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نام نويسند گان مجله علمي پژوهشي د انشگاه علوم پزشكي ارتش جمهوري اسلامي ايران

سال هفتم    شماره 3    صفحات  149  تا  155    پاييز 1388

مقاله
تحقيقاتي

مقايسه فاكتورهاي رشد سايتوكايني در فراورده هاي سوپرناتانت پلاكتي، لايست پلاكتي 
و پلاسماي غني از پلاكت فعال شده جهت كاربردهاي درماني 

علي نوروزي عقيده1، *دكتر مريم خيرانديش2، دكتر حسن ابوالقاسمي3، دكتر احمد قره باغيان4

چكيد ه
سابقه و هدف: پلاسماي غني از پلاكت (PRP)، كنسانتره اي از پلاكت ها در حجم كمي از پلاسما است. نشان داده شده كه اثربخشي 
اين فراورده بر انواع مختلف سلول ها ناشي از آثار سينرژيك يك سري پروتئين هاي موجود در پلاكت ها، تحت عنوان فاكتورهاي 

رشد پلاكتي است. 
مواد و روش ها: در اين مطالعه تحقيقاتي (Original Article) تهيه فراورده پلاسماي غني از پلاكت فعال شده با فعال سازي پلاكت 
توسط مخلوط ترومبين وكلريدكلسيم وتهيه فراورده هاي سوپرناتانت پلاكتي و لايست پلاكتي نيز به ترتيب باسانتريفيوژكردن 
با دور بالاي (900g) پلاسماي غني از پلاكت و فرايند ذوب و انجماد پلاسماي غني از پلاكت انجام گرفت. غلظت فاكتورهاي 
رشد وهمچنين پروتئين موجود در اين فراورده ها به ترتيب با روش هاي ELISA و Bradford تعيين گرديد. جهت آناليز داده ها از 

آزمون هاي آماري Student’s t-test و ANOVA و نرم افزار SPSS استفاده شد و مقادير P<0/05 از نظر آماري معني دار تلقي گرديد.
 EGFو   TGF-β, PDGF, FGFيافته ها: بر اساس نتايج به دست آمده، غلظت پروتئين و همين طور غلظت هر چهار نوع فاكتور رشد
 .(P<0/05) در دو فراورده پلاسماي غني از پلاكت فعال شده و لايست پلاكتي به طور معني داري بيش از سوپرناتانت پلاكتي بود
همچنين مقادير PDGF و TGF-β به عنوان فاكتورهاي رشد اصلي پلاكتي در حد نانوگرم بوده و به نسبت FGF و EGF (در حد 
پيكوگرم) در هر سه فراورده سوپرناتانت پلاكتي، لايست پلاكتي و پلاسماي غني از پلاكت فعال شده به طور معني داري بيشتر بود 
(P<005). در ضمن ميزان PDGF در لايست پلاكتي و پلاسماي غني از پلاكت فعال شده با ميزان TGF-β تفاوت معني دار داشت 

(P<0/05)، اما در سوپرناتانت پلاكتي عكس اين حالت مشاهده گرديد.

نتيجه گيري: با وجود مقادير بالاي پروتئيني و فاكتورهاي EGF و FGF در روش ذوب و انجماد (لايست پلاكتي)، استخراج فاكتورهاي 
رشد با روش فعال سازي پلاسماي غني از پلاكت (پلاسماي غني از پلاكت فعال شده)، غلظت هاي بيشتري از دو فاكتور اصلي 
PFGF و TGF-β را حاصل مي نمايد. مي بايست مطالعات بيشتري صورت گيرد تا ارتباط ميزان غلظت پروتئين يا فاكتورهاي رشد 

با ميزان اثربخشي آنها بر روي سلول ها بررسي شود. 
كلمات كليدي: پلاسماي غني از پلاكت، فاكتورهاي رشد پلاكتي، سوپرناتانت پلاكتي، لايست پلاكتي، پلاسماي غني از پلاكت 
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مقدمه
پلاكت ها علاوه بر نقش شناخته شده شان در فرايند انعقاد خون، حاوي 
فاكتورهاي رشد مختلف بوده وبا رهاسازي آنها موجب القأ و تسريع 
فرايندهاي حياتي چون ترميم بافتي مي شوند (1). از اين رو درحال 
 PDGF (Platelet-derived حاضر فاكتورهاي رشد مختلف از جمله
 TGF-β (Transforming Growth Factor-β) FGF ،Growth Factor)

