولی از نظر تعداد پلاکت صورت میگرفت.  
    با توجه به این کــه بـرای عمـل فلوسـیتومتری 106 سـلول 
مورد نیاز میباشــد. از سوسپانسـیون بـه دسـت آمـد رقتـی 
مناسب، براساس تعداد پلاکت موجود تهیــه میشـد تـا تعـداد 
سلول مورد نیاز به دست آید. به عنوان مثال اگر تعداد پلاکت 
در سوسپانسیون به دســت آمـده 106×50 باشـد بـاید آن را 

1/50 رقیق کرد تا 106 سلول حاصل شود.  
    برای رنگآمـیزی فلوســـیتومتری 106 ســلول پلاکــت در 
ــه قـرار  تماس با 5 میکرولیتر آنتیبادیهای مونوکلنال کنژوگ
ــاده  مـیگرفـت بدیـن ترتیـب کـه 50 میکرولیـتر از پلاکـت آم
شـده(نمونـههای فیلـتر و غیرفیلـتر شـده) بـه داخـل 3 لولـــه 
ـــه کــردن 50  پلاسـتیکی انتقـال داده میشـد و پـس از اضاف
میکرولیـتر BSA%2+PBS بـه لولـهها بـه مـدت 5 دقیقــه در 
دمای اتاق قرار داده میشد سپس 5 میکرولیتر آنتیبادیهای 
 ،M3f2aPIT) ،CD62P-PE(Calta ،MHCD6200)CD63
 FITC(Caltage، MHCD6301) ،IgG1-PE/FITC(Caltage

ــه اضافـه مـیگردیـد. پـس از قـرار گرفتـن  جداگانه به هر لول
لولهها به مدت 25 دقیقه در دمــای اتـاق در تـاریکی بـه تمـام 
ــارافرم آلدئیـد 0/5% اضافـه میشـد و  لولهها 70 میکرولیتر پ
نمونـهها جهـــــت فلوسیتومتــــری مــورد ارزیــابی قــرار 
 IgG1-PE/FITC ـــی آنتیبـادی میگرفتنــد. در ایــن ارزیاب
بـــه عنـــوان کنتـــرل منفـــی مـــــورد استفـــاده قـــــرار 
گرفـــت. عمل فلوسیتومتری با استفاده از دســتگاه داکــو بـا 
Partec-PAS-III انجام شد. برای انجام دادن فلوسیتومتری 

ــدت 30 دقیقـه روشـن  ابتدا دستگاه قبل از عملیات آنالیز به م
ــیز قـرار داده شـد.  شد سپس لامپ دستگاه در محدوده نور ل
ــوی دسـتگاه بـا آب مقطـر و سـرم  پس از 3 نوبت شستوش
فیزیولوژیک نرمال(به طوری که هیــچ گونـه ذرات سـلولی در 
ــمارش سـلولی  ناحیه SSC ،FSC مشاهده نشود)، سرعت ش
ــد( سـرعت شـمارش بـالا  دستگاه در محدوده 3 قرار داده ش
باعث از دست دادن سلولها یا انسداد مجرای شمارش کننـده 
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ــرای مشـخص کـردن  توسط مجموعههای پلاکتی میگردد). ب
 ،SSC ،FL1 ،FL2 ـــت سـلولی و ارزیـابی چگونگــی وضعیـ
FSC نمودارها در وضعیت خطی ـ خطی برای FSC ،SSC و 

