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Abstract 

 

Background and purpose: Platelet concentrates (PCs) are used in treatment of quantitative and 

qualitative platelet defects. In some cases it can cause complications in recipients. In PC, white blood 

cells, some mediators, cytokines and microparticles can contribute to adverse reactions in recipients.  In 

this study, the effects of platelet-derived microparticles (PMP) were surveyed in the stimulation and 

activation of neutrophils. 

Materials and methods: In this experimental study, PC units were prepared from Iranian Blood 

Transfusion Organization and sampling of the bags was carried out. PMPs were separated from PCs and 

treated with neutrophils. After the incubation time, the respiratory burst of neutrophils was evaluated by 

flow cytometry using Dihydrorhodamine 123. Finally, data was analyzed using the Wilcoxon non- 

parametric test. 

Results: This study revealed that PMPs were able to stimulate and activate neutrophils  

(P ≤0.05). This effect depended on the final concentration of PMPs. On the other hand, the expression of 

CD40L molecules on PMPs showed no significant differences in the studied days during storage. 

Conclusion: According to this study PMPs in PC could play a role in activation of neutrophils. 
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 پژوهشي

 تي در انفجار تنفسي در تاثير ميكروپارتيكل هاي پلاك
  هاي نوتروفيل سلول

  
       1عفت سبزيكار

       2فاطمه ياري 
  3مهران قاسم زاده 

  چكيده
توانـد   مـي  در مـواردي  شـود و  كمـي پلاكـت اسـتفاده مـي     كنسانتره پلاكتي در درمان كمبود كيفي و :و هدف سابقه

 ، برخـي هـاي سـفيد موجـود در فـرآورده پلاكتـي      بـول عـلاوه بـر گل  . كننـدگان فـراورده ايجـاد نمايـد     عوارضي در دريافـت 
ايجـاد   كننـدگان  توانند واكنش ناخواسته در دريافـت  ميآن نيز موجود در هاي  ها و نيز ميكروپارتيكل سايتوكاين، مدياتورها

هـا   لسـازي نوتروفي ـ  و فعـال  در فرآورده پلاكتي در تحريـك  مشتق از پلاكتهاي  در اين مطالعه نقش ميكروپارتيكل. كنند
  .مورد مطالعه قرار گرفته است

از  ،ذخيره هاي پلاكتي از پايگاه انتقال خون تهران تهيه و در روزهاي كيسهاين مطالعه تجربي، در  :ها مواد و روش
نوتروفيل هاي  سلولبا ه و جدا گرديدپلاكتي هاي  ميكروپارتيكلاز كنسانتره پلاكتي، . دبه عمل آم گيري ها نمونه كيسه

استفاده از و  123-هيدرورودامين دي به كارگيري ها با بعد از طي زمان انكوباسيون، انفجار تنفسي نوتروفيل. ندمواجه شد
در نهايت نتايج به دست آمده با . فلوسيتومتري ارزيابي شد و ميزان فعاليت نوتروفيل با فعاليت پايه آن مقايسه شد روش
 .ار گرفتمورد مقايسه قر Wilcoxon غير پارامتريك آزمون

 باشـند  مـي هـا   سـازي نوتروفيـل   قـادر بـه تحريـك و فعـال     هاي پلاكتـي  اين مطالعه نشان داد كه ميكروپارتيكل :ها يافته
)05/0< p( . بررسـي بيـان ملكـول    از طرفي،. باشد مي هاي پلاكتي ميكروپارتيكلاين اثر وابسته به غلظت CD40L   بـر سـطح 

  .نشان ندادمطالعه ملكول در روزهاي اين ميزان بيان در ري را دا يهاي پلاكتي تفاوت معن ميكروپارتيكل
سـازي   فعـال  در پلاكتـي  در كنسـانتره  هاي پلاكتي دهد كه ميكروپارتيكل نتايج حاصل از اين مطالعه نشان مي :استنتاج

  .نقش دارندها  نوتروفيل
  

  فسيها، انفجار تن كنسانتره پلاكتي، نوتروفيل، ميكروپارتيكل: واژه هاي كليدي
  

  مقدمه
هـاي   وزيكـول ، )PMP(هاي پلاكتي  ميكروپارتيكل

هـا آزاد و   در طي فعـال شـدن پلاكـت   كه غشايي هستند 
بيـان   هـا از جملـه   ژنـي پلاكـت   هـاي آنتـي   بعضي ويژگي

GPIIb/IIIa  وGPIb  ــي را ــان م ــد نش ــلاوه  . )1(دهن ــه ع ب
ــده ــد   گيرن ــاي اتصــالي عملكــردي مانن  در P-selectinه

  د ـي توليـح كاتاليتيكـع سطـو در واقد ـود دارنـح خـسط
  

   Email: f.yari@ibto.ir                                                                                    موسسه عالي آموزشي و پژوهشي طب انتقال خون تهران: تهران -فاطمه ياري: مولف مسئول
  ن، تهران، ايرانتهرا موسسه عالي آموزشي و پژوهشي طب انتقال خون ،مركز تحقيقات انتقال خون ايران ،خونكارشناس ارشد هماتولوژي و بانك  -1
  ن، تهران، ايرانتهراموسسه عالي آموزشي و پژوهشي طب انتقال خون  ،مركز تحقيقات انتقال خون ايران، دانشيار. 2
  ن، تهران، ايرانتهراآموزشي و پژوهشي طب انتقال خون موسسه عالي  ،مركز تحقيقات انتقال خون ايران ،استاديار. 3
  21/5/1394: تاريخ تصويب          27/2/1394 :تاريخ ارجاع جهت اصلاحات       15/1/1394 :تاريخ دريافت  
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 پژوهشي

