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 هدف این مطالعــه بررســی. ها استاین سلول افزایش فعالیت و پلاکت ايسیب ذخیرهها همراه با آلاکتنگهداري پ :زمینه و هدف

  .دوب (ROS) هاي اکسیژن واکنشگرمولکول و تولید عنوان شاخص فعالیت پلاکتیهب Pمقادیر افزایش یابنده سلکتین  ارتباط

پــنج  تــا شدند و در روزهاي صفر نگهداري روزپنج  مدتپلاکتی به کنسانتره کیسه شش ن مطالعهدر ای :روش بررسی

  با روش فلوسایتومتري سنجیده شد. ROSو میزان تولید داخل سلولی  Pسلکتین  از نگهداري سطوح بیان پس

پنجم نگهــداري  ر روزد 39±4/6 دار به سطحاتدریج با افزایشی معنبود که به درصد 9±4صفر  در روز ROSمیزان بیان  ها:یافته

  ).=0001/0P= ،72/0r( داشت Pبیان سلکتین یافته داري با مقادیر افزایشااین افزایش ارتباط معن .)=0002/0P( رسید

یم آن بــا افــزایش پلاکتــی و ارتبــاط مســتق فــرآوردهسازي در حین ذخیره ROSافزایش مقادیر  با توجه بهگیري: نتیجه

بی کیفــی هاي فعالیــت پلاکتــی در ارزیــاشــاخص عنوان یکــی ازهتواند بب ROSتولید رسد نظر میه، بهافعالیت پلاکت

  مورد توجه قرار گیرد. شدهگفتهاي فرآورده

  .Pسلکتین  ،هاي اکسیژن واکنشگرگونه پلاکت، از غنی پلاسماي فعالیت پلاکتی، :لیديک لماتک

 

  
ي جلوگیري عنوان یک روش درمانی براپلاکتی به فرآورده تزریق

از خونریزي در بیماران ترمبوسیتوپنی و افرادي که دچار کاهش تولید 

 هرچنداهمیت است.  داراياستخوان هستند، بسیار  پلاکت در مغز

روز است ولی  10تا  هشتداخل بدن انسان طول عمر طبیعی پلاکت 

 پنج حدود شده در بانک خون حداکثرآوريهاي جمعماندگاري پلاکت

شد که یکی از دلایل آن افزایش ریسک رشد باکتري در طول باروز می

عامل دیگري که بروي زمان  1.است ها در دماي اتاقسازي پلاکتذخیره

اي از تغییرات مخربی است که سازي پلاکت موثر است مجموعهذخیره

شود که باعث ایجاد خسارات گسترده در عملکرد و ساختار پلاکت می

 (Platelet storage legion)داري پلاکت یا آسیب نگه  PSLبه آن

حالت ق به بیمار بهـاز تزری پسالبته برخی از این تغییرات  3و2.گویندمی

  از مطالعات  بسیاريدر  4.باشندر میـپذیگردند و برگشتمی عی بازـطبی

  

PSL  با افزایش گلیکولیز و کاهشPH  و در نتیجه آن سازماندهی

رشکل، کاهش توانایی اگریگاسیون، اسکلت سلولی و تغیی دوباره

هاي اکسیژن یا گونه ROSهاي پلاکتی، افزایش ترشح گرانول

، تغییر در غشاي لیپیدي، (Reactive oxygen species) واکنشگر

کاهش پتانسیل  اننداي از آپوپتوز است متغییرات عملکردي که نشانه

ر غشایی میتوکندري و افزایش فسفاتیدیل سرین غشاي خارجی د

متاثر از روش  PSLسرعت پیشرفت و گسترش  6و5.ارتباط است

آوري و شرایط از جمع پسهاي آوري پلاکت، دستکاريجمع

 7.باشدسازي آن میذخیره

ها، میزان بیان سازي پلاکتشده است که در طول ذخیره مشخص

از مارکرهاي  8.یابدافزایش می L40CD و مولکول Pرسپتور سلکتین 

ها فعال و حضور میکروپارتیکل GPIIbIIIaن پلاکت بیان شددیگر فعال

مدت طولانی و ها بهذخیره پلاکت 9.ذخیره شده است فرآوردهدر 

کاهش  و کربناکسیدعدم آژیتیشن آن باعث تجمع اکسیژن و دي ویژهبه

  مقدمه

 
  

 