(Fibroblast Growth Factor) و EGF (Epithelial Growth Factor) در قالب 

 (Platelet-Rich Plasma فراورده هايي مانند: پلاسماي غني از پلاكت
 (Fibrin و يا چسب فيبريني (Platelet Gel) اتولوگ، ژل پلاكتي (PRP))

(Glue جهت بهبود نتايج حاصله در اعمال جراحي گوناگون همچون 

جراحي پلاستيك، قلب و ارتوپدي مورد استفاده قرار گرفته اند (2-5).
وزن مولكولي 30KD بوده و طيف  با  PDGF پروتئين دايمريك 

فيبروبلاست ها،  بنيادي،  سلول هاي  جمله  از  سلول ها  از  وسيعي 
كندروسيت ها و سلول هاي عضله صاف را تحريك به انجام ميتوز 
 25KD پروتئين دايمريك با وزن مولكولي TGF-β.(6 ،7) مي نمايد
است و در سطح بسياري از سلول ها از جمله سلول هاي بنيادي 
مزانشيمي، فيبروبلاست ها و استئوبلاست ها داراي گيرنده مي باشد 
(9، 8). بنا برمطالعات انجام شده FGF داراي نقش اساسي در تكامل 
سيستم هاي عروقي، عصبي و اسكلتي داشته و ترميم بافتي را تحريك 
 Cohen براي اولين بار در سال 1962 توسط EGF .(10) مي نمايد
كشف گرديد و نشان داده شد كه اين فاكتور با تاثير بر گيرنده ساير 

فاكتورها، تاثيرات غير مستقيم بر رويدادهاي سلولي دارد (11). 
علاقه شديد به استفاده از كنسانتره هاي پلاكتي از مطالعه Marx و 
همكارانش در سال 1998 منشا گرفت. وي تاثير قابل توجه ژل پلاكتي 
را بر بهبود محل پيوند استخوان فك گزارش نمود (12). از آن به بعد 
كنسانتره هاي پلاكتي به طور موفقيت آميزي در موارد باليني مختلف 
جهت ترميم بافت هاي سخت و نرم به كار گرفته شدند (13-16). 
با اين حال بين غلظت هاي مورد نياز ترومبين جهت فعال سازي 
بهينه پلاكت ها و ميزان مورد نياز آن در موارد باليني و همين طور 
تهيه مناسب ترين فراورده پلاكتي، توافق كامل حاصل نگرديده است 
(17، 12). لذا هدف ما تهيه سه نوع فراورده مختلف پلاكتي تحت 
لايست   ،(PS: Platelet Supernatant) پلاكتي  سوپرناتانت  عناوين 
پلاكتي (PL: Platelet Lysate)، پلاسماي غني از پلاكت فعال شده 
(AP: Activated Platelet-Rich Plasma) و سپس تعيين غلظت هاي 

پروتئيني و همين طور غلظت فاكتورهاي رشد مختلف در آنها بود تا با 
انجام مقايسه اين مقادير در بين اين سه فراورده ارزشمند، مناسب ترين 
فراورده پلاكتي حاوي بيشترين غلظت پروتئين و فاكتورهاي رشد 
براي جايگزين كردن آن با فاكتورهاي رشد سنتتيك، معرفي نماييم. 
چرا كه فراهم نمودن فاكتورهاي رشد سنتتيك همواره دشوار بوده و 
هزينه هاي سنگيني را به دنبال دارد. اين در حالي است كه پلاسماي 
غني از پلاكت به عنوان منبع غني از اين فاكتورها داراي مزاياي بسياري 
نسبت به فاكتورهاي سنتتيك است كه برخي از آنها عبارتند از: توليد 
و دسترسي آسان، مقرون به صرفه بودن و از همه مهمتر ايمن بودن 
(Safety) آن. به خصوص اگر به صورت اتولوگ يا خودي استفاده 

شود فاقد اثرات جانبي مانند تحريك سيستم ايمني و انتقال بيماري 
است. اما با وجود استفاده هاي گوناگون از پلاسماي غني از پلاكت و 
كسب نتايج مطلوب، انجام مطالعه اي كه در آن فراورده هاي مختلف 
پلاكتي، به طور همزمان و مقايسه اي مورد ارزيابي دقيق قرار گيرند، 

اطلاعات كاربردي مفيدي را در اختيار قرار خواهد داد. 