 يدر پلاسـما  PMP .)2(كند كنند كه انعقاد را تسريع مي مي
هاي التهـابي افـزايش    بيماران با افزايش پلاكت و بيماري

هـا و اتصـال سـطح     يابد و در افزايش تجمع لكوسـيت  مي
كـنش   عروقي نقش دارد و نقش ميكروپارتيكل در ميـان 

هـا   يافتـه . )3(لكوسيت نشـان داده شـده اسـت    -لكوسيت
هـاي   ميكروپارتيكـل  درصـد  70-90بيانگر آن است كـه  

چنـين   و هـم  بـوده هاي فعال شده  پلاسما مشتق از پلاكت
ذخيـره  زمـان  روز  5در طول  هاي پلاكتي ميكروپارتيكل

البتـه شـمارش   . يابـد  سازي فرآورده پلاكتي افزايش مـي 
PMP  هــاي پلاكــت فــرزيس    در واحــدهاي فــرآورده

 هـاي  شمارش متوسط ميكروپارتيكـل . متفاوت، متنوع است
ــي در  ــي   3-5پلاكت ــرآورده پلاكت ــره ســازي ف روز ذخي
داري نســبت بــه روز اول   يصــورت معنـ ـه فــرزيس بـ ـ

ــره ــازي ا ذخي ــي س ــزايش م ــد ف ــروتئين  CD40L .)4(ياب پ
عبوري از غشا است و متعلـق بـه خـانواده نكـروز دهنـده      

ــوري   ــ) TNF(توم ــر روي  ه اســت و ب ــده ب صــورت عم
ه تواند ب و مي )5(شود يافت مي Tهاي  پلاكت و لنفوسيت
وجـود داشـته    PMPروي  غشـايي بـر  صورت محلول يـا  

هايي  بر روي سلول CD40ملكول در عين حال،  ).6(باشد
هاي دنـدريتيك، لنفوسـيت    ، سلولBهاي  مانند لنفوسيت

T ،  ــت ســل ــت، ماس ــل، انــدوتليال،   ،فيبروبلاس نوتروفي
تواننـد   مونوسيت، ماكروفاژ و پلاكت حضور داشته و مي

نقـش بـا    CD40L .)2(تحريـك شـوند   CD40Lوسيله ه ب
 اهميتي در هموستاز و فعاليت پلاكت دارد و در اسـتحكام 

هـا و تنظـيم    با ساير سلول ها پلاكت كنش در ميان لخته و
مطالعـات  . هاي ميانجي مختلف مـوثر اسـت   منفي ملكول

 محلول نقش مهمـي  CD40L متعددي نشان داده است كه
هـا ماننـد نوتروفيـل،     ها با سـاير سـلول   در واكنش پلاكت
 CD40Lنقــش . هــاي انــدوتليال دارد لنفوســيت و ســلول

وتروفيـل بـه عنـوان    محلول در فعاليت وابسته به پلاكت ن
يكي از مكانيسـم آسـيب ريـوي مـرتبط بـا انتقـال خـون        

 )PMN(ر اهاي پلي مورفونوكلئ ـ لكوسيت .)2(مدنظر است
 ميـان . دن ـنقش اساسي دار ها در دفاع ميزبان عليه پاتوژن

و  P-selectin پلاكت عمـدتا از طريـق   -كنش نوتروفيل

β2 ،اينتگرين β3 اينتگرين )CD11b/CD18,CD41/CD61( 
. )7(گيرد صورت مي CD40Lو  CD40كنش بين  و ميان

 ها محلول ازپلاكت CD40Lآزادسازي  ،حضور نوتروفيل
كند و منجر به افزايش توليد سوپراكسـيد   را تحريك مي

اختصاصـيت  . شـود  مي) ROS(هاي آزاد اكسيژن  و گونه
نوتروفيل با  -در واكنش پلاكت CD40L - CD40مسير 

بـادي ضـد    نوتركيب و آنتـي  محلول CD40Lاستفاده از 
CD40L تزريق فرآورده پلاكتـي در  ).5(تاييد شده است 

علــت   بيمــاراني كــه بــه   :شــود مــوارد زيــر انجــام مــي   
صـورت پيشـگيرانه   ه خونريزي دارند يا ب ترومبوسيتوپني،

بيني كاهش پلاكت براي مثال پـس از   در بيماران با پيش
وجـود نقـش   بـا  . )6(شيمي درماني يا پيوند مغز اسـتخوان 

حياتي اين فرآورده در افزايش طول عمر بيماران و بهبود 
ها، شيوع عوارض ناشي از تزريـق فـرآورده    وضعيت آن

اسـت و بـه طـرق مختلـف از     درصـد   30پلاكتي حـدود  
بروز  TACO و TRALI، آلرژي، )FNHTR(جمله تب 

 CD40Lقبلي نشـان داده اسـت كـه    ي ها داده .)2(يابد مي
 هاي خوني مانند خون كامل، گلبـول  ردهدر پلاسما و فرآو