  674 تا 669هاي ، صفحه9شماره  ،74دوره ، 1395 آذری تهران، کی، دانشگاه علوم پزشکده پزشکمجله دانش  کوتاه گزارش
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              و همکاران امین شهباز قصبه                    670

 
  674تا  669 ،9، شماره 74، دوره 1395 آذری تهران، کی، دانشگاه علوم پزشکده پزشکمجله دانش

 

گردد و درنهایت با افزایش می pHمیزان پتانسیل غشایی میتوکندري و 

 10.شودختم می PSLها فعال و به پلاکت سوپراکسید ،تولید آنیون

ترومبین انند هاي مختلف مها با اگونیستهمچنین تحریک پلاکت

  11.ها شودو فعال شدن پلاکت ROSتواند باعث افزایش درنهایت می

هاي شیمیایی ناپایداري هستند کننده فعال مولکولاکسید ترکیبات

ین با دانسیته یوپروتهاي دیگر از جمله لیپسرعت با مولکولکه به

ین براي ایجاد فرم اکسید یپایین، نیتریت پروکسی و ترکیبات پروت

عنوان پیامبر به ROSدر غلظت فیزیولوژیک،  .شوندوارد واکنش می

عنوان سیگنال داخل سلولی جهت فعال کردن ثانویه و همچنین به

ان عنوها بهدر آن ROSهایی که در میان سلول 12.کندسلول عمل می

بارز است که در آن  نمونهپیامبر ثانویه نقش دارد پلاکت یک 

  13.شوددر فعال کردن سلول درگیر می هاي اکسیژن واکنشگرگونه

کار هها نقش دارد با بدر فعال شدن پلاکت ROSاین واقعیت که 

طور اکسیدان در شرایط آزمایشگاهی خارج از بدن بهبردن آنتی

اکسیدان) (آنتی Eطالعات نشان داد ویتامین شود. مغیرمستقیم ثابت می

 Eظرفیت مداخله با فعالیت پلاکت را دارد. مصرف روزانه ویتامین 

را که مارکر فعال شدن  2Bترومبوکسان -هیدرودي-11دفع ادراري 

در طول  14.دهدداري کاهش میاطور معناست به in vivoپلاکت در 

 انندم ROSختلفی از تحریک پلاکت توسط یک آگونیست، ترکیبات م

--آنیون سوپراکسید (
2O) 2) یا پراکسید هیدروژنO2Hها ) در پلاکت

نوبه خود باعث فعال شدن و در نتیجه انتشار شوند که بهتولید می

 13.شوداگریگیشن پلاکت می

آنیون سوپراکسید این مولکول توسط آنزیم  تولیدبا 

) که پایدارتر است 2O2H( موتاز به مولکول پرواکسیدسوپراکسیددیس

 در واقع اگریگیشن پلاکتی وابسته به کلاژن با انفجار 15.شودتبدیل می

ها را از طریق به حرکت در مرتبط است که پلاکت 2O2H(افزایش) 

 2O2Hتاثیر تحرك کلسیم القا شده توسط  .کندآوردن کلسیم، فعال می

شامل تولید آراشیدونیک اسید آزاد شده از غشاي سلولی و 

باشد که درنهایت می Cو تنظیم افزایشی فسفولیپاز  2Aترومبوکسان 

  16شوند.ها میموجب فعال شدن پلاکت

ها ها و فعال شدن ناخواسته آنفرآوردهنگهداري  دنبالبهاینکه  ویژهبه

ها و آزاد شده محتویات گرانولی ، فعال شدن پلاکتPSLواسطه فرایند هب

نوبه خود ، بهPسلکتین  ویژهالتهابی بههاي پیشمولکول مانندها آن

ها موجود و در نتیجه تولید تواند منجر به افزایش فعالیت لکوسیتمی

ROS پژوهش کنونیاز  هدف 18و17.هاي سفید گرددگلبول يبا منشا 

عنوان شاخص فعالیت پلاکتی هب هاي اکسیژن واکنشگرتولید گونهبررسی 

  باشد.می پلاکت از غنی پلاسماي از شدهتغلیظ پلاکتی هايفرآورده در

  