مواد و روش ها
مطالعه حاضر از نوع تحقيقاتي (Original Article) مي باشد.

تهيه فراورده پلاسماي غني از پلاكت
جهت تهيه اين فراورده، مطابق با مطالعات قبلي، ابتدا تعداد 5 فرد 
اهدا كننده سالم با شمارش پلاكت خون بالا انتخاب و در 5 نوبت 
كاري از آنها فراورده پلاسماي غني از پلاكت تهيه گرديد (19، 18). 
تعداد پلاكت هر يك از نمونه ها با دستگاه Sysmex K1000 در بخش 
هماتولوژي سازمان انتقال خون ايران تعيين و سپس از نتايج به دست 
آمده ميانگين گرفته شد. تهيه پلاسماي غني از پلاكت با روش 
پلاكت فرِِزيس و با دستگاه Hemonetics, MSC plus USA درمركز 
آفرزيس سازمان انتقال خون ايران انجام گرفت تا بيشترين ميزان 

پلا كت فراهم گردد.
به منظور تهيه سه فراورده سوپرناتانت پلاكتي، لايست پلاكتي و 
پلاسماي غني از پلاكت فعال شده، فراورده پلاسماي غني از پلاكت، 
بلافاصله پس از تهيه به سه بخش با حجم هاي برابر تقسيم گرديد.

تهيه فراورده سوپرناتانت پلاكتي
جهت تهيه اين فراورده و تا حد امكان جهت ممانعت از خروج 
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على نوروزى عقيده و همكاران 151مقايسه فاكتورهاى رشد سايتوكاينى در فراورده هاى سوپرناتانت پلاكتى، لايست پلاكتى و ...

فاكتورهاي مختلف از پلاكت ، پلاسماي غني از پلاكت تهيه شده در 
  900gمرحله قبل، بلافاصله پس از تهيه و به مدت 45 دقيقه و با دور
سانتريفيوژ شد و مايع رويي شفاف توسط پيپت پاستور برداشت گرديد.

تهيه فراورده لايست پلاكتي
به منظور تهيه فراورده لايست پلاكتي، ابتدا فراورده پلاسماي غني 
از پلاكت به مدت 24 ساعت در دماي C° 80- نگهداري و سپس 
دماي  در  پروتئين ها   (Denaturation) تقليب  از  جلوگيري  جهت 
C° 8 تا 2 به آرامي ذوب گرديد. پس از ذوب كامل، سوسپانسيون 
حاصل به مدت 45 دقيقه و دورg 900سانتريفيوژ گرديد تا ذرات 
وقطعات پلاكتي شناور به طور كامل ته نشين شوند. مايع رويي 
شفاف توسط پيپت پاستور برداشته و به عنوان لايست پلا كتي در 

آزمايش ها استفاده شد.

تهيه فراورده پلاسماي غني از پلاكت فعال شده
جهت تهيه فراورده پلاسماي غني از پلاكت فعال شده، بر اساس 
آنچه كه در اغلب مقاله ها به آن اشاره شده بود، ابتدا 100 واحد بين 
المللي (IU) ترومبين انساني (شركت Sigma) با يك ميلي ليتر از 
 IU تركيب و سپس (Sigma شركت) محلول كلرور كلسيم 10درصد
250 از تركيب حاصل با 100 ميلي ليتر از فراورده پلاسماي غني 
از پلاكت مخلوط شد (18). سپس مخلوط به دست آمده به مدت 
 (Clot 30 دقيقه در دماي اتاق انكوبه گرديد تا فرايند انقباض لخته
(Retraction به طور كامل رخ دهد. پس از اتمام زمان انكوباسيون و 