ـــاریتمی بــرای(FL1 ،FL2) قــرار داده شــد.  لگـاریتمی ـ لگ
 ،FSC ،SSC ــی همچنین ولتاژهای مورد استفاده برای بررس
FL1 ،FL2 به ترتیب در محــدوده 370، 450، 295 و 300 در 
ــدن نمونـهها و ریختـن آنهـا  نظر گرفته شد. پس از آماده ش
داخل لوله مخصوص فلوسیتومتری، به دســتگاه داده شـد تـا 
ــا اسـت بـا  وضعیت سلولی در ناحیهایی که مشخصه پلاکته
ـــاخص CD61 که در واقــع بــرای پلاکتهــا  اسـتفاده از ش
اختصاصی میباشد، فراوانی و همگونی سلولی در آن ناحیــه 
مشـخص گـردد. بـرای تجزیـه و تحلیـل دادههـــا از برنامــه 
نرمافـــزاری PEPI-Version4 2001 و از t-Test بـــــرای 
ارزیـابی تــاثیر متغــیر فیلــتر روی شــاخصهای CD63 و 
CD62P و برای بررسی روند افزایش شاخصهای ذکر شده 

طی مدت نگــهداری از Paired t-Test اسـتفاده شـد. فاصلـه 
اطمینان به کار رفته در بررسی آزمایشهــا در محـدوده %95 

بود. 
 

نتایج 
    تعداد پلاکت شــمارش شـده و مـیزان pH در محصـولات 
فیلتر و غیر فیلـتر شـده طـی مـدت نگـهداری(صفـر، 3، 1) در 
جدول شماره 1 آورده شده است. دو شاخص مــهم CD63 و 
CD62P به دنبال فعال شدن پلاکت روی سطح آنها افزایـش 

مییابـد کــه در مطالعــه حاضــر وجود این شاخصها روی  
پلاکتهای فیلتر شده و غیر فیلتر مورد بررســی قـرار گرفتـه 
ـــاخص CD62P در  اسـت. بدیـن ترتیـب کـه مـیزان بیـان ش
نمونههای قبــل از فیلتراسیــون در روزهای صفـر، 1 و 3 به 

 
 
 
 
 
 

ترتیب 7/7±17/93 و 8/81±22/55 و 9/8±57، 28% به دسـت 
آمد. شاخص CD62P بعد از 3 روز(3/3±10/64%) نسبت بـه 
ــروز CD62P در  روز صفـر افزایـش یافتـه بـود(P<0/05). ب
ــه  نمونههای بعد از فیلتراسیون نیز در روزهای صفر، 1و 3 ب
ترتیب 7/6±16/6 و 8±17/95% و 8/3±22/6% به دســت آمـد 
 .(P<0/05)که بعد از 3 روز به میزان 3±6% افزایش یافته بـود
از سوی دیگر میزان CD62P در نمونههای فیلتر شده نسبت 
بـه غیرفیلـتره کـاهش درصـدی را در روزهـای صفــر، 1و 3 
نشان داد که این کاهش، در روز صفر از نظر آماری معنیدار 
نبود(P>0/05) امــا در روز سـوم ایـن تغیـیر معنـیدار بـوده 
است(P<0/05). تغییرات بیــان CD62P در نمونـههای قبـل و 
بعد از فیلتراسیون در طی مدت نگهداری در نمودار شــماره 1 

آورده شده است.   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 CD62 نمودار شماره 1- مقایسه فعال شدن پلاکتها از نظر شاخص
بعد و قبل از فیلتراسیون در طی مدت نگهداری  

 
 
 
 
 
 

جدول شماره 1- بررسی شمارش پلاکت و میزان اسیدیته 
بعد از فیلتراسیون قبل از فیلتراسیون   

روز 
 0 1 3 0 1 3

0/4±5/6* 0/4±5/6 0/5±5/7* 0/5±5/8* 0/6±5/8 0/7±5/9* شمارش پلاکت 106x میکرولیتر 
 pH **7/49±0/075 7/64±0/16 **7/41±0/14 **7/42±0/035 7/49±0/185 **7/41±0/2

