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چکیده
روز نگهداري شده و در صورت عدم استفاده دور 5تا 3خون به طور کلی در بانکهاي خون به مدت هايپلاکت:زمینه و هدف

:IPMبل تزریقپلاکت قاءفراورده غشا. شوندمیریخته  Infusible Platelet Membrane)(ي تازه یا تاریخ گذشته هااز پلاکت
طبق استاندارهاي . نمایدمینظیر خرگوش را تصحیح کشود و کاهش زمان خونریزي در حیوان ترومبوسیتوپنیمیانسانی تهیه 

استفاده شد و فراورده مورد آزمایش به موش آزمایش تعیین سمیت زایی اززیستیي دارویی هافارماکوپه اروپا جهت فراورده
.در مدل حیوانی موش مورد ارزیابی قرار گرفتIPMدر این مطالعه بررسی اثر سمیت زایی غیر طبیعی فراورده . گرددمیتزریق 

آمیختهپلاکت ابتدا. از پلاکتهاي تاریخ منقضی استفاده گردید، IPMتولید فراوردهدر این مطالعه تجربی جهت:هامواد و روش
ساعت با 20ي ویروسی و باکتریایی به مدت هابه منظور غیر فعال کردن آلودگی. شده و با اعمال روش ذوب و انجماد لیز گردید

استفاده از پایدارکننده سدیم کاپریلات پاستوریزه شده و با ساکارز و سرم آلبومین انسانی فرموله گشته ودر انتها لیوفیلیزه 
عدد موش سالم به وزن 5میلی گرم در کیلوگرم به صورت داخل وریدي به 2با غلظت فراورده از میلی لیترنیم میزان. گردید

. گرم تزریق گردید22تا 17
نمیرند، فراورده مورد قبول هاساعت پس از تزریق اگر هیچیک از موش24مطابق قوانین فارماکوپه اروپا ظرف مدت :هایافته
همچنین، . گرددگردد و اگر فقط یک موش بمیرد آزمایش تکرار میمیگر بیش از یک موش بمیرد آزمایش رد گردد و امیواقع 

.موش زنده ماندند5در آزمایش ما هر 
در حیوان فاقد هاعنوان یک جایگزین مناسب براي پلاکته بIPMدراین تحقیق نتایج نشان دادند فراورده :گیرينتیجه
تواند بالقوه به عنوان جایگزین میه و امکان آن را دارد که در مطالعات بالینی مورد استفاده قرار گیرد و زایی و ایمن بودسمیت

.باید انجام گیردمختلف ایمنی آن نیز جوانبیید أبا این حال مطالعات بیشتري جهت ت. پلاکتی در آینده مصرف شود
زاییی، سمیتلاکتپيهابل تزریق، جایگزینقاغشا پلاکت :کلیديهاي واژه
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در موش) IPM(بل تزریققاپلاکت ءغشابررسی اثر سمیت زایی1092

1393، سال 11، شماره 13وره دمجله دانشگاه علوم پزشکی رفسنجان

مقدمه
مینقش مهها، اجزاء کوچک سلولی هستند کهپلاکت

جهت بیماران مبتلا به . عهده دارنده در هموستاز طبیعی ب
کاهش پلاکت و یا اختلال عمل پلاکت، تزریق پلاکت 

هاي پلاکت.تواند در جلوگیري از خونریزي موثر باشدمی
روز 5تا 3مدت هاي خون به خون به طور کلی در بانک

نگهداري شده و در صورت عدم استفاده در این مدت حجم 
هاي تاریخ منقضی دور ریخته شده و عملا زیادي از پلاکت

کارایی نداشته و هزینه بالایی را به مراکز انتقال خون 
لذا بررسی امکان استفاده درمانی از . سازدمیتحمیل 

جهت حفظ هاي تاریخ منقضی به صورت لیوفیلیزهپلاکت
تواند نقش مهمی را در میو نگهداري طولانی مدت آن 

رفع نیاز بیماران و حل مشکلات مراکز انتقال خون داشته 
در ،از طرفی در شرایط بحرانی و بلایاي طبیعی. باشد

مواقعی که امکان دسترسی به فراورده پلاکت براي همه 
،وجود ندارد این فراورده لیوفیلیزه دارویی جایگزین

از این .مورد استفاده قرار گیردمینتواند جهت مصدومی
ي پلاکتی هاهاي زیادي در جهت تهیه جایگزینتلاشرو 

فعال از نظر هموستاز که امکان نگهداري طولانی مدت آنها 
ذرات که به دلیل این. ]1[وجود دارد انجام شده است