بررسي ماكروسكوپي نمونه، جهت اطمينان از تشكيل لخته متراكم 
پلاكتي، اين تركيب به مدت 10 دقيقه با دور  900gسانتريفيوژ شد 
و مايع رويي با دقت توسط پيپت پاستور برداشت گرديد. جهت 
اندازه گيري غلظت پروتئين و همين طور غلظت فاكتورهاي رشد، 
هر سه فراورده در حجم هاي معين توزيع (Aliquot) گرديده و به 

فريزر C° 80- انتقال يافتند.

اندازه گيري غلظت پروتئين
پروتئيني  غلظت  اندازه گيري  جهت  موجود،  روش هاي  بين  در 
فراورده هاي سوپرناتانت پلاكتي، لايست پلاكتي و پلاسماي غني 
از پلاكت فعال شده روش استاندارد Bradford انتخاب گرديد (20). 

اين روش با استفاده از واكنشگر CBBG250 (شركت Sigma) و بر 
اساس دستورالعمل شركت سازنده انجام گرفت. جهت تهيه محلول 
  (BSA:پروتئين استاندارد مورد نياز اين روش از آلبومين سرم گاوي
(Bovine Serum Albumin 22 درصد استفاده گرديد (20). جهت بالا 

بردن دقت و كاهش ميزان نمونه و واكنشگر مورد نياز، به جاي 
 ELISA استفاده شد و نتايج با دستگاه ELISA لوله آزمايش از پليت
Reader (Lab System-Multiskan) در طول موج 600 نانومتر قرائت 

گرديد.جهت بالا بردن دقت و صحت نتايج، اندازه گيري پروتئين در 
مورد هر يك از فراورده ها در سه نوبت كاري مختلف و به صورت 
دوبل در دو چاهك انجام گرفت و سپس از نتايج به دست آمده 

ميانگين گرفته شد.

سوپرناتانت  فراورده هاي  در  رشد  فاكتورهاي  غلظت  تعيين 
پلاكتي، لايست پلاكتي و پلاسماي غني از پلاكت فعال شده 

:ELISA با روش
از كيت هاي تجاري ELISA (Quantikine, R&D Systems) جهت تعيين 
  (DFB50) FGF, (DB100B) TGF-β ,(DHD00B) غلظت 4 فاكتور رشد
PDGF وEGF (DEG00)  و بر اساس دستورالعمل شركت سازنده، 

به طور خلاصه به شرح ذيل استفاده گرديد: پس از تهيه تمامي 
واكنشگرها، مقادير معين از محلول هاي استاندارد، كنترل و نمونه در 
داخل چاهك هاي مربوطه ريخته و پس از طي زمان انكوباسيون, به 
ترتيب طي دو مرحله انكوباسيون و شستشو بين مراحل، محلول هاي 
كنژوگه و محلول سوبسترا افزوده شد. در مرحله انتهايي نيز پس از 
افزودن محلول متوقف كننده، جذب نوري نمونه ها در طول موج 
570-540 نانومتر قرائت شد. به منظور بالا بردن دقت و صحت 
نتايج، اندازه گيري غلظت هريك از فاكتورها درسه نوبت كاري 
مختلف و به صورت سه گانه (Triplicate) در دو چاهك انجام گرفت.

 One-Way, ANOVA,Student’s جهت آناليز داده ها از آزمون هاي آماري
t-test و نرم افزار SPSS استفاده شد و مقاديرP<0/05 از نظر آماري 

معني دار تلقي گرديد.

يافته ها
شمارش پلاكت

همان طور كه در بخش قبل شرح داده شد 5 واحد پلاسماي غني از 
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پلاكت از 5 اهدا كننده سالم تهيه و پس از شمارش پلاكت هر يك 
از واحدها، از نتايج به دست آمده ميانگين گرفته شد. بر اين اساس 
تعداد پلاكت در فراورده پلاسماي غني از پلاكت پس از انجام 
 0/15×109/ml به طورميانگين  Sysmex K1000شمارش با دستگاه

±109×1/066 بود.