تعداد پلاکت و pH در طی 3 روز نســبت بـه روز صفـر مقایسـه شـده اسـت.میـانگین ±انحـراف اسـتاندارد، **معنـیدار نمیباشـد(P>0/05)، *معنـیدار 
میباشد(P<0/05)، تعداد=24 
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    همچنین شاخص CD63 در نمونههای قبل از فیلتراســیون 
در طی مدت نگهداری به ترتیــب %9/14±2/95، %13/61±2/2 
و 3/73±19/4% بوده است. این افزایش درصد شاخص مورد 
ـــر آمــاری  نظـر در طـی 3 روز نسـبت بـه روز صفـر از نظ
 CD63 از سوی دیگر میزان شاخص .(P<0/05)معنیدار بود
ــه  در نمونههای بعد از فیلتراسیون در روزهای صفر، 1 و 3 ب
ترتیب 2/6±7/05%، 3/65±11/65% و 3/9±15/58% به دســت 
آمد که این افزایش درصد بعد از 3 روز نسبت بــه روز صفـر 
ــاری معنـیدار بـود(P<0/05). براسـاس نتـایج بـه  از نظر آم
ـــده اختــلاف درصــد بیــان شــاخص CD63 در  دسـت آم
ــر غـیر قـابل  نمونههای قبل و بعد از فیلتراسیون در روز صف
توجـه و از نظـر آمـاری معنـیدار نبـود(P>0/05) امـــا ایــن 
 .(P<0/05)ـــیدار مشــاهده شــد اختـلاف در روز سـوم معن
تغییرات بیان  CD63 در نمونههای قبل و بعد از فیلتراســیون 
در طی مدت نگهداری در نمودار شماره 2 آمــده اسـت. نتـایج 
به دست آمده نیز در جدول شماره 2 نشان داده شده است.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
نمودار شماره 2- مقایسه فعال شدن پلاکتها از نظر شاخص 

 CD63 بعد و قبل از فیلتراسیون در طی مدت نگهداری  
 
 
 
 
 

بحث 
    در دهه اخیر یکی از مهمترین مواردی که در ســازمانهای 
ــیری کنـترل  انتقال خون مورد توجه قرار گرفته است به کارگ
ــد محصـول میباشـد  کیفی به عنوان یک اصل در تهیه و تولی
این امــر موجـب ایجـاد راهکارهـای مناسـب در جـهت تولیـد 
ـــالم مــیگــردد. براســاس اســتانداردهای  فراوردههـای س
ــی عـلاوه بـر  FDA(سازمان دارو وغذا امریکا) فراورده خون

سالم بودن(Safe) باید دارای بازده درمانی بالا باشد. یکی از 
مهمترین این محصولات فراورده پلاکتی میباشد. با توجه به 
عملکرد مهم و حیاتی آن در بیمارانی که دچار کاهش پلاکتی 
شدهاند، کنترل کیفی این محصــول نـیز دارای اهمیـت خـاص 

میباشد.(15)  
    بدین منظــور در تمـام کشـورهای توسـعه یافتـه تغیـیرات 
ــت  نوین زیادی در جهت بالا بردن حساسیت آزمونهای کیفی
فراوردههای خونی به ویژه پلاکت بوجود آمده است تا با این 
ــر کـه ممکـن اسـت  عمل بتوان از فعالیت تمام عوامل مداخلهگ
ـــرد.  کیفیـت محصـول پلاکتـی را کـاهش دهـد، جلـوگـیری ک
ـــعآوری و نگــهداری در طــی مــدت  فرایندهـای تهیـه و جم
ذخیرهسازی میتوانند تغییراتی را در خصوصیــات غشـایی، 
ـــی و بیوشــیمیایی آن بوجــود  سـیتوپلاسـمی، فـیزیولوژیک
آورند.(18-16) یکی از مهمترین این تغییرات فعال شدن پلاکتها 
ــا فعـال شـدن پلاکـت،  است که با توجه به این نکته همزمان ب
ــن تغیـیر بـرای  عملکرد و حیات آن دچار تغییر میگردد و ای
فعالیت آن مناسب نمیباشد. در ســال Green berg 1998 و 
همکارانش نشان دادند کــه در پلاکتهـایی کـه فعـال شـدهاند 
میزان اسید سیالیک غشا تغییر کرده است که این امر با پایین 
ــی از  آمـدن نیمـه عمـر و عملکـرد همـراه اسـت بنـابراین یک
ــرد پلاکتـی(Functional) بررسـی  آزمونهای بررسی عملک