  
 مطالعه، شده از نوع تجربی بوده و جامعه موردمطالعه انجام

از پایگاه مرکزي انتقال  بود که PRPهاي پلاکتی حاصل از کنسانتره

این  .خون استان تهران تهیه و به آزمایشگاه مرکز تحقیقات منتقل شد

. به انجام رسید 1395تا اوایل سال  1394 مه دوم سالمطالعه از نی

 ششصورت تصادفی انجام شد. گیري در جمعیت نرمال و بهنمونه

 و Pهاي کنسانتره رندوم از نظر میزان بیان سلکتین کیسه، پلاکت

در روزهاي صفر، اول، سوم و پنجم مورد مطالعه قرار  ROSتولید 

زمان آزمایش در آژیتاتور پلاکتی ها به محض دریافت تا گرفتند. کیسه

  نگهداري گردیدند. C 25 انکوباتودار و در دماي

کورد، در شرایط استریل و زیر هود  از ناحیه برداري هر بارنمونه

از که  کاريدستور بر اساس هاي پلاکتینمونه .انجام گردید II کلاس

 تایپ کنترلهاي ایزوباديبا آنتیها نمونه 19.شده تهیه گردیدپیش گفته 

)PerCP Mouse IgG1 Isotype control  و یاFITC Mouse IgG1 

Isotype control  محصول شرکتMiltenyi Biotec, Germany(  و یا

 کونژوکه با GPIbα و ضد PerCPکونژوگه با  P-selectinبادي ضد آنتی

FITC  از)e-bioscience, Americaدقیقه در دماي 30 مدت حداقله) و ب 

C 37  ها با از طی زمان انکوباسیون پلاکت پسانکوبه گردیده و

 Dihydrorhodamine فیکس گردید. مطالعات متعددي از %2ید یپارافرمالد

123 (DHR) گیري مقادیر هجهت اندازROS  داخل سلولی استفاده

 123DHR سوسپانسیون پلاکتی با ROSگیري هجهت انداز 21و20.اندنموده

(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) ییغلظت نها در µM 1 

ید یانکوبه گردیده و سپس با پارافرمالد C 37 دقیقه در دماي 30مدت هب

 Sysmexها توسط دستگاه نمونه تمامیدر نهایت فیکس شد.  2%

CyFlow® flow cytometer (Partec GmbH, Münster, Germany)  و

 ,FlowJo software, version 7 (Tree Star Inc, Ashland, ORتوسط 

)USA 19.مورد خوانش و آنالیز قرار گرفتند  

 GraphPad Prismافزار آماريها از نرمبراي تحلیل داده

(GraphPad Software, La Jolla, CA, USA)  استفاده گردید. براي

  بررسیروش 
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معیار محاسبه شد و براي مقادیر خام هر گروه میانگین و انحراف

، صفرالی بین سه نمونه (روزهاي مشخص کردن منشأ تفاوت احتم

 همراه با Kruskal-Wallis آماري آنالیز روش) از پنجو  سه، یک

استفاده شد. در این مطالعه حصول  Dunnاي چندگانه آزمایش مقایسه

دار در نظر گرفته شد. جهت اعنوان تفاوت معنهب >05/0Pمقادیر 

آماري  وشراز  Pو بیان سلکتین  ROSمطالعه ارتباط بین مقادیر 

 .ضریب همبستگی پیرسون همراه با رگرسیون خطی استفاده شد

  

  
 و (a and b) اسکترگرام اي ازنمونه ب-1 الف و-1در نمودار 

بیان و  DHRگیري میزان بیان همربوط به انداز (c) نمودار بافتی

  است.پلاکتی روز سوم نشان داده  فرآوردهدر  را Pسلکتین 

  

  

  

  
  

  

  

  

  
هاي پلاکتی فرآوردهدر ) ROS(تولید  DHR123مقادیر بیان  - الف: 1نمودار 

 - ب باشد.می DHR123منحنی خاکستري میزان پایه در سلول فاقد شده روز سوم. نگهداري

منحنی خاکستري شده روز سوم. هاي پلاکتی نگهداريفرآوردهدر  P-selectinمقادیر بیان 

 DHR123و  P-selectinمقادیر بیان رسپتور  - ج د.ومونه کنترل ایزوتیپ بمیزان پایه در ن

و  P-selectinارتباط بیان  - شده. دهاي پلاکتی نگهداريفرآوردهدر ) ROS(تولید 

DHR123  تولید)ROS ( هاي پلاکتی در طی پنج روز نگهداري فرآوردهدر

)0001/0P= ،72/0r=(.    nsد، و: معنادار نب* )05/0P<،( *** )05/0P<(.  