غلظت پروتئين و غلظت فاكتورهاي رشد
غلظت هاي پروتئيني در فراورده هاي سوپرناتانت پلاكتي، لايست 
 ،460±6 mg/ml پلاكتي و پلاسماي غني از پلاكت فعال شده به ترتيب

5 ±490 و4 ±480 تعيين شد. (جدول شماره 1) 

N=5 ,SD: Standard Deviation (تعداد نمونه هاي PRP تهيه 

شده)
فرايند ذوب و انجماد(Freezing and Thawing)  پلاسماي غني از 
پلاكت درقالب فراورده لايست پلاكتي و همچنين دگرانولاسيون 
پلاكت هاي فعال شده در اثر مجاورت با مخلوط ترومبين و كلرور 
كلسيم در قالب فراورده پلاسماي غني از پلاكت فعال شده، منجر 
 FGF,TGF-β, PDGF به رهاسازي انواع پروتئين ها از جمله فاكتورهاي
و EGF گرديد و غلظت پروتئين و غلظت هر چهار نوع فاكتور رشد 
در اين دو فراورده، به طور معني داري بيش از فراورده سوپرناتانت 
 FGF,TGF-β, PDGF غلظت هر يك از فاكتورهاي (P<005) پلاكتي بود
و EGF و همچنين غلظت پروتئين در فراورده لايست پلاكتي به 
 ،10/2±1/3 pg/ml ،16/0±3/0 ng/ml ،18/1±1/9 ng/ml ترتيب
پلاسماي  فراورده  در   ،490±  5  mg/ml و   31/0±4/0  pg/ml

 ،19/0±3/0  ng/ml،23/0±2/1 ng/ml غني از پلاكت فعال شده
pg/ml ،7/4±1/0 pg/ml 3/0±23/3 و mg/ml 5 ±480 و در فراورده 

 ،4/5±0/4   ng/ml،0/24±0/03  ng/ml نيز  پلاكتي  سوپرناتانت 

pg/ml ،0/8±0/06 pg/ml 0/3±2/6و mg/ml 6 ±460 بود). همين طور 

مقادير PDGF و TGF-β به عنوان فاكتورهاي رشد اصلي پلاكتي نسبت 
به FGF و EGF در هر سه فراورده سوپرناتانت پلاكتي، لايست پلاكتي 
و پلاسماي غني از پلاكت فعال شده به طور معني داري بيشتر بود 
(P<005). در ضمن ميزان PDGF در لايست پلاكتي و پلاسماي 

غني از پلاكت فعال شده (به ترتيب 1/9±1/ 18و 23/0±2/1) 
معني دار  تفاوت  و19/0±3/0)   16/0±3/0)  TGF-β ميزان  با 
داشت. هر چند در سوپرناتانت پلاكتي (PDGF::0/24±0/03 و 

 ،(PS) جدول 1- مقايسه غلظت پروتئين بين سه فراورده سوپرناتانت پلاكتي
لايست پلاكتي (PL) و پلاسماي غني از پلاكت فعال شده (AP) كه با روش 

Bradford اندازه گيري شده است.

Platelet products 
Protein concentration 

(mg/ml) mean±SD 

Platelet Supernatant 460±6 

Platelet Lysate (mg/ml) 490±5 

Activated Platelet-Rich Plasma (mg/ml) 480±4 

 ng/ml بر حسب TGF-β و PDGF نمودار 1- مقايسه غلظت فاكتورهاي رشد
بين سه فراورده سوپرناتانت پلاكتي (PS)، لايست پلاكتي (PL) و پلاسماي 
غني از پلاكت فعال شده (AP) در غلظت پروتئيني mg/ml 50. همان طور كه 
توضيح داده شد، غلظت اين فاكتورها با روش ELISA اندازه گيري شده است.