فعال شدن آنها میباشد.(19و 20)  
 
 
 
 
 

جدول شماره 2- بیان شاخصهای فعال شدن در طی مدت نگهداری 
قبل از فیلتراسیون بعد از فیلتراسیون   

روز 
 0 1 3 0 1 3

 CD62P% **16/6±7/6 *17/95±8 *22/6±8/3 **17/93±7/7 *22/55±8/81 *28/57±9/8
 CD63% **7/05±2/6 *11/65±3/65 *15/58±3/9 **9/14±0/95 *13/61±2/2 *19/4±3/73

میانگین ±انحراف استاندارد، **معنیدار نمیباشد(P>0/05)، *معنیدار میباشد(P<0/05)، تعداد=24 
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ــای مختلـف فعـال      با توجه به این که پلاکت توسط روشه
ــال شـدن آنهـا بـه نـوع عـامل تحریکـی  میگردد و شیوه فع
بستگی دارد، باید روشی را در این رابطه انتخاب کنیــم کـه از 
حساسـیت بـالایی برخـوردار باشـــد. از میــان آنهــا روش 
فلوسـیتومتری از حساســـیت و درجــه اختصــاصی بــودن 
مناسبی برخوردار میباشد.(24-21) بدین منظور در این مطالعه 
از 2 شـاخص مـهم فعـــال شــدن CD63 و CD62P بــرای 
ارزیـابی فعـال شـدن پلاکتهـا توسـط روش فلوســیتومتری 
استفاده گردید. این پروتئینها در حالت اســتراحت بـه مـیزان 
کمتــر از 10% در ســطح آنهــا وجــود دارنــد و از جملـــه 
گلیکوپروتئینهای داخل گرانولی و لیزوزومی هستند و زمانی 
که پلاکت در مرحله عملیاتی قرار میگیرد و محتویات خود را 

آزاد میکند این شاخصها در سطح غشا بیان میشوند.  
ــده توسـط Hidoheiko و همکـارانش      در مطالعه انجام ش
ــدن شـاخص  در سال 1999 نشان داده شد که میزان فعال ش
ـــر  CD63 از شـاخص CD62P در طـی مـدت نگـهداری کمت
میباشد(19) که این نتایج بــا نتـایج پژوهـش حـاضر مطـابقت 

ــان CD63 نسـبت بـه CD62P آن   دارد. علت کاهش تاخیر بی
است که گرانولهای لیزوزومی بر خلاف گرانولهای آلفا بعد 
از فعال شــدن، تمـام محتویـات خـود را بـه طـور کـامل آزاد 

نمیکنند.  
ــه در کشـور مـا روش متـداول      با توجـه به این موضوع ک
ـــده ـ تصــادفی  تهیـه پلاکـت بـه روش اسـتاندارد یعنـی دهن
ـــت  (Random-Donor) بـه صـورت پلاسـمای غنـی از پلاک
ــه نـیز از روش فـوق بـه عنـوان روش  میباشد در این مطالع

پلاکتی برای بررسی فعالیت پلاکتی استفاده شد.  
ــاهنده      امروزه پیشرفتهای زیادی در رابطه با فیلترهای ک
لکوسیتی از نظر مکانیسمهای حذف لکوسیتی به وجود آمــده 
است. از سوی دیگر بعضــی از سـازندگـان آنهـا بـرای بـالا 
بردن کارایی این فیلترها، از مواد یا یونهای ســنتتیک بـاردار 
زیـاد در فیبرهـای آنهـا اسـتفاده میکننـد. مطالعـات نشــان 
ــت  دادهاند که این مواد باردار میتوانند عملکرد پلاکتی را تح
ــده لکوسـیتی  تاثیر قرار دهند.(25) این مسئله در فیلترهای کاهن
که در فراوردههای پلاکتی استفاده میشوند بیشتر به چشــم 

