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بررسی آزمایشگاهی اختلالات عملکردی پلاکت

چکیده
بررس��ی عملکرد پلاکت کار پیچیده و دش��واری محسوب 
می ش��ود، مطالع��ات گام به گام در م��ورد ارزیابی بیماران 
مش��کوک به اختلالات پلاکتی با بهره گیری از روش های  
آزمایشگاهی مناسب جهت تشخیص علت خونریزی مورد 
اس��تفاده قرار می گیرد، از جمله این آزمایش ها می‌توان به 
شمارش تعداد پلاکت، بررس��ی ریخت شناسی سلول‌های 

خونی و س��ایر تست های انعقادی اش��اره نمود، در موارد 
پیشرفته که نیاز به مطالعه دقیق تری دارند انجام آزمایش‌های 
تجمع پلاکتی، س��نجش ترشحات مرتبط با انعقاد و بررسی 
فاکتور فون ویلبراند )VWF(  مفیدتر خواهد بود، همچنین 
در ص��ورت نیاز م��ی ت��وان از روش های پیش��رفته تری 
مانند فلوس��ایتومتری، بررس��ی میکروسکوپی و تست های 
مولکولی بهره جست.  ضمنا در جهت بهبود و ارتقای کیفی 
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نتایج، توصیه ها و دس��تورالعمل های مفیدی ارایه گردیده 
است. در این مقاله به بررسی روش های موجود و کاربردی 

آزمایشگاه ها می پردازیم.
واژه ه��ای کلیدی: اخت�اللات پلاکتی، بررس��ی عملکرد 
پلاک��ت، تجم��ع پلاکت��ی، ترومبوس��یتوپنیا، تکنیک های 

آزمایشگاه بالینی استاندارد

مقدمه
بررسی عملکرد پلاکت ها امری دشوار و زمان بر می باشد 
و به ش��کل های مختلفی مورد استفاده قرار می گیرند پس 
ایج��اد یک الگوریتم معتبر و مرجع برای آزمایش��گاه ها به 
ی��ک چالش مبدل می ش��ود هر چند که تا به حال روش��ی  
مناس��ب جهت استاندارد سازی تس��ت های پلاکتی منتشر 
نگردیده است که با بهره گیری از آن بتوان کیفیت را ارتقاء 
بخش��ید، از س��ال 2008 بعضی موسس��ات دست به چنین 
برنامه ای زدند که همین ایده ها و دستوالعمل های ابتدایی 
در ادامه مورد توجه آزمایش��گاه های تحقیقاتی قرار گرفتند 
و حاصل مطالعات بیشتر موجب تحول در روش های مورد 
اس��تفاده مثل نحوه خونگیری و آماده س��ازی نمونه و حتی 
تغیی��ر در اندیکس‌ها و پارامتره��ای آزمایش ها و در نتیجه 
تفس��یر همین نتایج گردید، هدف اصلی این بررسی معرفی 

فاکتورهای اساسی در مطالعات پلاکتی می باشد.

هموستاز اولیه
پلاک��ت های داخ��ل گردش خ��ون بر حف��ظ یکپارچگی 
اندوتلی��وم ع��روق نظارت دارند و در صورت آس��یب این 
لایه و به محض برخوردش��ان با پروتئی��ن های لایه تحت 
اندوتلیال تحریک شده و طی فرآیندهایی در نهایت موجب 
ایج��اد لخته و توق��ف خونریزی می ش��وند. پلاکت ها در 
شرایطی که فش��ار جریان خون وریدی کم باشد  از طریق 
گلیک��و پروتئی��ن VIو اینتگرین α2β1 ب��ه کلاژن متصل 
می ش��وند و در فش��ار بالا مانند س��رخرگ ها VWF   به 
 GPIb-IX از طریق  vWf کلاژن متصل می ش��ود و این
به پلاکت در س��اب اندوتلیال متصل می ش��وند. در عروق 
کوچک تر و مویرگ ها این اتصال به وسیله گلیکوپروتئین 
Ibα برقرار می ش��ود. سلس��له حوادث س��یگنالینگ داخل 