قرمــز فشــرده و فــرآورده پلاكتــي حضــور دارد و ميــزان 
CD40L  محلول در فرآورده پلاكتي كه به روش پلاكـت 

تر  ها بيش نسبت به ساير فرآورده است،فرزيس تهيه شده 
محلـول در پلاسـماي تـازه     CD40Lالبته ميزان . )8(است

 .)7(ولات ديگر استبرابر ساير محص 50، )FFP(منجمد 
CD40L  كننـده بـالقوه نوتروفيـل     مشتق از پلاكت، فعـال

ــ اســت و ادم ريــوي و فراخــواني نوتروفيــل وســيله ه هــا ب
طبـق مطالعـات انجـام    . كنـد  سپسيس را ميـانجيگري مـي  

ها بـا واسـطه تشـكيل     شده، مكانيسم فعال شدن نوتروفيل
و سـيگنال رسـاني   ) MIP2( 2 پروتئين التهـابي ماكروفـاژ  

  .)9(گيرد صورت مي CXCR2وسيله ه ب
 زمـان هاي پلاكتي در  در اين مطالعه، ميكروپارتيكل

و  كنسـانتره از آن بـه دسـت آمـده     ذخيره سازي پلاكت
هـا   اثر اين ميكروپارتيكل ،CD40L سطح پس از سنجش

هـا مـورد سـنجش و     سـازي نوتروفيـل   تحريك و فعال در
هـاي   كـل بررسي قابليـت ميكروپارتي  .بررسي قرار گرفت
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ذكر شده مربـوط بـه روزهـاي مختلـف ذخيـره پلاكـت       
هاي نوتروفيـل   كنسانتره در القاي انفجار تنفسي در سلول
  .به شيوه اين مطالعه تاكنون انجام نشده است

  

  مواد و روش ها
  تهيه ميكروپارتيكل هاي پلاكتي

هاي كنسـانتره پلاكتـي    كيسهدر اين مطالعه تجربي، 
و داخـل   قـال خـون تهـران تهيـه    انتدر روز يك از پايگاه 

هاي كنسانتره پلاكتـي   مخصوص كيسه انكوباتور -شيكر
روز صفر نگهداري كنسـانتره پلاكتـي، روز   . قرار گرفت

در روزهـاي  . خونگيري از اهداكننده و تهيه فرآورده بود
ــود   5و  3، 2 ــر هـ ــا در زيـ ــانتره هـ ــلاس  از كنسـ ، IIكـ

ــه ــرداري شــد نمون ــايو در روز هب و  شــدهبســته  3 و 2 ه
هاي محتوي  لوله. منتقل شدند مخصوص دوباره به شيكر

دقيقـه   15به مدت  g2500در دور  كنسانتره پلاكتي ابتدا
هـاي سـفيد و قرمـز     گلبـول  ،ها سانتريفوژ شدند تا پلاكت

 g16000  در دور سوپ رويـي سپس  .ندورسوب داده ش
هـا   دقيقه سانتريفوژ و رسوب ميكروپارتيكـل  15به مدت 
  .دنشستشو شدPBS  ا محلولب دو بار

غلظـت پروتئينـي    ،PBS بعد از خارج كردن محلول
وســيله دســتگاه اســپكتروفتومتر بــا ه هــا بــ ميكروپارتيكــل

همـراه   nm 595استفاده از روش برادفورد در طول مـوج  
جهـت   .گيري شـد  اندازهگاوي با استانداردهاي آلبومين 

ــتگاه  ــل از دســ ــدازه ذرات ميكروپارتيكــ ــي انــ  بررســ
Zetasizer Nano ZS Malvern  در دانشكده داروسازي

با تابانـدن نـور ليـزر بـا طـول       .دانشگاه تهران استفاده شد
هـا در   نانومتر به محلول حـاوي ميكروپارتيكـل   633موج 

نورهــاي پراكنــده شــده از محلــول  مــورد نظــر، دســتگاه
نصـب شـده در    توسط نرم افـزار  ذراتشناسايي و اندازه 

  .دستگاه محاسبه شد
  

از  ها آناثبات انشقاق (ها  تعيين ويژگي ميكروپارتيكل
 )پلاكت

هاي به دست آمده،  براي اثبات اين كه ميكروپارتيكل
هـاي   ژن هاي پلاكتي هستند، يكي از آنتي ميكروپارتيكل

ها بررسي  بر سطح ميكروپارتيكل) CD41(اصلي پلاكت 
هاي به دست آمده  ميكروليتر از ميكروپارتيكل 100. شد
كنسانتره پلاكتي داخل ميكروتيـوب ريختـه شـد و بـه      از

 كونژوگه CD41بادي منوكلونال عليه  ميكروليتر آنتي 2آن 
. اضــافه شــد ) فلوئوروســين ايزوتيوســيانات ( FITCبــا 

. دقيقه قرار داده شـد  30در يخچال به مدت   ميكروتيوب
 ليتر نرمال سالين سوسپانسيون ميلي 1سپس ميكروپارتيكل در

له حاوي ايزوتيـپ كنتـرل هـم همـراه شـد و بـا       شده و لو
   .دستگاه مورد بررسي قرار گرفت

  

