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Dedication and Acknowledgment                                            إهداء وشكر

الدكتورة أن أشكر كل من دعمني بجهد ووقت وعلى رأسهم  يطيب ليت بحثي هذا، مبعد أن أتم
 التي لم تبخل علي بقراءة ومتابعة البحث والعمل على الرسالة. سعاد العق لةالمشرفة 

 دعموتقديمه كل الالإشراف شاركته على م مجد الجماليالدكتور لأستاذي الكريم  والتقدير وكل الشكر
 .تمام العملوالإرشاد لإ

ثرائه علمياً لعلوم الذين ساهمو في تحكيم والشكر لأساتذتي في كلية ا  البحث ولم يبخلو بإغنائه أدبياً وا 
 .محمود قويدروالدكتور  حسن ناصر الدينالدكتور 

والتشجيع  لكل الدعم والتعاون العلمي شادي سكريةالدكتور ومخبر الدراسات العليا في القسم  تاذيوأس
 .لمواصلة البحث ولتوجيهاته القيمة

للسماح لي بالتدرب على  لطاقة الذريةلهيئة االمدير العام  إبراهيم عثمانالدكتور ولابد من شكر السيد 
 عبد المنعم الجباويللسيد وكل التقدير والاحترام  عدنان اختيارالدكتور تقانة الفلوسايتومتري في مخبر 

ولم يبخل علي بأي مساعدة وتعاونه الكبير في الرد على جميع  الذي أشرف على تدريبي عملياًوعلمياً 
 .تساؤلاتي وتوجيهي للأفضل والأنسب في مسيرة العمل البحثي وكتابة البحث

طبي في قسم المخاض )إدارة، وكادر وطاقم  من النساء الجامعي  مشفى التوليد وأمراضل كما أتقدم بالشكر
جراء البحث. من أطباء وممرضين وعاملين(  اللذين أبدو الكثير من التعاون أثناء تطبيق وا 

للسماح لي بإنجاز الجزء اللازم من العمل على  الهيئة العامة للتق انة الحيويةلإدارة كما أتقدم بالشكر 
 البحث في مخبر التقانات الحيوية المناعية والصيدلانية وتقديم كل ما أمكن من العون.

لتعاونه في تأمين أكياس الدم العقيمة لجمع عينات  بنك الدم الجامعيإدارة كما أشكر جزيل الشكر 
 البحث والعمل عليها.

 وكل من دعمني لإتمام بحثي وهم كثرلذين قاموا بتدريسي ونهلت من علومهم، كما أشكر كل أساتذتي ال
 .زملائي وزميلاتي في مخبر الدراسات العليا

 ............... بد من أن أشكر أهلي وأخوتي وجميع أصدقائي وصديقاتيأخيراً لاو 



 

 

 فهرس الأشكال

 الشكل
رقم 

 الصفحة
ن خلايا الدم :(1-2) الشكل  6 .مخطط تكوُّ

CD34 لفصل المغناطيسي المناعي للخلايامبدأ ا (:1-3)الشكل 
+. 20 

شكل ترسيمي يوضح المعقد الناتج عن ربط الأضداد رباعية الجزيئات  :(2-3) الشكل
 21 من جهة ولخلايا الدم الحمر من جهة اخرى. CD34للخلايا التي لا تحمل الواسمة 

، باستعمال عتيدة تحتوي +CD34لخلايا باغناء مخطط يوضح طريقة الإ (3-3):الشكل 
من دم الحبل السري البشري، ومن ثم فصلها حسب  +CD34مزيج للإغناء الأولي بالخلايا 

 غرام/ ميلي لتر. 1.077كثافتها بالنبذ على وسط فيكول تركيزه 
22 

بطريقة  +CD34مخطط يوضح مراحل تنقية الخلايا الجذعية المُوَلِّدة للدم  :(4-3) الشكل
 22 يجابي.العزل المغناطيسي المناعي لفصل الخلايا بالانتقاء الإ

شكل ترسيمي يوضح معقد الأضداد ثنائية النوعية رباعية الجزيئات التي  :(5-3) الشكل
من جهة والدكستران المُغَلِف للحبيبات المُمَغْنَطَة من  CD34تربط خلايا لا تحمل الواسمة 

 جهة أخرى.
22 

بطريقة  +CD34مخطط يوضح مراحل تنقية الخلايا الجذعية المُوَلِّدة للدم : (6-3) الشكل
 22 السلبي. المغناطيسي المناعي نتقاءالا 

 22 مخطط ترسيمي لحجرة الجريان في جهاز قياس الجريان الخلوي. :(7-3)الشكل

عزولة بنبذ ، المَ MNCsة من الخلايا وحيدة النواة نَ و  كَ صورة تظهر الطبقة المُ (: 1-4الشكل )
 .الغلالة البيضاء على وسط الفيكول

22 

النواة، تُبين الأنماط وحيدة بياني نقطي للمكونات الخلوية لطبقة الخلايا  تمثيل: (4-2)الشكل 
الخلوية المختلفة المكونة لدم الحبل السري ومكان توضعها على محوري التبعثر الأمامي 

FSC  )الحجم( والتبعثر الجانبيSSC .)التحبب( 
22 



 

 

 إلى تشير SSCو FCS التبعثر محوري على نقطية بيانية تمثيلات: (3-4) الشكل
 CD34. 22 للد م المُوَلِّدَة الجَذعي ة بالخلايا الإغناء

 الإغناء تبين SSCو FCS التبعثر محوري على نقطية بيانية تمثيلات: (4-4) الشكل
 الانتقاء بطريقة عزلها من المختلفة مراحل خلال CD34 للدم المُوَلِّدَة الجذعية بالخلايا
 .المعدل الايجابي المغناطيسي المناعي

24 

 +CD34: تمثيلات بيانية نقطية تبين النسبة المئوية للخلايا الجذعية (5-4)الشكل 
 20 .خلال مراحل العزل المختلفة

تبين الإغناء  SSCو FCSتمثيلات بيانية نقطية على محوري التبعثر  :(4-6)الشكل 
بطريقة الانتقاء  هاخلال مراحل المختلفة من عزل +CD34بالخلايا الجذعية المُوَلِّدَة للدم 
 .المناعي المغناطيسي السلبي

22 

خلال  +CD34: تمثيلات بيانية نقطية تبين النسبة المئوية للخلايا الجذعية (4-7) الشكل
 25 .مراحل العزل المختلفة

: تمثيلات بيانية نقطية تبين النسبة المئوية للخلايا الجذعية (8-4) الشكل
CD34+CD45+  بعد عزلهما بإحدى طريقتي الانتقاء المناعي الايجابي المعدلة )أ( أو

 ).الانتقاء المناعي السلبي )ب
22 

: تمثيلات بيانية نقطية تبين النسبة المئوية للخلايا التي ترافق فيها التعبير (4-9)الشكل 
 CD38. 25والواسمة  CD34عن الواسمة 

: تمثيلات بيانية نقطية تبين النسبة المئوية للخلايا التي ترافق فيها (4-10)الشكل 
 HLA-DR ((CD34+HLA-DR.  24والواسمة  CD34التعبير عن الواسمة 

: تمثيلات بيانية نقطية تبين النسبة المئوية للخلايا التي ترافق فيها (4-11)الشكل 
 CD33 (CD34+CD33+). 20والواسمة  CD34التعبير عن الواسمة 

: تمثيلات بيانية نقطية تبين النسبة المئوية للخلايا التي ترافق فيها (4-12)الشكل 
 CD117 (CD34+CD117+).  21والواسمة  CD34التعبير عن الواسمة 

تبين الفرق في النسبة المئوية للخلايا التي ترافق فيها التعبير تمثيلات بيانية نقطية  :(4-13) الشكل
 CD123 (CD34+CD123+). 22والواسمة  CD34عن الواسمة 



 

 

: تمثيلات بيانية نقطية تبين الفرق في النسبة المئوية للخلايا التي ترافق (4-14)الشكل 
 CD105 (CD34+CD105+). 25والواسمة  CD34فيها التعبير عن الواسمة 

إلى غياب المستضدات السطحية الدالة  أشارتبيانية نقطية  تمثيلات :(4-15)الشكل 
 22 بعزلها.على وجود أنماط خلوية غير مرغوب 

(: تمثيل بياني خطي يشير إلى أثر نوع المصل على انقسام وعدد الخلايا 16-4الشكل )
 24  .الكلي خلال مراحل الاستنبات بعد عزل الخلايا