ي هاي سالم ویژگیهاپلاکتی همانند پلاکتکوچک
ی دارند براي محققین منطقی است که اثرات هموستاتیک

بالقوه جایگزینی پلاکتی آنها را مورد بررسی قرار دهند
به طور کلی مطالعات انجام شده در این زمینه محدود .]2[

Cypressتنها یک شرکت آمریکایی به نام . باشدمی

Bioscience این فراورده را تولید نموده و هم اکنون در
مون بالینی قرا دارد و نتایج حاصل سالم آز3مرحله فاز 

نداشتن عوارض جانبی و عدم افزایش خطر ،بودن محصول

در مطالعه .]3- 4[ترومبوز را در گیرندگان نشان داده است
دیگري اثرات هموستاتیک فعالیت موضعی پیش انعقادي 
در محل ضایعات عروقی در شرایط ترومبوسایتوپنی مورد 

ثرات چسبندگی پلاکتی را در شرایط تحقیق قرار گرفته و ا
آقاي . ]5[ترومبوسایتوپنیک متوسط نشان داده است

Bodeي لیز شده هااند که پلاکتنشان دادهشو همکار
توانند زمان انعقاد را در آزمایش خون هپارینه کاهش می

مطالعات دیگري در خصوص روش ،همچنین. ]6[دهند
ی آن اثرات که در طتهیه غشاء پلاکت انجام شده

هموستاتیک غشاء پلاکت قابل تزریق، در شرایط 
.]7-8[آزمایشگاه و حیوان مورد تحقیق قرار گرفته است

لازم به ذکر است قبل از شروع کار آزمایی بالینی داروي 
تزریقی در انسان علاوه بر موثر بودن دارو و استریلیزاسیون 

نیز، بایست از سمیت زایی آن در حیوان آزمایشگاهیمی
زایی دارو در سمیتتعیین وضعیت . اطمینان حاصل نمود

حیوانات از عوامل مهم در مقبولیت یک داروي تزریقی 
به طور .]9[باشدمیطبق قوانین فارماکوپه اروپا و امریکا 

تهیه فراورده غشا پلاکت قابلمطالعه، این از کلی هدف 
يهااز کیسهبه عنوان جایگزین پلاکت )IPM(تزریق 

و پلاکت تاریخ منقضی سازمان انتقال خون ایران 
زایی این فراورده در مدل ثیر سمیتأتارزیابی،همچنین

با انجام . باشدمیحیوانی، موش سفید کوچک آزمایشگاهی 
را در صورت مقبولیت )IPM(توان داروي میاتاین مطالع

.تر نمودفاز حیوانی به فاز انسانی نزدیکاز

هامواد و روش
در ابتدا . باشدمیین پژوهش یک مطالعه تجربی ا

واحدهاي پلاکت تاریخ منقضی از پایگاه انتقال خون تهران 
نمونه هاي سفید و قرمز، جهت حذف گلبول. تهیه شد
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1093و همکارانزادهستاره جعفرقلی

1393، سال 11، شماره 13دوره مجله دانشگاه علوم پزشکی رفسنجان

درجه با دور22دقیقه در دماي 15مدت پلاکت به 
rpm1000منظور جداسازي ه سپس ب. سانتریفیوژ گردید

که حاوي این سانتریفیوژپلاکت، مایع روي حاصل از
دقیقه در دماي 30پلاسماي غنی از پلاکت بوده به مدت 

سانتریفیوژ شد و رسوب rpm2500درجه با دور22
سرم فیزیولوژي(%9پلاکت حاصل در محلول کلرور سدیم 

سازي غشاي سلول پلاکت، جهت خرد. حل گردید) تزریقی
24ه مدت بگراد سانتیدرجه -50در دماي فراورده فوق

ساعت منجمد شد و پس از آن در دماي اتاق حداقل به 
این فرایند . مدت یک ساعت قرار داده شد تا ذوب گردد

سازي غشا و به منظور خالصسپس. سه بار تکرار گردید
به حذف محتویات درون سلولی پلاکت، فراورده مجدداً

با دورگراد سانتیدرجه 22دقیقه در دماي 30مدت 
rpm2500و با محلول کلرور سدیم سانتریفیوژ شد

رسوب . شستشو داده شد) تزریقیسرم فیزیولوژي%(9/0
حاصله جهت اعمال پاستوریزاسیون در حضور پایدارکننده 

با غلظت ) ساخت شرکت مرك، آلمان(سدیم کاپریلات
درجه 60ساعت در دماي 20مولار به مدت 2/0