س��لولی ایجاد ش��ده منجر به تغییراتی در ش��کل پلاکت از 
حالت دیسکوئید به کروی، گس��ترده شدن پاهای کاذب و 
آزاد س��ازی محتویات گرانول ها می شود. ترشح محتویات 
ذخیره گرانول ها )مانند ADP و سروتونین از گرانول‌های 
متراک��م، فیبرینوژن و فاکتور رش��د از α گرانول ها( باعث 
تش��کیل ترومبوکس��ان A2  و ترومبوکسان س��نتاز از اسید 
آراش��یدونیک از طریق مس��یر سیکلواکس��یژنار-1 می‌شود 
و فس��فاتیدیل سرین در س��طح پلاکت قرار گرفته و تولید 

ترومبین را تسریع می کند.
ADP,TxA2 و ترومبی��ن باعث آغاز مس��یر س��یگنالینگ 

می ش��وند که  در فش��ارهای کم اینتگرین -α2bβ3 را به 
ترکیبی تبدیل می کند که میل ترکیبی بیش��تری  بافیبرینوژن 
دارد و در فش��ارهای بیش��تر به ترکیبی تبدی��ل می کند که 
تمایل بیش��تری ب��ه vWf  دارد. فیبرینوژن به عنوان لیگاند 
چس��بندگی اصلی برای اینتگرین α2bβ3 عمل می کند و 

در تجمع پلاکتی نقش اصلی دارد.

ارزیابی بالینی
ارزیابی بیماران با بررسی جزییاتی از قبیل سابقه خونریزی، 
توارث و مش��اهدات بالینی آغاز  می ش��ود ک��ه می تواند 
 )BATs( حاصل اس��تفاده از ابزارهای تشخیص خونریزی
باش��د و همچنین  می تواند در استانداردسازی اطلاعات به 
دس��ت آمده از س��وابق بیمار و ثبت دقیق دفعات و شدت 

خونریزی کمک کننده باشد.
جواب منفی برخی از BATs ها از اهمیت زیادی برخوردار 
اس��ت و می تواند در آینده به عنوان یک صفحه نمایش��گر 
قبل از انجام تس��ت های آزمایش��گاهی باش��د، با این حال 
ابزار موجود اختصاصیت کمی دارد و تشخیص قطعی ارایه 

نمی کند.
خونریزی مخاط��ی می تواند نتیجه کمبود یا نقص ارثی در 
تعداد یا عملکرد پلاکت یاVWd  باش��د در صورت عدم 
وجود س��ابقه خانوادگی خاص همه این احتمالات را باید 
در نظ��ر گرفت زیرا تنها با مش��اهده خونری��زی بین آن ها 

نمی‌توان تمایز قائل شد.
یک رویکرد الگوریتمی می تواند در س��ازماندهی بررس��ی 
بالینی و آزمایش��گاهی ای��ن بیماران مفید باش��د و چندین 
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الگوریت��م برای تش��خیص اختلالات پلاکتی در دس��ترس 
می‌باشد. 

بهتری��ن حالت پیش��نهادی در رابطه با تس��ت های پلاکتی 
اس��تفاده از افراد متخصص و بهره گیری از تس��ت های با 
اختصاصی��ت و تکرار پذیری بالا می باش��د و باید در نظر 
داشت که نتایج باید با توجه به اطلاعات بالینی بیمار تفسیر 

شوند.