نمودار 2- مقايسه غلظت فاكتورهاي رشد FGF و EGF بر حسب pg/ml بين 
سه فراورده سوپرناتانت پلاكتي (PS)، لايست پلاكتي (PL) و پلاسماي غني 

50 mg/ml در غلظت پروتئيني (AP) از پلاكت فعال شده
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 TGF-β عكس اين حالت مشاهده گرديد و ميزان (TGF-β: 4/5±0/4
بيشتر بود (P<0/05). (نمودارهاي 1، 2).

بحث و نتيجه گيري
پلاسماي غني از پلاكت، كنسانتره اي از پلاكت هاي انساني در يك 
حجم كم از پلاسما است و به خاطر غني بودن از پلاكت، كنسانتره اي 
از فاكتورهاي رشد به حساب مي آيد. اين فاكتورهاي موجود در 
گرانول هاي آلفاي پلاكت كه از قبل ذخيره شده و يا به تازگي سنتز 
شده اند، پس از رهاسازي ناشي از فعال سازي يا تخريب مكانيكي 
پلاكت، آثار خود را بر روي سلول هاي هدف داراي گيرنده، اعمال 
مي كنند (21، 12). مطالعات مختلف نشان داده اند كه طيف وسيعي 
از انواع سلول ها داراي گيرنده براي اين فاكتورها مي باشند. از اين 
رو امروزه پلاسماي غني از پلاكت در قالب فراورده هاي متنوع 
از جمله پلاسماي غني از پلاكت فعال شده، ژل پلاكتي يا چسب 
فيبريني به عنوان يك منبع غني از فاكتورهاي رشد انساني جايگاه 
ويژه اي در بحث سلول درماني (Cell Therapy) و مهندسي بافت 

(Tissue Engineering) پيدا كرده است (22، 18).

در اين تحقيق فراورده پلاسماي غني از پلاكت با روش پلاكت 
فرزيس تهيه گرديد تا ضمن به دست آمدن شمارش پلاكتي بالا، 
كمترين آلودگي فرآورده توسط گلبول هاي سفيد حاصل گردد، زيرا 
طبق مطالعات انجام شده، حضور گلبول هاي سفيد تاثير زيادي بر 
ميزان فاكتورهاي رشد پلاسماي غني از پلاكت دارد. شمارش پلاكت 
 ml (Mean±SD) در فراورده پلاسماي غني از پلاكت به طور متوسط
/109×0/15 ±109×1/066 بود كه از اين نظر با مقاله هاي مشابه، 
 Ogino و  Schallmoser ،Martineauنظير مطالعات انجام شده توسط

مطابقت داشت (23-25، 18). 
اتصال  روش  سه  بين  از  پلاكتي  لايست  فرآورده  تهيه  جهت 
(Adhesion)، فعال سازي (Activation) و ليز نمودن (Lysing)، به دليل 

سهولت انجام، هزينه كم، كمترين دستكاري و احتمال كمتر آلودگي 
باكتريال از روش سوم يعني ليز پلاكت ها توسط فرايند انجماد و 

ذوب استفاده شد (27، 26).
 Lacoste و Martineau براساس مطالعات مختلف، به خصوص مطالعه
كه در آن غلظت فاكتورهاي پلاكتي در زمان هاي مختلف انكوباسيون 
پلاسماي غني از پلاكت با مخلوط ترومبين و كلسيم اندازه گيري 

شد، ما نيز اين مخلوط را به نسبت 10 به 1 و به مدت 30 دقيقه 
انكوبه كرديم تا بيشترين غلظت فاكتورهاي رشد پلاكتي حاصل 

گردد (18).
در مطالعه ما همانند نتايج به دست آمده از مطالعات انجام شده 
توسط Martineau، Kilian  و Ogino، فاكتورهاي PDGF و TGF-B از 
غلظت بالاتري نسبت به ساير فاكتورهاي رشد برخوردار بودند 

.(11 ،18 ،24)
از طرفي بر خلاف مطالعه Martineau، ميزان TGF-βدر سوپرناتانت 
پلاكتي بيشتر از PDGF-AB بود. همچنين مشاهده شد كه مقادير