زیستیي دارویی اهفراورده. نگهداري گردیدگراد سانتی
به این . باید مورد غیر فعالسازي ویروسی قرار گرفته شوند

درجه که به خوبی 60منظور پاستوریزاسیون در انکوباتور 
،همچنین. هوا در آن گردش داشت صورت پذیرفت

. پاستوریزاسیون در درجه حرارت یکنواختی انجام گرفت
ک مولارفراورده حاصل پس از پاستوریزاسیون با ساکارز ی

% 1/0و سرم آلبومین انسانی ) آلمانساخت شرکت مرك، (
هاي فرموله گردید و در ویال) ساخت شرکت مرك، آلمان(

در پایان . لیتري در شرایط استریل توزیع شدمیلی12
ها جهت لیوفیلیزاسیون به مرکز انستیتو پاستور کرج ویال

پس . ندمنتقل شده و در دستگاه لیوفیلیزاتور قرار داده شد

از اتمام فرایند تولید، جهت حصول اطمینان از سلامت 
در پایان جهت .انجام گرفتآزمایش استریلیتی محصول 

عدد موش سالم به 5زایی فراورده، تعداد بررسی سمیت
درجه حرارت اتاق . گرم انتخاب گردید22تا 17وزن 

رطوبتوگرادسانتیدرجه22تا20دامنهدرنگهداري
پس از سپري شدن دوره . گردیدحفظ% 60حدوددر

سازگاري مطابق با استاندارد فارماکوپه اروپا، فراورده 
)IPM( میلی لیتربه میزان نیم) غلظتIPM 2حدود

به صورت داخل وریدي در فاصله )  گرم در کیلوگرممیلی
تزریق شده و سلامت هاثانیه به موش30تا 15زمانی 
. ]9[آن تحت نظر قرار گرفتساعت پس از24تا هاموش

المللی قوانین در این پژوهش طبق استانداردهاي بین
اخلاقی رفتار با حیوانات آزمایشگاهی، توسط متخصص 

.دامپزشک و جراح رعایت گردید

نتایج
ي خونی آزمایش هامطابق فارماکوپه اروپا جهت فراورده

ي هوازي،هااز نظر باکتري2-6-1به شماره استریلیتی
در .انجام شدي کشت هادر محیطهابیهوازي و قارچ

باید منفی باشد تا هانتیجه کشتلیتی یآزمون استر
روز انکوباسیون 7پس از. گرددمورد قبول واقعفراورده 

ونه رشد میکروبی مشاهده چگي کشت شده، هیهامحیط
مطابق با مستندات فارماکوپه اروپا، معیار تعیین . نگردید

ي تزریقی با مردن یا نمردن مدل هافراوردهسمیت زایی 
پس از تزریق فراورده به .شودمیحیوانی موش تعیین 
مده نشان داد نمونه در دوز قابل آموشها نتایج بدست 

گرم در میلی2حدود IPMغلظت (لیترمیلیتزریق نیم 
بوده و معیار فارماکوپه اروپا را در مورد میغیر س) کیلوگرم
.]9[نموده است(pass)تزریقی پاس ي هافراورده
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در موش) IPM(بل تزریققاپلاکت ءغشابررسی اثر سمیت زایی1094

1393، سال 11، شماره 13وره دمجله دانشگاه علوم پزشکی رفسنجان

بحث
ي کنترل کیفی داروهاي تزریقی مشتق هایکی از روش

کهباشد،میزایی از پلاسما آزمایش تعیین سمیت
زا سمیت. اندکید کردهأي اروپا و آمریکا بر آن تهافارماکوپه

بودن یک فراورده ممکن است منجر به شوك یا مرگ 
ي های فراورده در محیطنتایج کشت منف. حیوان گردد

يهاکشت نشان داد، که فراورده تولیدي فاقد آلودگی
این امر بیانگر آن است که . استباکتریاییویروسی و

روش پاستوریزاسیون در مورد محصول تولیدي به خوبی 
یک روش مناسب جهت از بین بردن عمل نموده و 

مت بنابراین سلا. باشدمیهاي ویروسی و باکتریاییآلودگی
مطالعات قبلی . باشدمیمحصول با این روش قابل حصول 

کننده حرارتی مانند استفاده از پایدارنشان داده است که 
در هیچ یک که قبلاً،مولار 2/0با غلظت سدیم کاپریلات