بررسی آزمایشگاهی
شمارش پلاکت و اسمیر خون:

اولین قدم در بررس��ی آزمایش��گاهی پلاکت ها، ش��مارش 
س��لول های خونی به صورت اتوماتیک و تجزیه و تحلیل 
اس��میر خون محیطی با تمرکز بیشتر روی تعداد پلاکت ها 
اس��ت. ارائه تعداد دقیق پلاکت ها در یک طیف گس��ترده 
با اس��تفاده از روش های خ��ودکار امپدان��س الکتریکی و 
ش��مارش چشمی پلاکت وقتی که تعداد پلاکت ها کمتر از 
109×50 در لیتر باش��د و ی��ا در صورت وجود پلاکت های 

غول آس��ا دقت کمتری دارد، در چنین شرایطی بهره گیری 
از روش های ش��مارش ایمونولوژیکی مثال فلوسایتومتری 

دقیق تر خواهد بود.
MPV ی��ا میانگی��ن حج��م پلاکت��ی یک��ی از پارامترهای 
اندازه‌گیری پلاکت است که توسط دستگاه های خودکار به 
دست می آید و به ش��دت تحت تاثیر نمونه گیری و آنالیز 
خون اس��ت. با این که این دستگاه ها استاندارد هستند ولی 
هنوز هم به دست آوردن یکMPV  دقیق برای نمونه‌هایی 

با ترومبوسیتوپنی می تواند مشکل ساز باشد.
بررسی اسمیر رنگ آمیزی شده با رایت یا گیمسا می تواند 
اطلاعات بیش��تری در مورد تعداد، ان��دازه، تجمع پلاکتی، 
گرانولاریت��ی و همچنی��ن مورفول��وژی اریتروس��یت ها و 

گرانولوسیت ها فراهم کند.
ترومبوسیتوپنی کاذب ناشی از تجمع پلاکت در خون دارای 
EDTA را م��ی توان ب��ا تکرار نمونه گیری ب��ا ضد انعقاد 
سیتراته شناس��ایی و تایید کرد. در ترومبوسیتوپنی عملکرد 
پلاکت ها تحت تاثیر قرار نمی گیرد. در برخی از اختلالات 
ارثی پلاکت هم تعداد پلاکت ها کاهش یافته و هم عملکرد 

آن ها غیر طبیعی است.

آزمونی جهانی عملکرد هموستاتیک و بیماری فون 
VWD ویلبراند

در حال حاضر هیچ آزمون آزمایش��گاهی ایده آل، ارزان و 
حس��اس تشخیصی برای  شناس��ایی بیماران مبتلا به نقص 
عملکردی پلاکت وجود ندارد، روش مورد استفاده در اکثر 
آزمایش��گاه ها تس��تBT و در موارد کمتر PFA  یا آنالیز 
عملکرد پلاکتی می باش��د، علی رغم استفاده در تشخیص 
هموس��تاز اولیه باید توجه داش��ت که ای��ن روش ها فاقد 
حساس��یت و اختصاصیت کافی ب��رای بیماران با خونریزی 
مخاط��ی و اختلالات پلاکتی م��ی باش��ند، بنابراین ارزش 

تست‌های فوق کاهش می‌یابد.
جهت تش��خیصVWD  تس��ت عملک��رد پلاکت توصیه 
می ش��ود،VWD  در بیمارانی که ترومبوس��ایتوپنی دارند 
به عنوان نوع 2B در نظر گرفته می شود وقتی که همراه با 
ماکروترومبوسایتوپنی در بافت‌ها باشد VWD نوع پلاکتی 

در نظر گرفته می شود.

 بررسی عملکرد پلاکت
 (Light Transmission Aggregometry) LTA

روش��ی که به طور گسترده برای بررس��ی عملکرد پلاکت 
مورد استفاده قرار می گیرد LTA است. زمانی که  پلاسمای 
سیتراته غنی از پلاکت به طور مداوم در اگریگومتر پلاکتی 
 LTA ،در دمای 37 درجه س��انتی گراد مخلوط می ش��ود
تغییر در عبور نور را در پاس��خ به اضافه شدن محرک های 
ش��یمیایی به واس��طه نور س��نجی پایش می کند. علاوه بر 
آگونیس��ت های پلاکت، تغییر شکل از حالت دیسکوئید به 
کروی منجر به کاهش اولیه در عبور نور می شود و به دنبال 
آن تشکیل تجمعات پلاکتی وابسته به فیبرینوژن باعث عبور 
 بیش��تر نور می ش��ود. معمولا حداکثر افزایش در عبور نور