FGF و EGF در لايست پلاكتي بيش از پلاسماي غني از پلاكت 

فعال شده است كه به احتمال زياد اين مسئله نشانگر آن است كه 
به دنبال فعال سازي پلاكت، اين دو فاكتور رشد به طور كامل از 
گرانول هاي آلفاي پلاكتي تخليه نشده، درحالي كه در روند تهيه 
لايست پلاكتي با تخريب مكانيكي پلاكت، اين دو فاكتور به ميزان 

بيشتري از گرانول ها آزاد مي گردند (18).
مطالعات آزمايشگاهي (Invitro) نشان مي دهند كه غلظت فاكتورهاي 
رشد مختلف بسته به روش تهيه پلاسماي غني از پلاكت، شمارش 
پلاكت ها، حضور سلول هاي ديگر از جمله لكوسيت ها و مكانيسم 

رهاسازي محتويات پلاكتي، متغير مي باشد (28، 23).
نتايج  همانند  مقايسه غلظت هاي پروتئين بين اين سه فرآورده، 
مربوط به غلظت هاي فاكتورهاي رشد مؤيد آن است كه مطابق با 
نتايج مطالعه Kilian به دنبال فعال سازي پلاسماي غني از پلاكت، 
 (480 mg/ml) غلظت  پروتئيني پلاسماي غني از پلاكت فعال شده
نسبت به سوپرناتانت پلاكتي (460mg/ml) افزايش يافته و در مورد 
لايست پلاكتي (490mg/ml) نيز مطابق با نتايجي كه از مطالعات 
Doucet و Kaps به دست آمده، به خاطر تخريب كامل ساختمان 

پلاكت و حداكثر آزادسازي ساير پروتئين هاي پلاكتي علاوه بر 
آزادسازي بيشتر پروتئين هاي درون گرانول هاي پلاكتي، محتواي 
پروتئيني بيش از پلاسماي غني از پلاكت فعال شده و سوپرناتانت 

پلاكتي است (26، 25، 11).
براساس مطالبي كه در مطالعة Marx در سال2004 به آن اشاره شده، 
فاكتورهاي رشد موجود در گرانول هاي آلفاي پلاكتي به شكل 
غيرفعال و نامحلول حضور دارند و به محض فعال  شدن پلاكت، 
گرانول هاي آلفا با غشأ پلاكت تركيب شده و در اين حين زنجيره هاي 
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جانبي كربوهيدراتي به ساختمان اين فاكتورها افزوده مي شود تا به 
شكل فعال زيستي (Bioactive) و عملكردي (Functional) خود درآيند 
و بتوانند به شكل محلول در پلاسما، اثرات خود را بر سلول ها اعمال 
نمايند. از اين رو درصورت آسيب مكانيكي پلاكت ها و رهاسازي 
مكانيكي فاكتورهاي آن كه به طور عمده به شكل غيرفعال و ناكامل 
هستند، اين فاكتورها نخواهند توانست اثراتي همانند فاكتورهاي 

كامل رها شده توسط پلاكت طبيعي از خود بروز دهند (29).
از سويي ديگر مشاهدة محتواي بيشتر پروتئين و همچنين فاكتورهاي 
رشد در لايست پلاكتي نسبت به سوپرناتانت پلاكتي اين تصور را در 
ذهن ايجاد مي نمايد كه تاثيرات لايست پلاكتي بيشتر از سوپرناتانت 
پلاكتي خواهد بود، اما مي بايستي به اين نكته توجه داشت كه 
مقادير زياد فاكتورهاي غيرعملكردي در لايست پلاكتي، مي تواند 
گيرنده هاي فاكتورهاي رشد را در سطح سلول هدف اشباع نموده 
وبه صورت رقابتي مانع از آن شود كه مقادير كم فاكتورهاي فعال 
از قبل ترشح شده در لايست پلاكتي توسط پلاكت بتوانند اثراتي 
برابر با سوپرناتانت پلاكتي از خود نشان دهند، اين در حالي است 
كه مقادير كم فاكتورهاي فعال موجود در سوپرناتانت پلاكتي به 
دليل عدم حضور فاكتورهاي غيرعملكردي، قادر خواهند بود با 