على عدد مرات الزيادة في (: مخطط بياني خطي يشير إلى أثر نوع المصل 17-4الشكل )
 51  .العدد الأولي للخلايا الجذعية المستنبتة بعد عزلها

 55  .في تحفيز انقسام الخلايا المعزولة 6-(: أثر العامل إنترلوكين18-4الشكل )

 52 .في تحفيز انقسام الخلايا المعزولة 6-(: أثر العامل إنترلوكين11-4الشكل )

 52  .بيانية نقطية توضح تمايز الخلايا المستنبتة تمثيلات(: 22-4شكل )

(: تمثيلات بيانية نقطية توضح فقدان التعبير عن المستضدات المميزة 21-4شكل )
 55  .للخلايا الجذعية بعد عزل الخلايا واستنباتها

(: مخططات أعمدة توضح أثر نوع المصل في صون التعبير عن 22-4الشكل )
خلال )المعزولة بالطريقة الإيجابية( المستضدات المميزة للخلايا الجذعية المولدة للدم 

 استنبات الخلايا وتحريضها على التمايز.
52 

(: مخططات أعمدة توضح أثر نوع المصل في صون التعبير عن 23-4الشكل )
خلال )المعزولة بالطريقة السلبية( المستضدات المميزة للخلايا الجذعية المولدة للدم 

 استنبات الخلايا وتحريضها على التمايز.
54 

 21 (: النمط المناعي لخلايا الشاهد السلبي المتمايزة.24-4الشكل )

تمثيلات بيانية خطية توضح أثر نوع المصل المضاف إلى وسط (: 25-4الشكل )
 22 .6-الاستنبات في توجيه تمايز الخلايا بالإضافة إلى أثر وجود أوغياب العامل انترلوكين

في تمايز الخلايا المستنبتة  وانخفاض التعبير عن  6-(:أثر غياب العامل انترولوكين 26-4الشكل )
 25 للخلايا الجذعية المولدة للدم.المستضدات السطحية المميزة 



 

 

في تمايز الخلايا المستنبتة  وانخفاض  6-(: أثر غياب العامل انترولوكين 27-4الشكل )
 22 التعبير عن المستضدات السطحية المميزة للخلايا الجذعية المولدة للدم.

 22 .(: يشير إلى انخفاض حيوية الخلايا التي حفظت بالبرودة28-4الشكل )

(: مخطط أعمدة للنسب المئوية لحيوية الخلايا المقدر بتلوين الخلايا الميتة 21-4الشكل )
 22 .بالصباغ المتألق بروبيديوم أيودايد

(: تتبع لمراحل استنبات ) نمو وانقسام وتمايز( الخلايا الجذعية المولدة 32-4الشكل )
 25 للدم.

(: استجابة الخلايا الأكثر بدئية المعزولة بطريقة الانتقاء السلبي وتعبيرها 31-4الشكل )
 24 بشكل أكبر من الخلايا المعزولة بطريقة الانتقاء الإيجابي. CD14عن المستضد 

(: )أ(: الخلايا المتمايزة مثبتة وملونة بملون غيمزا وغير مخموجة بطفيلي 32-4الشكل )
خلايا متمايزة معالجة بعوامل النمو والتمايز يبدو ضمنها طفيلي اللشمانيا  اللشمانيا. )ب(:

وبعدد كبير بالمقارنة مع الخلايا في الشكل)ج(: المتمايزة   Amastigoteفي طور الـ
وبداخلها الطفيلي لكن بعدد أقل ضمن الجسم الحال، الخلايا مثبتة وملونة بملون غيمزا 

 .422Xتحت المجهر المقلوب تكبير 

40 

بكل من  ضة(: تمثيلات هستوغرام تعبر عن الشدة التأكسدية للخلايا المحر  33-4الشكل )
 42 بالمطابقة مع الشاهد. PMAو FMLPو  E.coliالمحرضات

 

 

 

 

 

 



 

 

 فهرس الجداول

 رقم الصفحة الجدول

نميط المناعي للخلايا قائمة بالأضداد وحيدة النسيلة المستعملة للت   :)1-3) الجدول
 ركة المنتجة.د والش  ألقية المقرونة بالض  بغة الت  المعزولة ونوع الص  

50 

 51 الأصبغة التألقية المقرونة بالأضداد المستعملة في التنميط المناعي :(2-3ل )الجدو

نميط المناعي للخلايا سيلة المستعملة للت  قائمة بالأضداد وحيدة الن   :(3-3) الجدول
CD34+  ة بغة التألقي  البالعات الكبيرة، ونوع الص  -إلى خط وَحِيْدات النوىأثناء تمايزها

 .ركة المنتجةد والش  المقرونة بالضِّ 
20 

يجابي للخلايا الجَذعي ة : مقارنة نتائج الانتقاء المناعي المغناطيسي الإ(4-1)الجدول 
 .بين الطريقة التقليدية والطريقة المعدلة +CD34المُوَلِّدَة للد م 

21 

: مقارنة نتائج الانتقاء المناعي المغناطيسي الايجابي للخلايا الجَذعي ة (4-2)الجدول 
 في الطريقة المعدلة بنتائج الانتقاء المناعي المغناطيسي السلبي. +CD34المُوَلِّدَة للد م 

22 

مقارنة النسب المئوية لتحت المجموعات الخلوية للخلايا الجذعية : (4-3)جدول ال
CD34+  بين طريقة الانتقاء المناعي المغناطيسي الايجابي المعدلة وطريقة الانتقاء
 السلبي.

22 

مقارنة النسب المئوية للأنماط الخلوية المراد استنفاذها والتي بقيت : (4-4)جدول ال
التي عزلت بطريقة الانتقاء المناعي المغناطيسي +CD34 مرافقة للخلايا الجذعية 

  .السلبي أو الايجابي
66 

(:النسب المئوية للخمج والشدة الإخماجية للخلايا المعزولة بكلا طريقتي 5-4الجدول )
 الانتقاء السلبي والإيجابي.

91 

(: النسبة المئوية لتفلور المداد دهيدرورودامين الذي يعكس الشدة 6-4الجدول)
 التأكسدية والنشاط الأنزيمي في الجسيمات الحالة للخلايا المتمايزة.

93 
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 Abstractصلخُ المُ 

لِّد ة الخلايا لسلائفالمصادرُّالبديلةُّأهمُّأحدُّ ريالس ُّ الحبل دم من المعزولة ةذعي ُّالج ُّ الخلاياُّتُعد ُّ  التي مللد ُّ المُو 
ُّالخلايا عزل البحثي ةُّفيُّقائطرُّال بعضُّةفعالي ُّ اختبار إلى راسةالدُِّّ هذه تدفه ُّ.ُّوُّالاغتراس اتعملي ُّ في ستعملتُُّ

لِّد ة ةالبشري ُّ ةذعي ُّالج ُّ CD34نسائلُّالخلاياُُّّةوحيوي ُّ مردود تحسين غيةبُُّ مللد ُّ المُو 
 تيال ُّ ةفليالس ُّجمهراتُّال وتحتُّ+

إزالةُّتجميدهاُُّّثم ُُّّ،طويلةُّة ُّلفتراتُّزمني ُُّّتجميدهاودراسةُّأثرُُّّ،البشري ريالس ُّ الحبل دم من عليها الحصول يمكن
ُّغيرُّالمجم ُّ ُّوُّدةواستنباتهاُّضمنُّشروطُّمماثلةُّلاستنباتُّالخلايا ُّسذلك خلال من. ُّالبحثا،  راساتالدُِّّ في هم

لِّد ة ةالبشري ُُّّةذعي ُّالج ُّ الخلايا على ةالحالي ُّ  ةالبحثي ُّ راساتالد ُّ في للاستعمال قابلة ناتعيُِّّ فظح ُّ غيةبُُّ مللد ُّ المُو 
لِّد ة الخلايا على ةالأساسي ُّ  تيدةع ُّزلتُّالخلاياُّباستخدامُّ.ُّعُُّالاغتراس اتعملي ُّ في الةوالفع ُُّّالأمد طويلة مللد ُّ المُو 

CD34 للخلايا الإيجابي المناعيُّالمغناطيسيُّءابالانتق ةخاص ُّ
عديلات،ُّوباستخدامُّعليهاُّبعضُّالت ُُّّدخلتيُّأُُّال ُّ +