 )% تجمع( اندازه گیری می شود.
م��وج ثانوی��ه تجم��ع پلاکت��ی در غلظت ب��الایADP  و 
اپی‌نفری��ن ناش��ی ازتولید و ترش��ح TxA2  از گرانول ها 

مشاهده می شود.
آگلوتیناس��یون پلاکت‌های تحریک شده توسط ریستوستین 
نی��ز ب��ا اس��تفاده از LTA  قابل ان��دازه گیری می‌باش��ند، 

ریستوستین باعث اتصال VWF  به GPIbα می‌شود.
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دستورالعمل‌های مرتبط با LTA   اخیرا انتشار یافته است.  
اگرچ��ه برخی دس��تورالعمل‌های خاص بی��ن آنها متفاوت 
می‌باش��د اما نقطه مش��ترک همه آنها معرف��ی این روش به 

عنوان بهترین روش آزمایشگاهی می‌باشد.

متغیرهای پره آنالیتیک
LTA به طور قابل توجهی تحت تاثیر نمونه گیری می‌باشد، 
در نتیجه اس��تاندارد س��ازی متغیرهای مربوطه می‌تواند در 
بهبود نتایج اثرگذار باشند، شرایط ایده آل نمونه‌گیری شامل 
مواردی از قبیل: عدم مصرف س��یگار یا کافئین، استراحت 
کوتاه مدت بیم��اران، عدم مصرف دارو 1 تا 2 هفته قبل از 

نمونه گیری و ... 
به طور کلی مصرف داروهای موثر بر عملکرد پلاکت باید 7 
تا 10 روز قبل از آزمایش متوقف ش��وند ولی در مواردی که 
قطع مصرف دارو میس��ر نباشد، سابقه مصرف دارو به نتیجه 
بیمار ضمیمه می گردد تا به تفسیر نتیجه آزمایش کمک نماید.
ب��ه این نکته نیز باید توجه داش��ت که  رژیم غذایی هم در 

نتایج حاصله تاثیر گذار است.
خونگیری از رگ س��الم با حداقل فشار تورنیکه انجام گیرد 
  pHو در لوله حاوی ضد انعقاد س��یتراته ب��ه منظور حفظ
پایدار ریخته ش��ود، چند میلی لیتر از خون  باید دور ریخته 
ش��ود و یا صرف سایر آزمایش ها گردد. PRP یا پلاسمای 
غنی از پلاکت با س��انتریفیوژ خ��ون کامل با دور 200g به 

مدت 10 دقیقه در دمای اتاق تهیه می شود، نمونه باید فاقد 
همولیز بوده یا لیپمیک نباش��د، چرا که هر دو بر شدت نور 
عبوری تاثیر دارند. اندازه گیری میزان پلاکتPRP  دارای 

اهمیت است.
نمون��ه های ب��ا تعداد زی��ر   109×150 در لیتر باید با دقت 

بیشتری بررسی شود.
نمونه PRP باید به مدت 15دقیقه در دمای اتاق قرار گیرند 
و حداکثر فاصله بین نمونه گیری و انجام آزمایش 4 ساعت 

می باشد.

متغیرهای آنالیتیکال
آزمایش��گاه های بالینی باید یک روش عملیاتی اس��تاندارد 
جهتLTA  ارایه دهند که ش��امل انتخاب پانل اس��تاندارد 
از آگونیس��ت ه��ا و غلظت آن ها باش��د و ب��رای هر یک 
محدوده مرجع تعریف نمایند تا  در اس��تفاده از هر محلول  
ب��ا Number  Lot متفاوت نتای��ج قابل قبولی ارایه دهد، 

استفاده از نمونه کنترل الزامی می باشد.
باید در نظر داش��ت مخلوط کردن محلول ها با نمونه های 

مورد آزمایش بیش از 3 تا 5 دقیقه بیشتر طول نکشد.
لیس��ت کاملی از آگونیست ها برای تشخیص اولیه بیماری 
ضروری نیس��ت بلکه ب��ا پانل عمومی نیز م��ی توان نتایج 
آنرمال را شناسایی نمود، پانل عمومی که در جدول شماره1 

آمده است شامل برخی از آگونیست ها می باشد.