  نوتروفيل سلول هاي جداسازي
ــل  ــه نوتروفي ــت تهي ــل   جه ــون كام ــه خ ــا از نمون   ه

 هــا از روش اســتفاده شــد و جهــت جداســازي نوتروفيــل
Boyum method استفاده شد به شرح زير با كمي تغيير .

ml 3  خون كامل باml 5 1ان مخلوط و به مـدت  دكستر 
گراد قرار گرفت و بعد از طي  درجه سانتي 37ساعت در 

روي فـايكول   3بـه   5انكوباسيون، سوپرناتانت بـه نسـبت   
 دقيقه سانتريفوژ 20- 25به مدت  rpm 2500اضافه شد و در 

ي محلول رويي خارج شـد و  ابعد از اين مدت محتو. شد
بـه   درصد08/0كلريد آمونيوم  ml 10رسوب باقيمانده با 

قرمز باقيمانده ليز هاي  دقيقه مواجه شد تا گلبول 30مدت 
دقيقـه در   20-25 ها به مـدت  سلولبعد از اين مدت  .ندوش

، PBSبار با محلـول   2سانتريفوژ و سپس  rpm2500دور 
ليتر بافر هنكس بـه مخلـوط    ميلي 1 شسته شدند و در انتها

هـا شـمرده    لوسيله لام نئوبـار تعـداد سـلو   ه اضافه شد و ب
ــان بلــو   آنشــدند و درصــد بقــاي  ــا اســتفاده از تريپ هــا ب

لام تهيـه  هـاي حاصـله    چنين از نوتروفيل هم .سنجيده شد
و  گرفتـه  صورتآميزي  وسيله رنگ گيمسا رنگه شد و ب

  .در زير ميكروسكوپ نوري ارزيابي شد
  

  هاي پلاكتي بر روي ميكروپارتيكل CD40Lبررسي بيان 
 هاي ميكروپارتيكلبر روي  CD40Lجهت بررسي بيان 
فلوسـيتومتري غيـر مسـتقيم،     روش پلاكتي بـا اسـتفاده از  

  از پلاكـت كنسـانتره  هاي اسـتخراج شـده    ميكروپارتيكل

ــاي  ــي   5، 3، 2در روزهـ ــرآورده پلاكتـ ــداري فـ   ،نگهـ
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ــا  ــدا ب ــي  anti-CD40L ابت ــپس آنت ــه دوم  و س ــادي لاي   ب

)anti-mouse IgG( ت كونژوكه با ماده فلورسنPE  مواجـه 
وسـيله دسـتگاه فلوسـيتومتري    ه و در نهايت نتـايج ب ـ  هشد

  .شد آناليز
  

  مواجهه نوتروفيل ها با ميكروپارتيكل هاي پلاكتي
 1-2× 106تعــداد هــاي تخلــيص شــده بــا  نوتروفيــل
درون λ 100در بافر هـنكس بـه ميـزان    ليتر  سلول در ميلي

بعـد از انجـام   . خانه اي ريختـه شـد   96هاي پليت  چاهك
 هاي مختلف ميكروپارتيكل هاي مقدماتي با غلظت مايشآز

 μg/ml 500استخراجي از كيسه هاي پلاكتي دو غلظـت  
 هاي ثابت جهت مواجهـه بـا   به عنوان غلظتμg/ml 1000و 

 هـاي سوسپانسـيون   ها مد نظر قرار گرفت و غلظت نوتروفيل
هـاي پلاكتـي جهـت     ميكروپارتيكل استخراجي از كيسـه 

بدين ترتيب محلـول  . لظت تنظيم شدرسيدن به اين دو غ
 100λبـــه  100λهـــا بـــه ميـــزان حـــاوي ميكروپارتيكـــل

دقيقـه در   30سوسپانسيون نوتروفيل ها اضافه و به مـدت  
بـا ايـن پروسـه،    ه همرا. گراد قرار گرفت درجه سانتي 37

 CD40Lو  PBS -هــا شــامل محتــوي نوتروفيــل   كنتــرل
  .نوتروفيل نيز اعمال شد -خالص شده

  

 هيدرو دي( DHR-123وسيله ه ها ب ي فعاليت نوتروفيلارزياب
  )123-رودامين 

هـا،   هـا بـا ميكروپارتيكـل    پس از مواجهـه نوتروفيـل  
، سـانتريفوژ و محلـول رويـي    2500rpmهـا در دور   نمونه

ــارج ــر 100و  خ ــت   DHR123از  ميكروليت ــا غلظ  5/2ب
دقيقـه در   30ليتـر اضـافه و بـه مـدت      ميكروگرم در ميلي

 گراد انكوبه شد و بعد از ايـن مـدت،   رجه سانتيد 37دماي 
 شسته شـده و در  rpm2500در دور  PBSها با محلول  نمونه
وسـيله دسـتگاه   ه ها اضافه شد و ب ـ سالين به آن ml 1انتها 

 در. سنجش شـد  nm536 -520فلوسيتومتري در طول موج 
نوتروفيـل   هـاي  سـلول كنترل، ميزان فلورسنس  هاي نمونه
 DHR-123 در حالـت ديگـر همـراه بـا     و PBSبـا   ههمرا

فعاليـت پايـه    بـه عنـوان  هـا   بدون افـزودن ميكروپارتيكـل  
  .نوتروفيل محسوب شد