ُّبالانتقاءُّالمغناطيسيُّعتيدةُّخاص ُّ CD34لبيُّللخلاياُّالس ُّالمناعيُّةُّأيضاً
ُّمناعي ُُّّتنميطبعدُّ.ُّوُّ+ بتمريرُُّّاًُّالخلايا

 على عرفت ُّللُّسيلةالن ُّ وحيدة الأضداد من كبيرة مجموعة وباستعمال ون،الل ُّ رباعي الخلوي الت دفق جهاز في الخلايا
ُّلطريقةُّعزلُّالخلاياُّأثرٌُّعلىُّمجموعةُّمنُّت ُّ،ُّمختلفة مُف ع ل ة أو ةنسيلي ُّ اتمستضد ُّ تيُّلهاُّدورُّراتُّال ُّالمتغيُِّّبي نُّأن 

 نسبة على الحصول من نتمك ُّيجابيُّللانتقاءُّالإُّالمُع د ل ةريقةُّالط ُّ أن نتجتُُّواسُّفيُّنتائجُّاستنباتُّالخلاياُّوتكثيرها.
لِّد ة ليةالأو ُّ لائفالس ُّ من ةمهم ُّ ُّمعنويةُّبفروقُّتفو قتُّعليهاُّطريقةُّالانتقاءُّالس لبيُّ،منُّجهةُّأخرىُّتيوال ُّ .مللد ُّ المُو 

ُّالأمرُّإحصائي اًُّ ُّللد مُّالذيُّف ُّ، ُّالمُولِّد ة ذعي ة ُّالج  ُّبينُّالدِّراساتُّوالأبحاثُّالمتعلِّقةُّبالخلايا س رُّالاختلافاتُّالواسعة
متابعةُّانقسامهاُّوتكاثرهاُُّّعزلُّالخلاياُّتم ُّقُّائطرُّوانطلاقاًُّمنُّنتائجُُّّوال تيُّكانُّمصدرهاُّدمُّالحبلُّالس ريُّالبشري.

ودراسةُّتأثيرُّكلُّمنُّالمصلُّالبشريُُّّاستجابةُّلعواملُّالن موُّال تيُّدُعِّم تُّبهاُّتلكُّالأوساطُّةفيُّالأوساطُّالمغذي ُّ
عبيرُّعنُّتبد لُّشكلها،ُّوتزامنُّغياب/ظهورُّالت ُّبُّعلىُّتمايزهاُّالتعر فوُّ،ُّومصلُّجنينُّالبقرُّعلىُّالخلاياُّالمستنبتة

ُّبوساطةُّقياسُّالجريانُّالخلوي،ُّالمستضد اتُّالد الةُّعلىُّالت مايزوُّ/ةُّذعي ُّزةُّللخلاياُّالج ُّحي ةُّالممي ُّاتُّالسطالمستضد ُّ
ُّتحفيزهاُّبوساطةُّمزيجُّمنُّعواملُّالإ ُّنحوُّوحيداتتمايزهاُّالوظعنُّتحرِّيُّالإضافةًُّإلىُُّّنقسامُّوالت مايز،إثر  ُّ-يفيِّ

ُّقدرتها ُّبدراسة ُّكبيرة ُّيالبلعمُّبالعات ُّالطفيلية ُّلأحد ُّالخلوية ُّداخل ُّات ُّجانب ُّالإلى ُّفيُّنشاطقياس ُّالتأكسدي
ُّالجسيماتُّالحال ةُّفيُّالخلاياُّالمتمايزة.

ُّالوحيداتُّكلمات مفتاحية: ُّالبشري، ُّالسري ُّالحبل ُّدم ُّللد م، ُّالمول دة ُّالجذعي ة ُّالانتقاءُُّّ-الخلايا ُّالكبيرة، البالعات
CD34،ُّالمناعيُّالمغناطيسي
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ِّ Introductionمة:المقد ِّ -1
حين ،0011باكورة البحث في مجالاتها إلى عام تعود ة ة وتطبيقي  ة ثورة علمي  ذعي  الخلايا الج   دتجس       

ريق د الط  ه  المريض لدى الكائن الحي، وم   الف أوظهرت فكرة تصميم عضو سليم يحل محل العضو الت  
  Bone Marrowاء نقي العظموكان عدم نجاح أطب   . Stem Cellsةذعي  ي بالخلايا الج  لاكتشاف ما س م  

وكيميا عن طريق غرس نقي العظم المنقول قد أوحى بضرورة إنشاء مخابر مرضى الل   حينها في علاج
 ةة نقل خيفي  ل عملي  وكانت أو   .(Jansen et al. 2002) بعلاج أمراض نقي العظم تهتمخاصة 

Allogeneic Transfer  0091، وفي عام 0091)بين أفراد النوع نفسه( لنقي العظم في فرنسا عام 
ط ذي سل  ال   Human Leukocyte Antigen ةستضد الخلايا البيض البشري  م جان دوسيهاكتشف الباحث 

     HLA م البيضاء أو مستضدات الهلابروتينات على سطح خلايا الد   تواجدوء على حقيقة الض  

(Sidney et al., 1996).   ة طحية في المنظومة المناعي  ات الس  نت أبحاث لاحقة دور هذه المستضد  وبي
في جامعة و  .(Thorsby, 2009) ليمة والتي تخص الجسم نفسهتحديد الخلايا الس   للجسم عن طريق

ة في نقي العظم ذعي  تيل حقيقة وجود الخلايا الج   إرنست ماكولك وجيمسأثبت الباحثان  1691تورنتو عام 
نقي   Transplantationوذلك في دراسة تناولت ازدراع  Self-Renewalاتيوقدرتها على الانقسام الذ  

، حيث شوهد في الفئران بالإشعاع ا  مناعي   ضع فةيلي في فئران مبطريقة الحقن الوريدي الذ   عظم فئران سليمة
لت انقسمت هذه الخلايا وشك   وقد .حالصة إلى الط  ة نادرة غير متخص  عة انتقال مجموعة خلوي  المشع  
ابقة ة الس  سائل الخلوي  الن  ازدراع كما أد ى  .مت مختلف أنماط خلايا الد  ة ضم  خلوي    Coloniesنسائل
تيجة في فئران أخرى إلى نفس الن   Immuno Irradiated ا  عة مناعي  الفئران المشع   لة في طحالالمتشك  
 جربة وتجارب لاحقة أخرى للباحثين تم  إلى نتائج هذه الت   واستنادا   .ة جديدة في طحالهانسائل خلوي   لتوشك  

ها على أن   (Becker et al., 1963) وتحديد صفاتها (Till and Mc, 1961) ةتعريف الخلايا الجذعي  
 مط الخلوي المرغوب بهاتي يمكن توجيه تمايزها إلى الن  صة قادرة على الانقسام الذ  خلايا غير متخص  

(Siminovitch et al., 1963).   ة عند ذعي  حقيقة وجود نمطين من الخلايا الج   أيضا   الباحثان دكما أك
المعزولة من   Embryonic Stem Cells (ESCs)ةة الجنيني  الخلايا الجذعي   :Mammals ياتدي  الث  

             ة البالغةذعي  والخلايا الج  ، Blastocyst ةي  وم  ة الأر  يس  للك  Inner Mass Cell  ةاخلي  ة الد  الكتلة الخلوي  
Adult Stem Cells   سج البالغةوالمتواجدة فقط ضمن النAdult Tissues    صة، فالخلايا والمتخص

الأنماط الخلوية المختلفة أثناء المراحل  عطية  ها وتمايزها م  انقسام  الأولى تين: ي وظيفتين أساسي  ؤد  ة ت  الجذعي  
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مة وتعويض ر  تجديد الأنسجة اله   الثانية، و  Embryonic Developmentنامي الجنينيرة من الت  المبك  
الكثير من  هدفت 0090ى عام وحت   .(Jaishankar and Vrana, 2009)الف منها خلال حياة الفرد الت  
الش ديد اء من أجل علاج العوز المناعي المشترك قل بين الأشق  ات الن  ة لإنجاح عملي  جارب المخبري  الت  

(SCID) Sever Chronic Immunodeficiency (Kim et al., 2013).  ل أو   0091في عام  تم تو
ذروة أبحاث نقي العظم وخلال  0011عام  ، واحتل  Heterogeneic Trasfer ةغيري  ة زرع نقي عملي  