جدول 1. پنل آگونیست پیشنهادی برای اگرگومتری عبور نور
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 وقتی نتایج حاصل از پانل عمومی غیر طبیعی باش��ند پانل 
کامل تری نیاز است که به عنوان تاییدیه از آن استفاده شود
در صورتی که نتایج حاصل از غلظت های پایین غیرطبیعی 
باش��ند، بررس��ی در غلظت های بالا نیز لازم است، به طور 
مثال در رابطه با رسیتوسین بررسی غلظت 1.2 و 0.5 باعث 

افزایش ارزش تست و دقت بیشتر خواهد شد.
قبی��ل از  پن��ل ه��ای گس��ترده ت��ر م��واردی   در برخ��ی 

 calcium ،ها، پپتید مرتبط با کلاژن یا کانوولکسینTRAPs
ionophore A23187 نی��ز مط��رح ش��ده‌اند ک��ه طبیعتا 
اطلاعات جامع تری را نیز ش��امل می ش��وند، آگلوتیناسیون 
بای��د از لحاظ تغییر ش��کل، طول فاز تاخیر، ش��یب منحنی 
تجمع، حداکثر درصد آگلوتیناسیون و عدم آن بررسی شود، 
نمون��ه هایی از الگوهایLTA  مرتب��ط با اختلالات پلاکتی 

انتخاب شده و در جدول شماره 2 نشان داده شده است.

  (Whole Blood Aggregometry) WBA
اندازه گیری تجمع ب��ا تغییر در  امپدانس الکتریکی بین دو 
الکترود در مواجهه با پلاکت های متصل به هم و در حضور 
آگونیست، روش مورد استفاده می باشد. پلاکت های تجمع 
یافته با افزایش امپدانس یک منحنی ایجاد می کنند. از جمله 
برت��ری های این روش نس��بت به روش قبل��ی می توان به  
مواردی مثل نیاز به حجم کمتری از خون، دس��تکاری کمتر 
نمونه ها و این که روش��ی کام�ال اتوماتیک با الکترودهای 

یکبار مصرف است اشاره کرد.

ولی در ش��رایط کنونی انتخاب اول آزمایش��گاه های بالینی 
نیست.

ATP سنجش ترشحات: آزادسازی
ان��دازه گیری نوکلئوتید آزاد ش��ده از گران��ول های متراکم 
پلاکت معمولا به عنوان مطالعات کمکی اس��تفاده می شود 
که در آن کاهش ATP نش��انگر وجود اختلالاتی در تعداد 
محتویات و یا ترشح گرانول های پلاکتی است. اندازه گیری 
ترش��حات گرانولی پلاکت ها در کنارLTA  باعث افزایش 

جدول 2. واکنش های تجمع نورعبوری برای تعدادی از اختلالات عملکردی پلاکت
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حساس��یت و کیفیت تست می گردد و به نوعی تاییدگر آن 
می باش��د، روش معمول لومی اگریگومتری است که در آن 
آگونیست های محرک آزاد س��ازی ATP از گرانول های 
متراکم س��نجیده می شود، برای رس��یدن به نتایج استاندارد 
در این روش نرمال سازی نمونه ها دارای اهمیت است در 
غیر این صورت نتایج به دس��ت آمده از مراکز مختلف قابل 

ارزیابی و مقایسه با هم نخواهند بود.
بررس��ی تعداد گرانول های پلاکت ها توسط میکروسکوپ 
الکترونیکی نش��ان م��ی دهد که آزاد س��ازیATP  ثانویه 
همزمان با کاهش تعداد گرانول های متراکم کاهش می‌یابد، 
روش های آلترناتیو برای سنجش نوکلئوتید کل و آزاد شده 
لومینومتری یا HPLC  می باش��د. همچنین بررسی جذب 
یا ترش��ح س��روتونین نشاندار ش��ده با مواد رادیو اکتیو نیز 

می‌تواند مورد استفاده قرار گیرد.