شود، دیده می ج-1که در نمودار طوريهمان ROS در بررسی

 صورت، به)4±9%در روز صفر برابر با با بیان ( DHR 123میزان بیان 

هاي بود که این مقادیر در روز (Mean±SD) معیارانحراف ±میانگین

که از روز سوم اي گونهتدریج افزایش داشت بهاول، سوم و پنجم به

 داري نسبت به روز صفر بیشتر بوداصورت معنبه ROSدیر مقا

)049/0P=( از روز  چشمگیريصورت هو این افزایش در روز پنجم ب

افزایش تدریجی  حاکی از این نمودار). =0002/0P( صفر بیشتر بود

پلاکتی همچنین همراه با افرایش مقادیر بیان  فرآوردهدر  ROSتولید 

سطوح آن از روز صفر از تا روز پنجم ها بود که پلاکت Pسلکتین 

که طوريهمان ضمندر  ).=0003/0Pشکل معناداري افرایش یافت (به

نشان داده شده است. این مطالعه حاکی از ارتباط  د-1در نمودار 

عنوان هب Pو میزان بیان سلکتین  ROSمستقیم بین مقادیر افزاینده 

  ).=0001/0P= ،72/0r( شاخص فعالیت پلاکتی بوده است

  

  
Manasa هاي جداشده از و همکارانش با استفاده از پلاکتRat 

روز در  ششمدت بیش از هها بتاند که نگهداري پلاکنشان داده

تواند موجب افزایش چشمگیري در میزان شرایط آزمایشگاهی می

باید در نظر با این وجود  22.اگریگاسیون پلاکتی گردد و ROSتولید 

با توجه به شرایط آزمایشگاهی  گرانپژوهشداشت که تجربه این 

هاي پلاکتی تولیدي فرآوردهتواند قابل تعمیم به مورد استفاده نمی

ها جهت مصارف بالینی باشد. مطالعه دیگري که بر روي پلاکت

شروع افزایش  گویايآمده از داوطلبان انسانی انجام شده است دستهب

باشد از روز اول ذخیره پلاکتی نسبت به روز صفر می ROS مقادیر

شکل معناداري که در روزهاي سوم و پنجم مقادیر بهاي گونهبه

ها با روشی مشابه هرچند در مطالعه یاد شده پلاکت 23.یابدافزایش می

هاي انتقال خون جداسازي و در کیسه نگهداري شدند ولیکن سازمان

در طب انتقال  پذیرشاساس استانداردهاي مورد  ها برشرایط تولید آن

 پژوهش کنونیبا این وجود نتایج آن قابل مقایسه با  .خون نبوده است

از روز سوم  ROS باشد که از افزایش معنادار مقادیر تولیدمی

 ROSگیري ههاي پلاکتی حکایت دارد. فارغ از اندازفرآوردهنگهداري 

و یا  Pادیر بیان سلکتین در طول نگهداري پلاکت، بررسی مق

هاي معتبر در عنوان یکی از شاخصهگیري سطح محلول آن بهانداز

  بحث

 
  

  هایافته
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تواند می ROSهمزمان با مطالعه  25و24ارزیابی میزان فعالیت پلاکتی