معظمها   Transplantationة ازدراعألف عملي   19تغطية أكثر من  تم   0001-0011العقد الممتد ما بين 
ونقص المناعة   Hemophiliaاعورومرض الن    Blood Cancersمل لأغراض علاج سرطان الد  ج  س  

 .HIV  The Human Immuno Deficiency Virus (Lapidot, 2001)المكتسبة
ة ذعي  كشف عن العديد من أنواع الخلايا الج  ة باهتمام بحثي كبير ذعي  ومنذ ذلك الحين حظيت الخلايا الج  

ة ق إمكاني  وحق   ،مايز الخلوينقسام والت  ة المسؤولة عن الإات الجزيئي  ة والآلي  أغنى المعرفة ببيولوجيا الخلي  
في المجالات  ا  لاستفادة منها تطبيقي  ا أتاحعند الحاجة، الأمر الذي  حفظها وتجميدها واستخدامها لاحقا  

 .(Antoniewicz-Papis et al., 2013) ة المختلفةوالعلاجي  بية الط  
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Literature Reviewِّ:الد راسةِّالمرجعيَّة-2

تصنيفِّالخلاياِّالجَذعيَّة:.2-1
 وتقسمزلت منه؛ مايز أو حسب المصدر الذي ع  ة إما وفقا  لقابليتها للت  ف الخلايا الجذعي  ن  صت       

    د إلى خمس مجموعاتنمط خلوي محد   نحوة، حسب قدرتها على التمايز ذعي  الخلايا الج  
2008),(Alp Can:

تتمايز باتجاه أي نمط خلوي والوحيدة Totipotent Stem Cells:  القدرات )شاملة( ةلي  خلايا جذعية ك   -
، مصدرها البيضة Placenta Cellsبالإضافة إلى خلايا المشيمة  القادرة على إعطاء كائن حي متكامل

الخليتان البنتان بدءا  من ) حةللبيضة الملق  اتجة عن الإنقسام الأول الن  ا والخلاي Zygoteحة الملق  
 (.Identical Cellsالمتناظرتان 

نمط  211يمكنها أن تتمايز إلى أكثر من Pluripotent Stem Cells: ة كثيرة القدرات خلايا جذعي  -
 .Blastocystة ة للكيسة الأرومي  اخلي  مصدرها الكتلة الخلوية الد  خلوي 

تتمايز فقط إلى عدد محدود من الأنماط  Multipotent Stem Cells: دة القدراتخلايا جذعية متعد  -
. وتوزع هذه الخلايا Umbilical Cord Blood ، ودم الحبل السريPlacenta الخلوية مصدرها المشيمة

الخلايا التي تتمايز عنها: الخلايا الجذعية المكونة للدم  ماطرئيسة تبعا  لأن ماطفي ثلاث أن
Hematopoietic Stem Cells (HSCs) ة ي  ط  س  و  ت  الجذعية الم  ، والخلايا((MSCs

Mesenchymal Stem Cells دَوِيَّة ، ومماثلاتها في نقي العظم المسماة بالخلايا الجذعية السَّ

Stromal Stem Cells  العصبيةّة ، والخلايا الجذعي Neural Stem Cells (NSCs). 

ن ين خلويي  التي تقتصر في تمايزها على خط   Oligopotent Stem Cells: ة قليلة القدراتذعي  الخلايا الج  -
 دماغ.ة في ال  ة العصبي  ذعي  أو أكثر مثل الخلايا الج  

ات تتمايز بإتجاه خط خلوي وحيد مثل المنسلي   Unipotent Stem Cells: الخلايا الجذعية وحيدة القدرات-
 طاف.نة للن  ة المكو  الأولي  

جته  إلى عاد برم  ت  أثبت الباحث ألبرت لاسكر أن البرنامج الجيني للخلية يمكن أن  2119 وفي عام
ة، وهذا ة الجنيني  عطي بعد ذلك الخلايا الجذعي  تي ت  حة، وال  ة في البيضة الملق  البرنامج الجيني للخلايا الجذعي  

ة، عن طريق العوامل جنيني  ة خلايا جذعي   ىصة إلة المتخص  ي  مة تحويل الخلايا الجسأوحى بإمكاني  ما 
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عام Takahashiو Yamanakiن الباحثان تمك  و  .حةالكيميائية والبيولوجية الموجودة في البيضة الملق  
صة شبيهة بالخلايا ة إلى خلايا غير متخص  في جامعة كويوتو اليابانية من إعادة برمجة خلايا جلدي   2119
 ةباستخدام أربع 2119ل مرة عام عند الإنسان لأو   ، ثم  2119ت في البداية عند الفئران عام س  ر  د  ة، الجنيني  

     Oct3/4, c-Myc, Sox2 ,Klf4حة عوامل من تلك العوامل الموجودة في البيضة الملق  
(Takahashi et al., 2007).  ة ذعي  ت الخلايا الج  ي  م  مجموعة جديدة س  أضافت هذه الدراسات ومثيلاتها

وهي خلايا  Induced Pluripotent Stem Cells (iPSCs) ةز  حف  ة أو الم  ض  حر  كثيرة القدرات الم  
وجعلها تعود عن تمايزها نحو  Reprogrammingيمكن إعادة برمجتها  Matureوناضجة صة متخص  

 .ةخلايا ذات صفات وقدرات جنيني  

 ة: مصدرها إلى أربع مجموعات رئيسي  الخلايا الجذعية حسب  تصن فو 

ة في مرحلة ة لأجن  اخلي  ة الد  عزل من الكتلة الخلوي  ت   : Embryonic Stem Cellsةة جنيني  خلايا جذعي   -
مسؤولة عن  ، تكونIn Vitro Fertilizationجاج ات الإخصاب في الز  ن عملي  عنتجت الكيسة الأرومي ة 

مانينات من قبل ة في الث  ل مر  ة لأو  ة الجنيني  زلت الخلايا الجذعي  ه. ولقد ع  ره، ونمو  ل الجنين، وتطو  تشك  
 .(;Thomson et al., 1998Evan and Kaufman, 1981) ة من الباحثينمجموعات مستقل  

دة في بعض الأنسجة عات متفر  توجد على شكل تجم   :Adult Stem Cellsة بالغة ذعي  خلايا ج   - 
ات خلاياها التي قد تتلف نتيجة عملي  البالغة، وتكون مسؤولة عن الحفاظ على الأنسجة من خلال تجديد 

ي ز الن  ة محد  عطي أنماطا  خلوي  اتجة عن الأمراض، فت  ات الن  بيعية أو في الأذي  ف الط  وس  الت   ذي سيج ال  دة ت م 
 مايز إلى جميع أنماط خلايا الجسم.ة القادرة على الت  ة الجنيني  زها عن الخلايا الجذعي  توجد فيه، وهذا مايمي  

عرف على الت   تم   ثم   Bone Marrow (BM)ة البالغة في البداية من نقي العظم ذعي  ت الخلايا الج  ل  ز  ع  
القلب، الأدمة، لب السن، القرنية،  ،ة البالغة )الكبد، البنكرياس، الأمعاءذعي  المواضع الأخرى للخلايا الج  

ة، كما سيجي  ة في مجال الهندسة الن  طبيقات الهام  وكان لهذه الخلايا العديد من الت   الدماغ، النخاع الشوكي(
ة ودراسة تأثير العقاقير والأدوية، بة للأمراض الوراثي  ة المسب  ات الجزيئي  عرف على الآلي  لت كنموذج للت  عم  است  

علاج ة البالغة ذعي  طبيقات للخلايا الج  ومن أهم الت   ة،عالجة الخلوي  ة والم  سيجية العصبي  ات الن  وترميم الأذي  
ع بشرط توافق نسيجي بين سليم من قبل متبر  موية الخبيثة والتي تعتمد على اغتراس نقي عظم الأمراض الد  

 (Clemens V. et al, 2008)المعطي والآخذ 
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يشكل كل من المشيمة والحبل  :Umbilical Cord Bloodي ر  ة توجد في دم الحبل الس  خلايا جذعي   -
ودم الحبل السري  .الحامل وجنينها طيلة فترة الحمل حيث يتم التبادل الغذائيالسري صلة الوصل بين الأم 

جمع عينات دم ت  . بتر بعد الولادة مباشرةم المحصور ضمن أوعية المشيمة والحبل السري، الذي ي  هو الد  
 حفظ في شروط تجميد ملائمة لأغراض، وت  خلال العشرين دقيقة الأولى من لحظة الولادةالحبل السري 