میخورد زیرا این فیلترها طوری طراحی شدهاند که فیبرهــای 
فیلتر به پلاکتها اجازه عبور داده اما مــانع عبـور گلبولهـای 
ــر وجـود مـواد بـاردار  سفید میگردد که عامل مهم در این ام

میباشد.(26)  
    Tielman و همکارانش در سال 1998 در 1 مطالعــه نشـان 

ــبریل در فیـبر فیلترهـا نقـش  دادند که سطح پلیآکریلآمینوفی
مهمی در فعال شدن سیستم تماســی و غشـایی پلاکـت دارد. 
همچنین پاسخ پلاکتی به آگونیســتهای محلـول بـرای تجمـع 
ــه  کاهش مییابد.(9) بدیهی است که این سوال مطرح میشود ک
آیا این فیلتراسیون روی کیفیت فراورده فیلتر شده تاثیر منفی 
ــه حـاضر پاسـخ بـه ایـن  دارد یا خیر؟ بدین منظور در مطالع
سوال مورد بررســی قـرار گرفـت. Bradly و همکـارانش در 
سال 1999 در یک تحقیق تاثیر فیلتراسیون پیش از ذخیره بر 
فعالیت پلاکتها را بررسی کردند که نتایج آنها نشان دهنــده 
آن بود که فیلتراسیون پیش از ذخیره می توانــد تـا حـد قـابل 
ــش رونـد فعـال شـدن پلاکتهـا در طـی مـدت  قبولی از افزای

ذخیرهسازی پیشگیری نماید.(27)  
    در پژوهــش حاضـر فعــال شـدن پلاکتهـا در آزمایشـگاه 

ــرار گرفـت و اطلاعـات بـه دسـت  (In-vitro) مورد بررسی ق
آمـده نشـان دهنـده آن بـود کـه فیلتراسـیون قبـل از ذخــیره 
میتواند سرعت فعــال شـدن پلاکتهـا در مـدت نگـهداری را 
کاهش دهد که این امر ناشی از حذف شدن میزان قابل قبولی 

از گلبولهای سفید میباشد.  
    نوع کیسه پلاکتی، سرعت ســانتریفوژ، دور تکانخورهـای 
پلاکتی(هموشیکر)، در تمام محصـولات یکسـان بـوده و تنـها 
ــفید و  عامل متغیر در این بررسی وجود فیلتر و گلبولهای س
عوامل مربوط به آن بوده است بنابراین تنها عــامل موثـر در 
اختلاف درصد شاخصهای Activation میتوانــد ناشـی از 

فیلتر باشد.(28-30)  
    در مطالعه حاضر کاهش اختلاف درصــد بیـن پلاکتهـای 
فیلـتر شـده و غـیر فیلـتره در روز صفـر مشـاهده شـد. ایــن 
ــاری معنـیدار نبـود امـا علـت ایـن تفـاوت  اختلاف از نظر آم
اتصال پلاکتهای فعال شده به گلبولهای سفید(مونوســیت و 
ــوده اسـت بدیـن ترتیـب کـه ایـن مجموعـه در  نوتروفیلها) ب
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فیبرهای فیلتر محبوس شده و این اختلاف درصــد را در روز 
صفر برای هر دو محصول ایجاد میکنند. همانطور کــه ذکـر 
شد تماس فیبرهای فیلتری با پلاکتها میتوانند عــاملی بـرای 
ــدن  تحریک آنها باشند که این تحریک میتواند سبب فعال ش

آنها گردد.  
    در مطالعه حاضر مجموع برآیند تاثیر فیلتراسیون پیش از 
ذخیره(کاهش لکوسیتی و سیتوکینها و مواد بیولوژیک فعال) 
و تاثیر فیزیکی آن(دســتکاریهای فـیزیکی) مـورد بررسـی 
قرار گرفت که نتایج نشان دهنده آن بــود کـه مجمـوع برآینـد 
مثبت به سمت تاثیر فیلتراسیون پیش از ذخــیره میباشـد. در 
ــن مطالعـه تغیـیر محسوسـی کـه ناشـی از تمـاس  واقع در ای
ــا بتوانـد اثـرات مثبـت  فیزیکی فیبرهای فیلتر با پلاکت باشد ت
ــــاهده  حــذف لکوســیتی را تحــت تــاثیر قــرار دهــد، مش