  نوتروفيلسلول هاي تحريك 
از محلول  DHR-123براي افزايش حساسيت روش 

LPS  ايـن  .ليتر استفاده شـد  ميكروگرم در ميلي 10با غلظت 
هـاي   غلظتهاي مقدماتي با  غلظت با استفاده از آزمايش

ميكروگـرم در   10دست آمـد و غلظـت   ه ب LPS مختلف
توانســت  ليتــر، بــه عنــوان غلظــت مناســب كــه مــي  ميلــي

. تحريك كند، انتخـاب شـد   مناسبها به مقدار  نوتروفيل
آستانه فعاليت پايه نوتروفيـل   LPSكارگيري ه هرچند با ب

امـا بـا ايـن روش     بـالاتر رفـت،  حتي در نمونه كنترل نيـز  
  .اسايي و حساسيت روش افزايش يافتآستانه شن

 

  يافته ها
  بررسي اندازه ذرات ميكروپارتيكل

با تاباندن نور ليزر با  Zetasizer با استفاده از دستگاه
 هاي نانومتر به محلول حاوي ميكروپارتيكل 633طول موج 

 Zetasizer Nano ZSMalvern مشتق از پلاكت، در دستگاه
ــول،  ــده از محل ــده ش ــاي پراكن ــدازه  نوره ــايي و ان شناس

نصب شـده در دسـتگاه    افزار ها توسط نرم ميكروپارتيكل
ــاليز نورهــاي پراكنــده شــده از محلــول   .محاســبه شــد آن

هاي مشتق از پلاكت نشـان دهنـده    حاوي ميكروپارتيكل
 ها بدون آلودگي با پلاكت بود جداسازي ميكروپارتيكل

  ).1نمودار شماره (
  

 
  

ل از بررســي انــدازه ميكروپارتيكــل نتــايج حاصــ :1 نمــودار شــماره
نشان دهنده اندازه مولكـولي   Zetasizerبا استفاده از دستگاه  پلاكتي

  ومتر براي اين ميكروذرات مي باشدنان 1000كوچك تر از 
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 )ها از پلاكت اثبات انشقاق آن(ها  تعيين ويژگي ميكروپارتيكل

هاي تعيين سايز شـده   بررسي ويژگي ميكروپارتيكل
پلاكتـي بـا اسـتفاده از      ه از فـرآورده كنسـانتره  و جدا شد

اسـتفاده از   با FITCو كونژوگه با  CD41بادي عليه  آنتي
 در اين نمونه بـه عنـوان مثـال   . روش فلوسيتومتري انجام شد

هاي جدا شده در  در سطح ميكروپارتيكل CD41ميزان بيان 
  .درصد بود 44/68كنسانتره پلاكتي سازي  روز سوم ذخيره

  

  روي ميكروپارتيكل هاي پلاكتيبر  CD40Lي بيان بررس
 هاي ميكروپارتيكلبر روي  CD40Lبيان ملكول درصد

وسـيله  ه ب ـذخيـره پلاكتـي    5 و 2،3پلاكتي در روزهـاي  
ه با توجه بـه مقـادير ب ـ   .دستگاه فلوسيتومتري سنجش شد

 دســت آمــده و نتــايج حاصــل از آزمــون غيرپارامتريــك
Wilcoxon test ،ملكول  ميزان بياندرCD40L  در روزهـاي 

بـا يكــديگر مشــاهده نشــد  داري  يتفــاوت معنــ يـاد شــده 
  ).2نمودار شماره  و 1 شماره جدول(

  

  شمارش و تعيين ويژگي نوتروفيل ها
 درصد ها، آن شمارش و ها نوتروفيلبعد از جداسازي 

 درصد 4/0 با استفاده از تريپان بلو ها آن) viability( بقاي
  .دتعيين ش درصد ±80 4

  

دي هيـدرو  ( DHR-123وسـيله  ه ها ب ارزيابي فعاليت نوتروفيل
  )123- رودامين

ها با ميكروپارتيكل پلاكتي  بعد از مواجهه نوتروفيل
، درصـد  ذخيـره پلاكـت كنسـانتره    5و  3 ،2در روزهاي 
بـا اسـتفاده از    DHR123وسيله ه ها ب نوتروفيل انفجار تنفسي

 از سوسپانسيونمن در ض. دستگاه فلوسيتومتري ارزيابي شد
به عنوان كنترل منفي استفاده شـد   PBS نوتروفيل در بافر

 ها در مقايسه با ايـن سوسپانسـيون   و درصد فعاليت نوتروفيل
هــاي  سوسپانســيون حــاوي ميكروپارتيكــل .ســنجش شــد

 1000و  500هـاي   حاصل از كنسانتره پلاكتي بـا غلظـت  
. ميكروگــرم در ميلــي ليتــر مــورد ســنجش قــرار گرفــت 

ميكروگرم در ميلي ليتر سوسپانسيون حـاوي   500لظت غ
هـاي   سازي نوتروفيـل  ميكروپارتيكل پلاكتي قادر به فعال

   ).4و 3نمودارهاي شماره( )=01/0p=، 05/0p= ،01/0p(بود

ــين غلظــت  هــم ــر  ميكروگــرم در ميلــي 1000چن ليت
ــه    ــادر ب ــي ق   سوسپانســيون حــاوي ميكروپارتيكــل پلاكت