اتصال به گيرنده هاي موجود در سطح سلولهاي هدف، اثرات خود را 
اعمال كنند. لذا جهت مشخص شدن اين موارد مي بايست مطالعات 
بيشتري صورت گيرد. در پايان با توجه به نتايج به دست آمده بار 
ديگر به اين مسئله مهم اشاره مي كنيم كه فاكتورهاي رشد پلاكتي به 
دلايلي مانند ايمني بالا، دسترسي آسانتر و صرف هزينه هاي توليدي 
كمتر، مي توانند جايگزين مناسب براي روش هايي گردند كه در آنها 
از فاكتورهاي سنتتيك استفاده مي شود. ضمن اينكه امروزه مقادير 
بسيار كمي از فاكتورهاي رشد سنتتيك جهت استفاده هاي باليني 
در دسترس مي باشد. مجموع موارد ذكر شده، پلاسماي غني از 
پلاكت را به عنوان منبع مفيد و موثر از فاكتورهاي رشد فيزيولوژيك 

معرفي مي نمايد.

تقدير و تشكر
بدينوسيله از مسؤولين و همكاران گرامي در بخش هاي مختلف 
سازمان انتقال خون ايران، به خصوص بخش ايمونولوژي و مركز 
آفرزيس، به دليل همكاري صميمانه شان كمال تشكر و قدرداني 

را ابراز مي داريم.
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Abstract

Background: Platelet-Rich Plasma (PRP) is a concentration of human platelets in a small volume of 
plasma. It has been shown that effects of this product on various cell types is due to synergistic effects of 
some proteins of platelet alpha granules as platelet growth factors. The purpose of this study is definition of 
the more efficient platelet product, with higher protein and growth factor concentration for using in various 
applications.

Materials and Methods: In this study, platelet-rich plasma was isolated by apheresis method. Activated 
Platelet-rich Plasma (AP) was prepared by platelet activation by thrombin and calcium chloride. Platelet 
Supernatant (PS) and Platelet Lysate (PL) preparation was performed by high speed centrifugation (900g), 
and freezing and thawing of platelet rich plasma, respectively. The growth factors and protein concentrations 
in these platelet products were measured by ELISA and Bradford methods, respectively. 

Results: Platelet concentration of Platelet-rich Plasma was 1.066×109 ± 0.15×109 /ml (Mean ± SD). 
According to the results, concentrations of PDGF, TGF-β, FGF, EGF and protein were few in Platelet 
Supernatant (0.24±0.03 ng/ml, 4.5±0.4 ng/ml, 0.8±0.06 pg/ml, 2.6±0.3 pg/ml and 460±6 mg/ml, respectively) 
and significantly increased by platelet activation (23.0±2.1 ng/ml, 19±3.0 ng/ml, 7.4±1.0 pg/ml, 23.3±3.0 pg/
ml and 480±4 mg/ml, respectively) or freezing and thawing of PRP (18.1±1.9 ng/ml, 16.0±3.0 ng/ml, 10.2±1.3 
pg/ml, 31.0±4.0 pg/ml and 490±5 mg/ml, respectively) (P<0.05). We showed that concentration of PDGF and 
TGF-β as two major platelet growth factors is significantly higher than FGF and EGF in all of three platelet 
products (P<0.05). We also found that FGF and EGF concentrations are significantly higher in Platelet Lysate 
(10.2±1.3 and 31.0±4.0) than Activated Platelet-rich Plasma (7.4±1.0 and 23.3±3.0) (P<0.05), and TGF-β in 
Platelet Supernatant (4.5±0.4), in contrast to two other platelet products, is significantly higher than PDGF 
(0.24±0.03) (P<0.05).

Conclusions: Preparation of Platelet-rich Plasma by apheresis method, gives a high platelet count. 
Protein extraction by PRP activation yields a higher concentration of two major factors (PDGF and TGF-β), 
in spite of higher amounts of protein, FGF and EGF in Platelet Lysate. More studies are needed to define the 
relation between higher growth factor concentration or protein content and effects in various applications.

Keywords: Platelet Growth Factors, Platelet-rich Plasma, Platelet Supernatant, Platelet Lysate, Activated 
Platelet-rich Plasma
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