مهمی را در خصوص ارتباط تولید محصولات فعال اکسیژن  هايداده

  ماید.ها در حین نگهداري فراهم نبا فعال شدن ناخواسته پلاکت

هاي عملکردي حاکی از افزایش بیان شاخصگوناگونی مطالعات 

در مطالعه ما نیز روند  8و7.باشدها میپلاکتی در حین نگهداري فراوده

 فرآوردهدر طول نگهداري  Pافزایش میزان بیان رسپتور سلکتین 

پلاکتی مورد تایید قرار گرفته است که همچنین این افزایش علاوه بر 

هاي پلاکتی، ارتباط فرآوردهدر  ROSافزایش مقادیر همراهی با 

معنادار مستقیمی را نیز با تولید محصولات آزاد اکسیژن در حین 

با  ROSدهد. مشاهده ما مبنی وجود ارتباط تولید نگهداري نشان می

فعال شدن پلاکتی همچنین در راستا با برخی از مطالعات علوم پایه 

کننده عنوان عوامل سیگنالی فعالها بر ROSهاي باشد که مولکولمی

و  Krötzیکی از این مطالعات، مشاهدات  12.نمایندها مطرح میسلول

دهد تولید آنیون سوپراکسید وابسته به همکارانش است که نشان می

NADPH ها باعث تحریک اگریگیشن و تولید در پلاکت اکسیداز

 گویايیر مطالعات از طرفی سا 26.شودترومبوز وابسته به پلاکت می

تواند اکسیدان میها با داروهاي آنتیآن است که مجاور نمودن پلاکت

و  Pسلکتین  مانندباعث کاهش میزان بیان مارکرهاي فعالیت پلاکتی 

علاوه نقص عملکرد پلاکتی در هب 28و27.فعال گردد 3βIIbαاینتگرین 

هاي فعال هاي مادرزادي که همراه با اختلال تولید رادیکالبیماري

از نقش  نشانصورت غیرمستقیم توانند بهاکسیژن باشند همچنین می

ROS با وجود مشاهده این ارتباطات  30و29.ها باشدسازي پلاکتفعال

یا  شود ومی ROSمستقیم اینکه آیا فعالیت پلاکتی ابتدا منجر به تولید 

 ،شودباعث ایجاد و یا تشدید فعالیت پلاکتی می ROSاینکه تولید 

 باشد.موضوعی است که کماکان مورد توجه و سوال می

در  ROSیابنده مقادیر روند افزایش دهندهنشان پژوهش کنونی

پلاکتی و ارتباط مستقیم آن با افزایش  فرآوردهسازي حین ذخیره

، شدهگفتهبا توجه به ارتباط  بنابراین ها بوده است.فعالیت پلاکت

 عنوان یکی ازهتواند بها میپلاکتسازي حین ذخیره ROSتولید 

 شدهگفتهاي فرآوردههاي فعالیت پلاکتی در ارزیابی کیفی شاخص

  مورد توجه قرار گیرد.

طرح تحقیقاتی دکتر  حاصل بخشی ازاین مقاله  :سپاسگزاري

 انتقال طب پژوهشی و آموزشی عالی زاده مصوب موسسهمهران قاسم

آقاي امه نپایان عنوانبهکه  باشدمی 1393- 01-33- 1781 به کد خون

 شناسیخونکارشناسی ارشد مقطع دانشجوي  امین شهباز قصبه

مورد تصویب قرار مؤسسه عالی آموزشی و پژوهشی طب انتقال خون 

 پژوهشی و آموزشی عالی . مولفین از حمایت موسسهگرفته است

ایران و همچنین همکاري  سازمان انتقال خونو خون  انتقال طب

ویژه سرکار خانم فاطمه عباسی انتقال خون استان تهران بهپایگاه 
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Background: Platelet storage is complicated by deleterious changes that cause progres-

sive structural and functional damages, so-called platelet storage lesion (PSL). PSL is 

commonly manifested by augmented platelet activation which is also associated with 

the increased levels of reactive oxygen species (ROS). Whether ROS generation in-

creases during the storage of platelet concentrates and whether it will be correlated with 

P-selectin expression as a valid marker of platelet activation was investigated in this 

study. 

Methods: In our experimental study, six PRP-platelet concentrates were randomly ob-

tained from Iranian Blood Transfusion Organization (IBTO). All the platelet products 

met the standard quality assessment based on AABB guidelines. Washed platelets were 

subjected to flow cytometry analysis for the evaluation of P-selectin expression and 

intracellular ROS production using DHR 123 in day 0, 1, 3 and 5 after storage. Statisti-

cal data were analyzed by Kruskal-Wallis test with Dunn’s multiple comparison test. 

For correlations, linear regression analysis was applied. P values of less than 0.05 were 

considered to be significant. 

Results: Platelets ROS generation significantly increased from day 0 to day 5 of storage 

(P= 0.0002). This observed gradual increase was also directly correlated with the in-

creasing levels of P-selectin expression during platelet storage (r= 0.72, P= 0.0001). 

Conclusion: Our study showed significant increases in ROS generation during the stor-

age of platelet concentrates correlated with the increments of P-selectin expression as 

an important marker of platelet activation. This finding suggests that the analysis of 

ROS generation can also be considered a marker of platelet activation during storage. 

However, whether ROS generation first induces platelet activation or platelet activation 

during storage triggers ROS generation is still remain to be determined. 

 
Keywords: p-selectin, platelet activation, platelet-rich plasma, reactive oxygen species. 
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