وهي الخلايا  ،دة القدراتة متعد  ة بفضل احتوائه على أنماط مختلفة من الخلايا الجذعي  ة وأخرى بحثي  سريري  
 الوعائية البطانية والخلايا، (MSCs) ةطي  المتوس   ةذعي  الج   والخلايا (، (HSCsمللد   دةالمول   ةذعي  الج  

Vascular Endothelial Stem Cells (ETHSCs) . ماذج في دم الحبل السري العديد من الن   د  ج  و  كما
 ..(Tomas K. et al, 2006) حتى الآن ةدق  ب   فص  و  ة الأخرى التي لم ت  الخلوي  

أو ائل الأمنيوسي الس   :Amniotic Fluid Stem Cells ائل الأمنيوسية توجد في الس  ذعي  _خلايا ج  
في حماية  له دوريسبح ضمنه بمرونة خلال فترة الحمل، و هو الوسط المائي الذي يحيط بالجنين الس لوي 

 .ه أثناء الولادةل خروج  سه  ة وي  دمات الخارجي  الجنين من الص  

السائل على خلايا هذا احتواء  2119في جامعة هارفرد  وزملائه Atalaشفت دراسة للباحث ك        
          ها أنسجة الجنينمصدر  ة دة القدرات شبيهة بالخلايا الجذعية الجنيني  ة متعد  جذعي  

(Abdulrazzak et al., 2013 ,Atala 2012)،  هذه  يمكن توجيه تمايز هأن   لهدراسات لاحقة ب أثبتو
في  ستنباتخلال الا  Teratomaةمسخي   ها لم تشكل أوراما  عة، كما أن  ة متنو  باتجاه أنماط خلوي   الخلايا

ة في المجالات البحثي  ة خلاقي  الأعوبات أوالمشاكل ، ولم تواجه أي من الص  جاج أوفي الكائن الحيالز  
ة ة الجنيني  ذعي  لدى الباحثين بالمقارنة مع الخلايا الج   ة، لذلك احتلت مكانة مرغوبة وأكثر تفضيلا  والعلاجي  

                 مكن حفظها وتجميدها في شروط مناسبة لغرض تشخيص وعلاج العديد من الأمراضيكأداة واعدة 
(Rodrigues et al., 2012 ,Wang et al., 2013). 

ِّ: Hematopoietic Stem Cellsمدةِّللد ِّةِّالمول ِّالخلاياِّالجذعي ِّ .2-2
 :دةِّلهاول ِّةِّالم ِّذعيَِّّومنشأِّالخلاياِّالجHematopoiesisَِِّّةِّوي ِّمَِّنِّالخلاياِّالد ِّتكو ِّ.2-2-1ِّ

سلاسل  8م، من عويض المستمر لخلايا الد  ة يتم من خلالها الت  عملي   Hematopoiesisم ن الد  تكو   ن  إ
series  أو أنسالlineages   ة واحدة هي مجموعة الخلايا من مجموعة خلوي   ا  ة على الأقل، بدءخلوي

وذلك طيلة  Pluripotent Hematopoietic Stem Cell دراتالق   كثيرةنة لخلايا الدم كو  الجذعية الم  
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من مجموع خلايا نقي % 1.110ة نادرة، إذ تتواجد بنسبة (. وهذه الخلايا الجذعي  1-2حياة الإنسان الشكل)
ارة من الد   G1أو  G0ة، تبقى في الطور بيعي  في الحالة الط   Quiescentة ع  اة. وهي خلايا هاج  العظم المنو  

 .(Clapp et al., 1989) ةلوي  الخ  

 
ن خلايا الد م1-2الشكل ) ذ   (: مخطط ت كو   عي ة الم ول دة للد م.بدءا  من الخلية الج 

االم  ة يبادأ فاي الكايس موي ان الخلاياا الد  تكاو   إلاى أن  دراساات علام الجناين أشاارت        7بعاد  yolk sacي ح 
الموقاع الرئيساي لتكاون تلاك الخلاياا،  بعاد الياوم العاشار ناي، ثام يصابح الكبادن الجنيكاو  ام تقريبا  من بادء الت  أي  

 ويسااتمر كااذلك طيلااة حياااة الفااردالااد م خلايااا  أشااهر يصاابح نقااي العظاام هااو الموقااع الرئيسااي لتكااون 9وبعااد 
(Clapp et al., 1989)  ااات ي  دية الث اات علااى أجن ااي ااجر  راسااات الأحاادث التااي أ  . لكاان الد ة الفئااران وبخاص 

ن بالقرب من الجدار البطني للأبهار بعاد تتكو   +CD34م نة لخلايا الد  ة المكو  الخلايا الجذعي   إلى أن   أشارت
منطقةةة الدةةدت اللنا ةة ية  ة تنشااأ فاايهااذه الخلايااا الجذعي اا راسااات أن  أسااابيع ماان الحماال وقااد اقترحاات تلااك الد   5

د لكب ااال الخلاياااا الأصااالوهاااي  Aorta-Gonad-Mesonephros region (AGM) ل شةةةنيالأ اطو  ةةةي
 .(Sugiyama and Sasaki, 2013) م طيلة حياة الفردقي وتحافظ على توليد خلايا الد  والن  

 كاناات قااادرة علااى توليااد خلايااا الاادم ماان ساالالات مختلفااةوعنااد إزدراع هااذه الخلايااا فااي حيوانااات بالغااة      
(Tavian and Peault, 2005). 
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، ماع Developmentناامي تصااعد للت  ن تقيياد م  م تتضم  ن خلايا الد  ة تكو  عملي  فإن من ناحية أخرى        
اكااثرعلى الت  درة زيادة في الق   للخلاياا  Self–Renewal Capacityاتي د الاذ  جاد  درة علاى الت  ع فاي الق ا، وتراج 

ااصبعااد و  ،هبحيااث أن اا .Progenitors ساالائفال درة أو غياار قااادرة علااى أقاال ق اا يااا، تصاابح هااذه الخلاالتخص 
 .(Konuma et al., 2011) ر عمرها أيضا  كما ويقص   كاثرالت  

ااي إلااى حاادوث ابيضاااض د  مااايز هااذه مضاابوطة بإحكااام، وأي خلاال فيهااا يااؤد  ضااوج والت  ة الن  وعملي اا      وي م 
Leukemia  قاار دم ، أو فAnemiaااا ة غياااب لأنمااااط خلوي ااا، أو Immunodeficiencyوز منااااعي ، أو ع 

 .(Peault and Tavian, 2003) شذوذاتب على ذلك من وي( وما يترت  ل  وز خ  نة )ع  عي  م  

CD34  الق درات كثيرةة م عندما ينشأ عن الخلايا الجذعي  ن خلايا الد  ويبدأ تكو        
-
CD45

ة خلاياا جذعي ا-
CD34القادراتتعاددة م  

+
CD45

+
تعاددة ة م  وخلاياا جذعي ا  Myeloid Progenitorsةقوي اللخلاياا الن   ساليفة 

تاي يمكان كشاف مساتعمراتها فاي طحاال . وال   Lymphoid Progenitorsةلمفاوي اللخلاياا ال   ساليفة القادرات
ة فاي ن المساتعمرات الخلوي اساة تكاو  هاا باساتعمال مقاي  أيام من حقن   ثمانيةعة بجرعات مميتة بعد شع  الفئران الم  

ااهااذه الخلايااا بالو   س اام ي ت. ولااذلك Spleen Colony Assayطحااال الفئااران   نااة للمسااتعمراتدات المكو  ح 
اتي، وبقادرتها د الاذ  جاد  ز بقادرة محادودة علاى الت  تاي تتمي ا، وال  Colony Forming Units (CFUs)ة الخلوي ا

نصااف صاالبة سااائلة أو علااى أوساااط أوساااط  فاايم ماان أنماااط مختلفااة عنااد زراعتهااا علااى تكااوين خلايااا الااد  
، IL-3 ،GM-CSF ،M-CSF ،G-CSF ،IL4 ،EPO ،SCF:مويااة مثاالوي عواماال نمااو الخلايااا الد  تااتح

IL-6 ،IL-11 ،C-Kit-ligand   ة نة للمستعمرات إلاى خلاياا دموي اه تمايز الخلايا المكو  وغيرها، والتي توج
 .(Zhang et al., 2010) صةناضجة متخص  