نشد(مشاهدات غیرمستقیم).  
    این مطالعه در سازمان انتقال خون میتوانــد قـدم جدیـدی 
بـرای تدویـن برنامـه کنـترل کیفـی فراوردههـــای خونــی و 
ابزارهای به کار گرفته شده در تهیه آنها و نیز تولیــد خـون 
سالم باشد بنابراین با به کار گیری فیلترهــای IN-LINE در 
تهیه محصولات لکوسیت کاهش یافته، به خصوص محصــول 
ــوان بـازده درمـانی آن را بـه طـور چشـمگـیری  پلاکت، میت
افزایش داد و شاید بتوان با این عمل روند فعال شدن پلاکتــی 

را در طی مدت نگهداری کاهش داد.  
    هزینـه اقتصـادی اسـتفاده از ایـن گونـه فیلترهـا و هزینــه 
ــب کمتـر از هزینـه فیلترهـای Bedside و  درمانی آن به مرات
استفاده چندیــن واحـد پلاکتـی میباشـد زیـرا بـا اسـتفاده از 
ــول پلاکتـی را بـا  فیلترهای IN-LINE میتوان چندین محص
ــی منفـرد(مجمـوع 10  یکدیگر مخلوط کرده و به 1 واحد پلاکت
واحد) تبدیل کرد. همچنین استفاده از این گونه فیلترها، هزینه 
ــانی بیمارسـتانها را بـه  و مشکلات آموزشی برای کادر درم

دنبال نخواهد داشت.  
 

تشکر و قدردانی 
    بدیـن وسـیله از سـازمان انتقـال خـون ایـران و دانشــکده 
پزشکی دانشگاه تربیت مدرس در حمایت از پروژه و آقایــان 

ــا اعظمالسـادات  کامران عطاردی، دکتر شهرام وائلی و خانمه
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The Effect of Prestorage Filtration on Platelet Activation in Platelet
Concentrates

                                                                              I                                              II
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                                                                                            III
A.A. Pourfatollah, Ph.D.

Abstract
    Preparation conditions and platelet storage for transfusion may cause platelet activation, which
contributes to decreased ability of stored platelet to function and survive in vivo after transfusion
compared with that seen with freshly prepared platelets. Using flowcytometry, we investigated
platelet membrane expression of CD62P, CD63 in platelet stored for up to 3 days under standard
blood banking conditions. Leukocyte reduction of platelet before transfusion is a routine procedure in
many blood transfusion centers to prevent leukocyte side-effects. Twenty-four platelet units
prepared by platelet-rich plasma were processed by in-line leukdepletion using an LRP10SE-Pall
filter. The filtered and unfiltered platelet concentrates were compared during storage for CD62P,
CD63 markers and pH. During storage for up to 3 days, leukdepleted platelet units displayed no
significant pH difference in comparison with routine platelet preparation (P>0.05). During storage for
up to 3 days (1, 3 days) leukdepleted platelet units displayed a decrease in the CD62P and CD63
expressions as compared with routine platelet preparation (P<0.05). There has been concern that
filtration of platelet concentrates might activate platelets through direct contact with the filter. On
the other hand, prestorage filtration removal of leukocyte might actually decrease platelet activation
and preserve platelet function. This data has shown no platelet activation after filtration and
measurement of CD62P and CD63 expressions; moreover, these markers can act as a useful in vitro
mean to determine the quality of platelet components. In fact, the present research aimed at
studying the effect of prestorage filtration on platelet activation in platelet concentrates.  
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                        3) CD62P       4) CD63
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