). = 04/0pday2= ،01/0pday5(بـود  ها  ي نوتروفيلزسا فعال
 اي از مشـكلات از جملـه مشـكل در    به علت ايجـاد پـاره  

 يـاي كافـه داده ،ريـها جهت فلوسيتومت ارسال آزمايش
بـا ميكروپارتيكـل   هـا  در مواجهـه نوتروفيـل    3براي روز 

  ).4 نمودار شماره(وجود نداشت 
  

هاي استخراج  بر روي ميكروپارتيكل CD40Lدرصد بيان : 1شماره  جدول
  ذخيره پلاكت كنسانتره 5و  3 ،2شده از كنسانتره پلاكتي در روز هاي 

  

   2 روز  3 روز  5 روز
  1كيسه پلاكت  61  58  81
  2كيسه پلاكت  41  49  83
  3كيسه پلاكت  70  65  85
2  8  14 SD 

83  57  57 Mean 

  

   
  

  
  

  
  

در  CD41سطحي نمودار نتايج فلوسيتومتري ميزان بيان  :2 نمودار شماره
. هاي پلاكت كنسانتره هاي به دست آمده از كيسه سطح ميكروپارتيكل

)A( هاي پلاكتي،  گيت جمعيت ميكروپارتيكل)B(  كنترل ايزوتيپ
FITC  و)C(  ميزان بيان سطحيCD41 هاي جدا شده  در ميكروپارتيكل

  دهد هاي پلاكت كنسانتره را نشان مي از كيسه
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ــماره  ــودار شـ ــي ژن   :3 نمـ ــان آنتـ ــي بيـ ــر CD40Lبررسـ ــطح  بـ سـ
جمعيــت گيــت ) A(نمــودار  .مشــتق از پلاكــت هــاي لميكروپارتيكــ
سـطح   بـر  CD40Lميزان بيـان آنتـي ژن   ) B(نمودار  ،ها ميكروپارتيكل
 61بيـان  ( ذخيره سـازي  2هاي مشتق از پلاكت در روز  ميكروپارتيكل

  را نشان مي دهند ايزوتيپ كنترل )(C نمودارو  )درصد
  

  
 

 انفجــار تنفســيمقايســه ميــانگين نتــايج حاصــل از  :4نمــودار شــماره
 500بـا غلظـت   در سـلول هـاي نوتروفيـل مواجـه شـده       هـا  نوتروفيل

به دست آمده از هاي پلاكتي  ميكروگرم در ميلي ليتر ميكروپارتيكل
ذخيره در مقايسه با نوتروفيل  5 و 3 ،2 كنسانتره پلاكتي در روزهاي

وسـيله  ه ب ـ DHR-123استفاده از ماده فلورسنس  بابافر  بامواجه شده 
  فلوسيتومتري روش

  
 

ها  نوتروفيل انفجار تنفسينتايج حاصل از  قايسه ميانگينم :5نمودار شماره 
  ميكروگـرم در   1000بـا غلظـت   هـاي نوتروفيـل مواجـه شـده      در سـلول 

كنسانتره پلاكتي به دست آمده از هاي پلاكتي  ميكروپارتيكل از ليتر ميلي
 بـافر بـا   بـا ذخيره در مقايسه با نوتروفيل مواجه شـده   5 و 2 روزهايدر 

  فلوسيتومتري روشوسيله ه ب DHR-123استفاده از ماده فلورسنس 
  

  بحث
بـه  هـاي   مطالعه مـا بـه بررسـي تـاثير ميكروپارتيكـل     

و انفجـار   سـازي  از كنسانتره پلاكتي بر فعـال  دست آمده
هــاي  ميكروپارتيكــل. پرداختــه اســتهــا  نوتروفيــل تنفســي

هاي غشايي هستند كه درنتيجـه فعاليـت    پلاكتي وزيكول
ــت ــا آزاد پلاكـ ــي هـ ــوند مـ ــه،   در .)3 ،1(شـ ــن مطالعـ ايـ

ــل ــاي    ميكروپارتيك ــتخراجي از روزه ــاي اس  5و  3 ،2ه
ــا غلظــت  و  500هــاي  نگهــداري كنســانتره اســتخراج و ب

شد كه قادر ليتر با نوتروفيل مواجه  ميكروگرم در ميلي1000
  .بودند ها نوتروفيل و القاي انفجار تنفسي در سازي به فعال

 جهت بررسي ميزان فعاليت نوتروفيـل، در اين مطالعه 
حاصل از انفجار تنفسـي بـا اسـتفاده از     ROSمحصولات 

 و روش فلوسيتومتري ارزيـابي  DHR-123 ماده فلورسنس
ز ايـن  نيز ا )10( Priorو  )4(و همكاران Xie در مقاله. شد

 تر مطالعات از محصولات در بيش. روش استفاده شده است
حاصل از انفجار تنفسي جهت بررسي فعاليـت نوتروفيـل   

ــا روش ــده   ب ــتفاده ش ــف اس ــاي مختل ــت ه ــه  اس از جمل
Chakrabart  وKaen-baochen  گيـري   كه جهت انـدازه