دة كانات ولا ة معق اات جزيئي اآلي ا ونة تضبطهاص  ة م  عملي  هي م ن خلايا الد  ة تكو  عملي  يجدر بالذكر أن  و       
ن الخلاياااا ة المساااؤولة عااان تكاااو  تحدياااد عااادد مااان الجيناااات الأساساااي   ة، وقاااد تااام  موضاااوع أبحااااث مساااتمر   زالااات

 .(Colpitts et al., 2013) م وعمل تلك الخلايا في الفرد البالغنة لخلايا الد  ة المكو  الجذعي  

تاي تارتبط إلاى وال   Hematopoietic growth factorsموياة مو الخلاياا الد  ل ن  رس تأثير عوام  كما د        
    دة ومتشااااااابكة مااااان حادثااااااات نقاااااال الإشااااااارةلات معق ااااااة علااااااى ساااااطوح الخلايااااااا لتولااااااد شااااالا  مساااااتقبلات نوعي اااااا

Signaling Events عبيار الجيناي الت  رات فاي ة، يناتج عنهاا حادوث تغي اداخال الخلي اGene Expression 
 .(Saran et al., 2013)مايزأو الت   كاثر;الت   حو  ة ن  ه الخلي  الذي يوج  
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ة مااو مان خاالال تنشاايط مسااتقبلاتها التااي تملااك فعالي اام تسااتجيب لإشااارات عواماال الن  نااة للااد  والخلاياا المكو       
والتاااي تاااؤدي , C-kitمثااال  ،ناااازيببروتيناااات لهاااا نشااااط تياااروزين كة نااااز أو مرتبطاااة داخااال الخلي ااايتياااروزين ك

لاااى خلااال فاااي تكاااو   Macrocytic Anemiaقااار دم الخلاياااا إلاااى حااادوث ف   الطفااارات فياااه ن المساااتعمرات وا 
بيطاة هاذا المساتقبل فارات فاي ر  الط   ويال. كماا أن  ة علاى المادى الط  موي ان الخلاياا الد  حالية، وفشل فاي تكاو  الط  

ااااااااااي إلااااااااااى تكااااااااااو  تااااااااااؤد                  ةمااااااااااو الخلايااااااااااا الجذعي اااااااااادعم ن  لا ي اااااااااا Niche )عاااااااااا ( فن ااااااااااو ك  أنة ن بيئااااااااااة حاض 
(Saran et al., 2013). 

 Cytokines Receptors  يتوكيناتم مساتقبلات السان الاد  تاي علاى علاقاة بتكاو  المساتقبلات ال   أهام ومان      

فسيتوكينات تكاون الادم لهاا دور أساساي  ،Mak1/Erk والمسار Jak/Statوالتي تنقل الإشارة من خلال المسار
ااايانة الحالاااة الث ابتاااة  ن الاااد م بشاااكل  ساااليم Steady-Stateفاااي ص  يرثروبياااوتين فماااثلا  مساااتقبل الإ .والم ساااتق رة لتكاااو 

(Epo) خلايااا دم م الحمااراء، وفااي توجيااه تمااايز نساالها إلااى دة لخلايااا الااد  وبقاااء الخلايااا المول اا كاااثرلااه دور فااي ت
ااار  فاارات الط  الط  تااؤدي حمااراء، و  ن ، أو إلااى خلاال فااي تكااو  11وت الفئااران فااي اليااوم ئااة علااى هااذا المسااتقبل إلااى م 
 .(Todaro et al., 2013) موية في كبد الجنينالخلايا الد  

    الانتساااااااا حليااااااال الاااااااوراثي وجاااااااود دور رئيساااااااي لعااااااادد مااااااان عوامااااااال أظهااااااار الت   ،ومااااااان ناحياااااااة أخااااااارى     
Transcription Factors   موية. وهذه العوامل منها ما له تأثير عام في تنظيم ن طلائع الخلايا الد  في تكو

مااايز إلااى أنماااط ها ومنهااا مااا هااو نااوعي بالت  ضاج  مويااة ون  تمااايز الخلايااا الد  لة عينااة نوعي ااعبيار عاان جينااات م  الت  
الخلايااا  نسااائلر علااى تمااايز ونضااج كاال هااا مااا يااؤث  فاارات التااي تطاارأ عليهااا مندة. باادليل أن الط  ة محااد  خلوي اا
وقاف تماايز ونضاج كال الخلاياا ي   GATAمال اعالبعينهاا فماثلا  الطفارات فاي  نسايلةمنها ما يخص فموية الد  

    ضاااااج خلاياااااا الااااادم الحماااااراء فقاااااطف ن  وق اااااي   Pu.1 ،Rbtn2فااااارات فاااااي العوامااااال الط   ة، فاااااي حاااااين أن  الدموي ااااا
(Orkin, 1995). 

ِّ:Hematopoietic stem cell transplantation.ِّازدراعِّالخلاياِّالجذعي ةِّالمول دةِّللد م2-2-2ِّ

ر ت العادة أن المصدر الت قليدي للخلايا الجذعي ة المول دة للد م   Hematopoietic Stem Cellsج 
ة ج  عال  جرعات الم  ة تمكين الأطباء من زيادة شد   بهدف وكان يتم ازدراعه .Bone Marrowالعظمهو نقي 
استخدم و  .ة المنشأة داخلي  رطاني  د القضاء على الخلايا الس  ل إلى ح  وص  ة والت  ة الإشعاعي  ج  عال  ة والم  الكيميائي  
دي، د وكذلك سرطان الث  لمفومات والابيضاضات وسرطان نقي العظم المتعد  لاج أمراض ال  ع  في بالتالي 
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م من نقي العظم نة للد  ة المكو  ني أو بتحريض انتقال الخلايا الجذعي  ط  الق   لز  ة إما بطريقة الب  حيث تتم العملي  
                من أجل ازدراعهالاحقا  جمع ت   والتي Peripheral Blood حيطيم الم  إلى الد  

(Dasgupta et al., 1996). ة ولفترة طويلة في كل من الهندسة الجيني  غ رسات ن قي الع ظم  عت م د توا
 مهما  وعلى وجه دورا   المحضرة بهذه الطريقةخلايا الواحتل ت ، (Vose, 2013) ةة الخلوي  عالج  والم  

التصاق الخلايا  قصن  ، فيحاتة الص  ل  ق  ، لاسيمياالت  الخ صوص لعلاج اعتلالات وشذ وذات أمراض الد م )
  وسواها( وز المناعيالع  ، ظم الابيضاضيقي الع  ذوذ ن  ش  ، مسرطان الد  ، م المنجليقر الد  ف  ، البيض

(Daley, 2012). 

لا حاجة  العظم أن   يومن مي زات المعالجة بازدراع الخلايا الجذعي ة المول دة للد م والمعزولة من نق 
ي ة خطورةوال لفهم تفاصيل العملي ة كشرط لتطبيق المعالجة فعدد ومصير الخلايا المزدرعة يكون منظما ،  الس م 

المعالجة لمر ة واحدة تطبيق و  ،الط عمل لتقب   العائ ل الم ضيفور الحاد خلال تحضير لعلاج تقتصر على الط  ل
)الذي يعتمد استعمال مواد كيميائي ة تؤث ر على ي الكيميائي علاج الطب  من ذلك، فلل عكسالعلى و  فقط.