از مقالات منتشر شده مربوط به فراورده غشا پلاکت قابل 
فرایند پاستوریزاسیون شود میتزریق مشاهده نشده، باعث 

با توجه .]10[اثر منفی بر روي کیفیت فراورده بجا نگذارد
زایی ما نشان ها نتایج مطالعه سمیتبه زنده ماندن موش

که دلیل این . فاقد آلودگی بوده استIPMداد که فراورده 
شوي متعدد و امر در مطالعه حاضر، مراحل شست و

انتها استفاده از روش مراحل ذوب و انجماد متوالی و در 
پاستوریزاسیون و رعایت شرایط استریلیته هنگام پر کردن 

از طرف دیگر در مطالعات آقاي . باشدمیلیوفیلیزاسیون و
Chao و همکاران در مورد ویژگی ترومبوژنیسیته فراورده

فوق نیز اثرات نا مطلوبی مشاهده نگردیده بود، که نتایج 
. ]4[حاضر همخوانی داردگذشته از این نظر با مطالعه

همچنین در مطالعه اخیري که توسط گروه ما انجام شد، 

زایی فراورده غشاء پلاکت قابل تزریق در مطالعات تب
نشان داد که این فراورده در مدل حیوانی فوق هاخرگوش

اثرات نامطلوب زاتبالذکر به دلیلی عاري بودن از عوامل 
.]11[زایی نیز نداشته استتب

گیرينتیجه
ساعت 24مطابق قوانین فارماکوپه اروپا اگرظرف مدت 

نمیرند این دارو از نظر هااز موشهیچکدامپس از تزریق 
اگر . زایی مشکلی نداشته و آزمایش مورد قبول استسمیت

گردد و اگر فقط میبیش از یک موش بمیرد آزمایش رد 
دد که در باید دوباره تکرار گرمییک موش بمیرد آزمایش 
ا در نظر ب. موش سالم ماندند5تحقیق انجام شده هر 

تحقیقات قبلی گرفتن نتایج به دست آمده از این تحقیق و 
تواند میاین محصول ، IPMانجام شده روي فراورده 
جایگزین پلاکتی را داشته یک پتانسیل استفاده به عنوان 

ورده البته باید این نکته در نظر گرفته شود که فرا. باشد
IPMتواند تمام خواص میبه عنوان جایگزین پلاکتی ن

اگرچه کارایی دارو در سطح دنیا . پلاکت سالم را دارا باشد
ها هنوز به طور کامل مورد قبول واقع نشده است و چالش

همچنان ادامه دارد، اما ادامه تلاشها و تحقیقات در این 
بیمار تواند در حیطه طب انتقال خون و سلامتمیزمینه 

.ثیر شگرف داشته باشدأت
تشکر و قدردانی

بدین وسیله از سازمان انتقال خون ایران در حمایت از پروژه 
از همکاري شرکت پالایش و پژوهش خون به ویژه ،و همچنین

جناب آقاي دکتر سیاوش احمدي نوربخش و جناب آقاي سعید 
.شودمیریوندي صمیمانه قدردانی 
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Evaluation of Toxicity Test on Infusible Platelet Membrane in Mice:

A Short Report
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Background and Objective: Blood platelet units are generally stored in blood banks for 3–5 days, afterwards

they are discarded. Prepared infusible platelet membrane (IPM) from fresh or outdated human platelets correct

the prolonged bleeding times in thrombocytopenic animals such as rabbits. Abnormal Toxicity is an European

Pharmacopoeia standard for assessment of biological products and the test material is administered to the mice.

In this study, abnormal toxicity of IPM was evaluated in experimental animal model such as mice.

Materials and Methods: In this experimental study, infusible platelet membrane (IPM) was prepared from

outdated platelet concentrates. Platelet concentrates were pooled, disrupted by freeze-thaw procedure,

pasteurized for 20 hours to inactivate the possible viral or bacterial contaminants with a sodium caprylate

stabilizer, formulated by sucrose and human serum albumin and finally lyophilized. We injected 0.5 ml of IPM

(2 mg/kg) intravenously into each 5 health mice, weighing 17-22 grams.

Results: According to the EU Pharmacopeia, the test will be passed if none of animals die during 24 hours after

injection. If more than one animal dies, the preparation fails the test. If one of the animals just dies, the test is

repeated. In our experiment all five mice were alive.

Conclusion: In this research the results showed that IPM as a platelet substitute is free of abnormal toxicity and

safe and it may be used in human clinical trial studies as a feasible approach to develop a platelet substitute in

the future. However, further studies are required to confirm the different aspects of its safety as well.
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