فلوسیتومتری
در بیماران خاصی مثل س��ندرم برنارد سولیریا ترومباستنی 
گلانزمن که فقدان یا نقصی در گلیکوپروتئین ها وجود دارد 
فلوس��ایتومتری نه تنها برای اندازه گیری بیان رس��پتورهای 
گلیکوپروتئین��ی اصلی موجود در س��طح پلاکت س��ودمند 
اس��ت بلکه ب��رای ارزیابی توانای��ی GP IIb/IIIa جهت 
انجام تغییرات ساختاری نیز مفید خواهد بود. فلوسایتومتری 
همچنین می تواند برای شناس��ایی اختلالات رس��پتورهای 

کلاژن و ترومبین نیز مفید باشد.

ژنوتایپینگ
تست های مولکولی می تواند در تشخیص اختلالات ارثی 
پلاکتی کمک کننده باشد، ژن های عامل جدیدی شناسایی 
ش��ده اند که در تشخیص قبل از تولد و مواردی که مطالعه 
فنوتیپی مقدور نباش��ند مورد اس��تفاده قرار می‌گیرند.  طی 
مطالعات اخیر بررسی های جامع تری از اختلالات مذکور 

صورت گرفته است.

سایر مطالعات
  poc(point of care)ابزار ها و روش های گس��ترده ای برای
پلاکت ها موجود می باشد که تمرکز اصلی این ابزار ها نظارت 
بر درمان های ضد پلاکتی در بیماری های قلبی عروقی و بعد از 
جراحی می باشد، بسیاری از این ابزارهای تشخیصی یا مناسب 
نیس��تند یا فاقد اعتبار کافی می باشند. در بین ابزارهای موجود 
تنها اوپتیمول به طور اس��تثنایی  دارای قابلیت بررس��ی همزمان 
چند آگونیس��ت مختلف  می باش��د و می توان گفت که  قابل 

تطبیق با LTA  است.

تضمینیک فیت
اگر چه تست مهارت های خارجی )EPT ( چندین سالی است که 
بخشی از برنامه تضمین کیفیت آزمایشگاه ها را به خود اختصاص 
داده اس��ت با این حال تس��ت عملکرد پلاکت به دلیل پیچیدگی 
آماده سازی نمونه و حمل و نقل در برنامه های EPT چالش‌های 
منحصر به فردی را ایجاد کرده اس��ت. در حال حاضر تعدادی از 
 ، LTA،را برای ارزیابی تس��ت های انعقادی EPT س��ازمان ها

شمارش گرانول متراکم و تفسیر بالینی پیشنهاد می کنند.

خلاصه
روش گام ب��ه گامی برای تس��ت عملکرد پلاک��ت مورد نیاز 
اس��ت. ارزیابی بالینی باید اولین قدم در تعیین نیاز به تس��ت 
های آزمایشگاهی باشد و با استفاده از یک الگوریتم تشخیصی 
می‌توان اس��تراتژی تحقیقات را برای پزشکان و آزمایشگاه ها 
توجیه کرد. در اغلب موارد تس��ت های اولیه ش��امل شمارش 
پلاکت ها، بررس��ی اسمیر خون، LTA با یک پانل استاندارد 
از آگونیس��ت ها و س��نجش ترش��حات می باشد. تست های 
تخصصی ت��ر می تواند برای بیمارانی اس��تفاده ش��ود که در 
تحقیقات اولیه آن ها )چه بالینی چه آزمایش��گاهی( ناهنجاری 
هایی در عملکرد پلاکت مش��اهده ش��ده اس��ت. تست های 
تخصصی می تواند ش��امل LTA  با پانل گس��ترده، بررس��ی 

میکروسکوپی، فلوسایتومتری و یا تست‌های ژنتیکی باشد.
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