ستهدفة، وأن  هذه أينما تم  الت عبير عن تلك الجزيئات الم   عادة  خلوية  ةي  م  أثيرات س  أهداف جزيئي ة داخلي ة( ت
 .(Weissman, 2000)ا  المرض موجود بقي  لازمة طالما زمنة وم  م  المعالجات الكيميائي ة بطبيعتها 

يتم  ا  هام ا  مخبري   واجهت عمليات ازدراع نقي العظم اقتضت عملا   هناك صعوبات ،لكن رغم ذلك 
رع لكل من العائل الم ضيف والمتبر ع فبعد الحصول على موافقة المتبر ع واط لاعه  .Donor قبل عملي ة الز 

در،  و ر شعاعي ة للص  على مخاطر العملي ة وماهي ت ها يتم تحضيره م خبري ا  بما يشم ل تاريخه الطب ي، ص 
الت خث ر، اختبار الواسمات المرضي ة الم عدية، وهناك  تعداد خلايا الد م واختبار عوامل ،تخطيط ك هربي ة القلب

قامة في المشفى عام حاجة إلى تخدير ع ة للمتبر  ة أو أذي  مرضي   ا  أعراض ة العزل أحيانا  ب عملي  سب  وقد ت   .وا 
مع، إعياء   ا  تشم ل ألم، %6-%20)بين )ما أو المريض بنسبة تتراوح  ع الج  أثناء المشي أو  ا  ، ألمفي م وض 

ي ة ميكانيكي ة  %(1.1-%1.0)الجلوس وأمور نادرة بنسبة  قد تهد د حياة المتبر ع الاجتماعي ة والعملي ة مثل أذ 
رق في ع ج ز ي أو ألم الن س ا الوركي إنتانات ب قد يترافقسحب هذه الخلايا  بالإضافة إلى أن   .للعظم أو فتق ح 

سيجي الذي يتطلب ديمومة وافق الن  فض المناعي الناتج عن عدم الت  ن الر  ل كل ميشك  كما  ،ونزوفات دموية
ة للبحث عن بديل لخلايا ئيسي  ث الفيروسي أحد الأسباب الر  لو  الت   ة للمناعة، وأحيانا  ط  ثب  المعالجة بالأدوية الم  

 .نقي العظم
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م كبديل أثبت  أن ه أقل وفي العقد الأخير صار الد م المحيطي  مصدرا  أكثر رواجا  من نقي العظ 
لكن بالمقابل أثبتت دراسات أن  .تعويض الخلايا الت الفة في الد م أسرع كما أن   في الوفي ات، وتسب با  إمراضي ة 

يال الث وي  Graft-versus-host disease (GVHD) هناك زيادة في حالات الإصابة بداء الط عم ح 

عند المريض المتلق ي والتي مصدرها المتبرع  الخلايا القاتلة الط بيعيةالت ائية و المرتبط بزيادة تعداد ال لمفاوي ات 
(Bojanic et al., 2009).  ه نحو دراسة الخلايا وج  إلى الت   0091الباحثين منذ عام قد دفع هذا الأمر و

التي تندرج تحت  ،(Koestenbauer et al., 2009) ريم المعزولة من دم الحبل الس  للد   ول د ةة المالجذعي  
بالمقارنة مع الخلايا  ة أكثر تقييدا  ص وظيفي  كونها تملك خصائ   لقدراتدة اة البالغة متعد  الخلايا الجذعي  

 اتي والمستمر.ة، إلى جانب مقدرتها على الانقسام الذ  ة الجنيني  الجذعي  

ِّالس ري:صفاتِّالخلاياِّالجذعي ةِّالمول دةِّللد مِّفيِّدمِّالحبلِّ.2-2-3ِّ
مو التي تحررها خلايا المشيمة ة في دم الحبل الس ري متعلق بعوامل الن  الخلايا الجذعي   د بأن وجودعتق  ي      

أعداد هذه الخلايا  ، بدليل أن  low oxygen tensionر الأوكسجين المنخفض عند الولادة أو بسبب توت  
لولادة لتصبح ضمن مجال الأعداد الطبيعية ة في دم الوليد تنخفض كثيرا  بعد ساعات من االجذعي  

العدد الم طلق والن سبة المئوي ة للخلايا  . بالإضافة إلى أن  (Roy et al., 2012) الملاحظة لدى البالغين
نة للد م    يتناسبان عكسا  مع عمر الحمل  MNCsمن مجموع الخلايا وحيدة الن واة  CD34الجذعي ة الم كو 
(Jin et al., 2000). 

على وجه الخصوص  Umbilical Cord Blood (UCB)وتعود محاولات استعمال دم الحبل الس ري 
نة لخلايا الد م إلى أواخر الستينات ومطلع السبعينات من القرن العشرين.  كمصدر للخلايا الجذعي ة المكو 

ر  أو ل تقرير للأخوين  إندي عن محاولة لنقل دم الحبل الس ري إلى مريض ابيضاض دم  Endeوقد ن ش 
 Koike من . لاحقا  بينت دراستان منفصلتان لكل  (Ende and Ende, 1972) 0092معالج كيميائي ا  عام

دة دم الحبل الس ري يحتوي على الخلايا المول   أن   Vidal K,1983 and Vidal JB,1985) (Koikeو
ر جميد لايؤث  هذه الخلايا تحت شروط الت   فظقي، وأن ح  ات إزدراع الن  م بأعداد تكفي لإجراء عملي  لخلايا الد  

 .كاثر، ولا على قدرتها على الت  Viability )حيويتها( تهاعلى عيوشي  

راسات التي بحثت في محتوى دم الحبال الس اري مان سلسلة من الد  ، وزملاؤه  Broxmeyerكما أجرى      
ة لجماع وتخازين دم الحبال حاة ناجعملي ا ائاقطر  روام وصفات تلاك الخلاياا، كماا طاو  دة لخلايا الد  الخلايا المول  

دم الحبااال خلاياااا ة ناجحاااة لإزدراع ة. وقاااادت تلاااك الجهاااود إلاااى إجاااراء أول عملي اااالس اااري لعساااتعمالات الطبي ااا
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ل عاام ادس مان تشارين الأو  فاي الس ا Fanconi Anemiaعاني من فقر دم فاانكوني كان يالس ري لدى طفل 
الأماااد للغرساااة )الطعااام(، وتماااايز الخلاياااا المزدرعاااة إلاااى أنساااال خلوياااة نقوياااة جااااح طويااال د الن  . وأك ااا1688

 فااااي دم الحباااال الس ااااري Pluripotent Stem Cell القاااادرات كثياااارةة جذعي اااااللخلايااااا اجااااود ولمفاويااااة و  
(Broxmeyer et al., 1992a). 

وماع أن  ،فاي معالجاة الباالغين بتقييم استعمال خلايا دم الحبل الس اري ،وزملاؤه Broxmeyerقام كما      
دة فاي دم الحبال قاي فاإن هاذه الخلاياا المول ااة أقل بكثيار مان تلاك التاي تحتويهاا غارائس الن  أعداد الخلايا المنو  

 ائلة قصاايرة الأجاالرعااات الس ااع النساايلي فااي الز  وس ااضاااعف والت  الس ااري كاناات لهااا قاادرة أكباار وأعلااى علااى الت  
(Broxmeyer et al., 1992b)  ا، وقد أك CD34الخلاياا  باأن   Cardosoل إلياه د ذلاك ماا توص 

+
CD38

- 
 .(Cardoso et al., 1993) عن الخلايا المعزولة من النقي أضعاف 7-9يزيد عن  تضاعفت بما

فاي الخلاياا الجذعي اة   Telomeresميراتالتيلو  الأمر قد يعود إلى أن   ات أن  وأشارت العديد من الد راس     
وميرات الخلايا في نقي لمقارنة مع تلأطول با (UCB) المعزولة من دم الحبل السري (HSCs)المولد ة للد م 

                البقاااااااااااااء لماااااااااااادة أطااااااااااااول فااااااااااااي وسااااااااااااط الاسااااااااااااتنبات قااااااااااااادرة علااااااااااااى أصاااااااااااابحتوبااااااااااااذلك  (BM)العظاااااااااااام 
(Schuller et al., 2007 ,Zimmermann et al., 2004). 

الحبل الس ري  ساتي تم تأسيس الس جل الد ولي لغر وبناء على نجاح حالات لغرائس دم الحبل السر 
(ICBTR) International Cord Blood Transplant Registry  وتأسيس أول بنك 0002عام ،

بي و ، وتأسيس الس جل الأور 0001م في نيويورك عام لتخزين وحفظ وحدات دم الحبل الس ري في بنك الد  
 كان قد تم   2111وبحلول العام  Euro-Cord Transplant Registry (ECTR)الحبل الس ري  ساتلغر 

وحدة دم حبل سري م نم طة نسيجي ا  وجاهزة لعمليات الإزدراع وقد استفاد منها  100,000تخزين أكثر من 
ع ذلك بقي ة الد ول والمؤس سات . وقد شج  (Eapen et al.,2010) معظمهم من الأطفال ا  مريض 1911

دات دم الحبل الس ري بما في ذلك البلدان  ة على تأسيس بنوك لو ح   ة.العربي  الخاص 
شاابه تلااك الموجااودة فااي نقااي العظاام ماان حيااث القاادرة والخلايااا الجذعيااة الموجااودة فااي دم الحباال الس ااري ت       