ــدار  ــد شــده از اكسيداســيون   ROSمق  DCFH-DAتولي
ترشحي بـا   H2O2بررسي ميزان . )12 ،11(اند استفاده نموده

اسـت   يهاي فلوسيتومتري يا الايزا نيز گزينه ديگر روش
هـا قابـل ارزيـابي     هـا فعاليـت نوتروفيـل    وسـيله آن ه كه ب ـ
 Vlaarو  2014در سـال   Gorudkoبه عنوان مثال . باشد مي
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 مطالعـه . )14 ،13(اند از اين روش استفاده كرده 2010درسال 
Vanichakarn   ميـزان ترشـح    2008و همكاران در سـال

اصـلي  شـاخص   را كموكاين يـا مـدياتورها از نوتروفيـل   
 با توجه به مطالعات. )5(فعاليت نوتروفيل در نظر گرفته است

در ارزيــابي فعاليــت  DHR-123 گيريكــاره بــ ،مختلــف
  .)10،4(آيد نوتروفيل روش مناسب و در دسترس به شمار مي

Xie   در مطالعـه   2014و همكاران در سـالin vitro 
بـا   نـد هـاي پلاكتـي قادر   نشان دادنـد كـه ميكروپارتيكـل   

هــاي  داري نســبت بــه پلاســما، نوتروفيــل ياخــتلاف معنــ
هـاي   روپارتيكـل د و تخليـه ميك نتحريك شده را فعال كن

نگهداري پلاسـماي كنسـانتره پلاكتـي     3پلاكتي در روز 
سـازي و تحريـك    باعث كاهش توانايي پلاسما در فعـال 

دسـت آوردنـد   ه ها اين نتيجه را ب آن .شود ميها  نوتروفيل
هـاي پلاكتـي    در سـطح ميكروپارتيكـل  كه  CD40Lكه 

. )4(هــا را دارد قابليــت تحريــك نوتروفيــل ،حضــور دارد
عه ما ضمن ايـن كـه همسـو بـا ايـن گونـه مطالعـات        مطال

ــرد مــي   ــه ف ــه منحصــر ب ــرا  اســت، يــك مطالع باشــد، زي
ــههــاي پلاكتــي  ميكروپارتيكــل دســت آمــده از پلاكــت  ب

كنسانتره در روزهاي مختلف ذخيره را مورد استفاده قـرار  
 CD40Lبـه نقـش    ،تر مطالعـات گذشـته   بيش .است داده

ختلـف از جملـه   هـاي م  محلول بـر روي عملكـرد سـلول   
و همكاران در  Khanاز جمله  .ها پرداخته است نوتروفيل

 هاي نوتركيب با غلظت CD40Lنشان دادند كه  2006سال 
1ng/mL-5µg/mL  داري در القـاي   يباعث افـزايش معن ـ

ها در مقايسـه بـا نمونـه كنتـرل      فعاليت اكسيداز نوتروفيل
ــافرو نوتروفيــل ( ــين در  هــم. شــود مــي) ب ــقچن ــن تحقي  اي

CD40L سوش سلولي  محلول در محيط كشتHMVEC 
 نوتروفيـل تحريـك   در حضور) TRALIعنوان مدلي از  به(

آسـيب انـدوتليال در مقايسـه بـا گـروه       بـروز  شده باعث
) تيمـار شـده اسـت    PBS كـه بـا بـافر    HMVEC(كنترل 

 در مطالعه 2010و همكاران نيز در سال  Vlaar ).7(دگرد مي
in vivo  رويRat ادنـد سـوپرناتانت حاصـل از    ، نشـان د

 داري يبه صورت معن Ratفرآورده پلاكتي تازه حاصل از 
 تزريق بافر بـه جـاي سـوپرناتانت   ( در مقايسه با گروه كنترل

 .گـردد  ميها  نوتروفيل) priming(باعث تحريك ) پلاكتي
 ها روي ديواره باعث اتصال نوتروفيل aged plateletتزريق 

هـا هيسـتوپاتولوژي    آن. شود مي اندوتليال و ادم بافت ريه
را بـا   aged plateletهـاي تيمـار شـده بـا      Ratبافت ريـه  

با تزريق كنسانتره پلاكتـي   Ratهيستوپاتولوژي بافت ريه 
تازه و تزريـق سـالين در گـروه كنتـرل مقايسـه كردنـد و       

 ــ ــاوت معن ــد   يتف ــان دادن ــروه نش ــن دو گ . داري را در اي
در بافـت ريـه،    CD40L بررسي ايمونوهيستوشـيمي بيـان  

و فــرآورده تــازه  aged platelet تفــاوتي را بــين تزريــق
سوپرناتانت حاصل از فرآورده پلاكتي تازه به . نشان نداد

تزريق بافر ( داري در مقايسه با گروه كنترل يصورت معن
) priming(باعث تحريـك  ) به جاي سوپرناتانت پلاكتي

اسـت كـه    چنـين بيـان شـده    هم ).13(ها شده بود نوتروفيل
هـاي   وسيله كنسانتره پلاكتي از فرآوردهه ب TRALIبروز 

تر است و بروز عارضه بـا طـول مـدتي كـه از      ديگر بيش
رابطه مستقيم دارد و در ايـن   ،جراحي بيمار گذشته است

در بعضـي   .هاي فعال شـده نقـش دارنـد    رخداد نوتروفيل
ــه  ــزايش يافت  CD40L اي از ملكــول مطالعــات ســطوح اف

و  )14(ســرطاني  هــاي ، بيمــاري)TRALI )7محلــول در 
بـا وجـود   . گـزارش شـده اسـت    )15(عروقـي  هاي بيماري

محلـول در ايجـاد    CD40Lشواهدي در رابطـه بـا نقـش    
TRALI،  ،از شواهدي نقيض اين موضوع نيز وجود دارد

 CD40Lكه نقش  2011در سال  Tuinmanجمله مطالعه 
  ).16(رد مي كند TRALIرا در ايجاد 

ــرف  ــا  از ط ــه م ــر مطالع ــان داد ديگ ــزايش  نش ــا اف   ب
مـــدت زمـــان نگهـــداري كنســـانتره پلاكتـــي، توانـــايي 

 ها سازي نوتروفيل هاي استخراج شده در فعال ميكروپارتيكل
هـاي   بـه ايـن ترتيـب كـه ميكروپارتيكـل     . شـود  ميتر  كم

 3 و 2 در روزهــاياز پلاكــت كنســانتره اســتخراج شــده 
قــادر بــه  ري نگهــدا  5از روز  تــر بــيش  آننگهــداري 

كــه بــا  جــايي از آن. دباشــن مـي هــا  ســازي نوتروفيــل فعـال 
افزايش مدت زمـان نگهـداري كنسـانتره پلاكتـي ميـزان      

تر شده است،  ها كم سازي نوتروفيل ها در فعال توانايي آن
دهنده اين است كه با افزايش مدت نگهداري كيسه  نشان
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 پژوهشي

 رتـري د  هاي پلاكتي قابليت كـم  پلاكتي، ميكروپارتيكل
توانـد   ها دارنـد كـه مـي    القاي انفجار تنفسي در نوتروفيل

هـا در طـول    بيانگر تغيير و آسـيب وارد شـده بـه پلاكـت    
تغييـر در  و بـه تبـع آن   ) storage lesion( زمان نگهداري
 حاضر چنين، درمطالعه هم .هاي پلاكتي باشد ميكروپارتيكل

 ها غشايي درسطح ميكروپارتيكل CD40Lميزان بيان ملكول
  .داري نداشتند يتفاوت معن 5 و 3 ،2در روزهاي 

Xie      و همكاران بـا اسـتفاده از روش وسـترن بـلات
 هاي پلاكتي ميكروپارتيكل در CD40Lندكه ميزاننشان داد
 نگهـداري كنسـانتره پلاكتـي افـزايش     5به روز  3از روز 
ها قـادر   و اين ميكروپارتيكل )p >05/0( يابد مي دار معني

و القاي انفجار تنفسـي در آن هـا    ها يلبه تحريك نوتروف
 مطالعه ما نيز با اسـتفاده از روش فلوسـيتومتري   .)4(باشند مي

سـطح   بيـان شـده در   CD40Lمقـدار  هر چنـد  نشان داد، 
 3نســبت بــه روز  5هــاي پلاكتــي در روز  ميكروپارتيكــل

 از سـوي  .باشد دار نمي يمعن افزايشافزايش داشته، ولي اين 
بــا افــزايش زمــان ه مــا نشــان داد كــه نتيجــه مطالعــديگــر 

 هـا در  نگهداري كنسانتره پلاكتي، قدرت ميكروپارتيكل
كه بيـان   حالي ، درشود ميتر  ها كم فعال سازي نوتروفيل

 ها تغييري نكـرده  در سطح ميكروپارتيكل CD40Lملكول 
دهنده اين است كه  اين موضوع نشان. گردد ميتر  يا بيش

پارتيكل پلاكتي در طي در سطح ميكرو CD40Lملكول 
 راها  سازي نوتروفيل روز نگهداري پلاكت قدرت فعال 5

كه سـاير عوامـل موجـود     تا حدي از دست داده و يا اين
 يابـد  تغييـر مـي  روز  5در ميكروپارتيكل پلاكتي در طـي  

هـا   نوتروفيـل  سـازي  در تحريـك و فعـال   كه آن عناصـر 
  .نقش دارند

ه ميـان كـنش   رسد توجـه ب ـ  روي هم رفته به نظر مي
 -تـر ارتبـاط هموسـتاز    نوتروفيـل هـر چـه بـيش     -پلاكت

 )17(التهــاب را كــه قــبلا مــورد توجــه قــرار گرفتــه اســت
 دهـد  نتايج حاصل از اين مطالعـه نشـان مـي   . روشن نمايد

هـاي   ميكروپارتيكـل در فرآورده پلاكـت كنسـانتره،    كه
ــه تحريــك و فعــال  پلاكتــي هــا  ســازي نوتروفيــل قــادر ب

لگوي تاثير آن ها بـر حسـب روز نگهـداري    و ا دنباش مي
  .كند فرآورده و غلظت آن ها تغيير مي

  
  سپاسگزاري

 نامـه كارشناسـي ارشـد    اين مقاله حاصل يـك پايـان  
بـدين وسـيله از   . باشـد  مـي  موسسه عالي طب انتقال خون

و معنوي سازمان انتقال خون ايران به خاطر حمايت مالي 
  .گردد تشكر و قدرداني مي
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