ولكن تشير الدراساات إلاى أن هاذه الخلاياا هاي خلاياا ، ة مختلفةمايز إلى أنسال خلوي  اتي والت  د الذ  جد  على الت  
وهي بذلك تختلاف  HLA-Drوعن  CD33و CD34 اتالمستضد   ر عنعب  ت  ها م أن  ذرغ Primitiveة ئي  د  ب  

ر عاااان هااااذه المستضاااادات فااااي حااااال كاناااات متمااااايزة عب ااااالتااااي ت  ة الموجااااودة فااااي النقااااي عاااان الخلايااااا الجذعي اااا
(Traycoff et al., 1994). 
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عبيار الت   أن   Cardoso (Cardoso et al., 1993)و ،Hao (Hao et al., 1995)فقد بين الباحثان      
ل الخلايااااا مث اااافبينمااااا ت   ،ةمختلفااااة ماااان هااااذه الخلايااااا الجذعي اااا جمهااااراتز تحاااات مي ااااي   CD38 المستضااااد عاااان

CD34+CD38-  جمهرة هاجعة، فإن الخلايااCD34
+
CD38

ة لهاا قادرة طويلاة الأماد ل خلاياا جذعي امث ات   +
اا Clonogenic كاااثرعلاى الت   ع ماان اسااتجابة سار  هااذه القاادرة ت   أساابيع، وأن   1نعي لأكثار ماان فاي الوسااط الص 

CD34ة كل خلي  ت ول د توكينات في الوسط الصنعي. و يحريض بالسلت  باهذه الخلايا 
كبيرة من الخلايا  ا  أعداد +

 .نقي العظم فيبالمقارنة مع نظيراتها 

ة المعزولاة مان الحبال الس اري ماع تلاك باين تضااعف الخلاياا الجذعي اLansdrop  الباحث وعندما قارن     
أو المعزولة من كبد الجنين وذلك فاي وساط مجارد مان المصال ومازود بخلايط مان  ،المعزولة من نقي العظم
CD34أعااداد الخلايااا  ن لااه بااأن  تبااي   ،IL-3 ،IL-6 ،SCF ،EPOالسااايتوكينات وتحدياادا : 

المعزولااة ماان  +
CD34زدادت أعداد الخلايا انقي العظم بقي ثابتا ، في حين 

ات المعزولة من دم الحبال الس اري مئاات المار   +
CD34وازدادت أعداد الخلايا 

 .(Lansdorp et al., 1993) لاف المراتآالمعزولة من كبد الجنين  +

في  كاثرالموجودة في دم الحبل الس ري لها قدرة أكبر على التللد م دة الخلايا المول   أن   Carowن كما بي       
المعزولاة مان نقاي العظام. وعناد إضاافة بلازماا دم الحبال للد م دة بالمقارنة مع الخلايا المول   ستنباتأطباق الا

ر إلااى وجااود عواماال نمااو أشااابشااكل كبياار ممااا  كاااثرز هااذه القاادرة علااى الت  تتعااز   سااتنباتالس ااري إلااى وسااط الا
 .(Carow et al., 1993) أخرى في بلازما الحبل الس ري غير موجودة في دم الأشخاص البالغين

ه على أعداد أكبر من الخلايا ئقي من حيث احتواعلى الن  ة لدم الحبل الس ري أفضلي   أن   Lewis وأثبت       
 .(Lewis and Verfaillie, 2000) ستنباتأسابيع من الا 5وبعد  0ة عند اليوم لمفاوي  ة وال  قوي  المولدة الن  

واحادة مان الانمط تقادير هاذا العادد بخلياة جذعياة  تام   In vivoراساات فاي الجسام الحاي مان ناحياة الد  و      
CD34

+
CD38

قااي عظاام الفئااران ناقصااة باشاار فااي ن  الم  قاان ة الح  باسااتعمال تقني اا وذلااك خليااة 11ماان بااين  -
 .(Yahata et al., 2003) المناعة بدلا  من الحقن عبر الوريد الذيلي

CD34ة دئي ااوي خلاياااا ب  تااادم الحبااال الس اااري يح أن   ،وأثبتاات دراساااة     
م فاااي قاااادرة علاااى تكاااوين خلاياااا الاااد   -

دة الموجاودة نسبة الخلايا المول   ة وأن  ، خاص  كاثرالفئران ناقصة المناعة بالإضافة إلى قدرتها الأكبر على الت  
 .(Wang et al., 2003) %91في حالة انقسام في دم الحبل الس ري تصل إلى 
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زة للخلايا فات الأخرى الممي  من الص   قي فإن  دها بأعداد أكبر بالمقارنة مع الن  وبالإضافة إلى تواج       
ر م  طابق في الز  حا  تجاه عدم الت  ا  وأكثر تسام  ة الموجودة في دم الحبل الس ري أنها غير ناضجة مناعي  الجذعي  
HLA   عم ي للغرسة أو الط  فض المناعطورة حدوث مرض الر  خ   لي فإن  ع والآخذ، وبالتا  بين المتبرGVHD 

.في حال حدوثه. ويؤكد ذلك نجاح عمليات إزدراع دم الحبل الس ري وبخاصة لدى الأطفال يكون أقل حدة  
(Laughlin et al., 2001 ،Schmitz and Barrett, 2002). 

ل د ة للد  الخلايا الجذعي   أن   ةالعديد من المجموعات البحثي  كما أك دت  صف بالمرونة ت  م ت  ة الم و 
Plasticity   ة بهاة تتجاوز الخطوط الس لالية الخاص  واستطاع الباحثون جعل الخلايا الجذعي. 

ل د ة للد  فمثلا    ل ت الخلايا الجذعية الم و  و  ة وذلك ة وعظمي  ة ووعائي  وعصبي  ة ة وعضلي  م إلى خلايا كبدي  ، ح 
    ضافة إلى وسط الاستنباتالعوامل الم   وعدد حسب طبيعة

(Hurlbut and Doerflinger, 2004 ,Parker et al., 2004). 
م دة للد  ف المول  لائ  خلايا دم الحبل السري تحتوي بالإضافة الى الس   إلى أن   وع ز ي ذلك أيضا   

Hematopoietic Progenitors   م دة للد  سلائف أخرى غير مول
Non-Hematopoietic Stem Cells  توسطيةلائف المثل الس  ؛ مMesenchymal Progenitors  

 ةلائع العصبي  والط    Endothelial Cell Progenitorsوسلائف الخلايا البطانية
Neuronal Precursors (Ghen et al., 2006) .  الخلايا المعزولة من  ن أن  توثيق ذلك عندما تبي   وتم

د ع  ، والتي ت  Rex1و Mdr1و Sox2و Oct3/4 اتري البشري ت ع ب ر عن كل من الجيندم الحبل الس  
القدرات ة كثيرة ة الجذعي  ة التي تسيطر في حالة الخلي  م  ظ  ن  زة للعوامل الم  الجينات المرم  

(Habich et al., 2006).   ة للخلايا الجذعي   ري المصدر البديل الأكثر قبولا  ل حاليا  دم الحبل الس  شك  لهذا ي
 .(William T,2005)م للد   ولدةة الموالخلايا الجذعي   توسطيةالم

ل د ة للد  ذعي  في السنوات الأخيرة، وبشكل كبير، استعمال الخلايا الج  وتزايد  م المعزولة من دم ة الم و 
 .عتيانفي الا نا  وسهولة  االمصدر الأكثر أم عد  ري في معالجة العديد من الأمراض، حيث ي  الحبل الس  
ة التي تعاني منها الخلايا ات الأخلاقي  والإشكالي  قنية عوبات الت  ق إلى الص  طر  ب الت  جن  ت   تم   ،وباستعماله

ري المصدر دم الحبل الس   داوغ   .(Cutler and Ballen, 2009) ة المأخوذة من المصادر الأخرىالجذعي  
ة وعلاج أمراض الجهاز المناعي، كأمراض المناعة البديل الأنسب لأغراض تعديل الاستجابة المناعي  

 1مط ري من الن  ك  ائية مثل مرض الس  قة باستجابة الخلايا الت  ة ذات الأساس الوراثي وخاصة تلك المتعل  الذاتي  



14 
 

ذوذات م بأنماطها حسب الش  م الخبيثة، وتعويض خلايا الد  د، كذلك استهداف أمراض الد  ب المتعد  والتصل  
 .(Younan et al., 2013) خص المصابالتي يعاني منها الش  

ِّالخلاياِّالجَذعيَّةِّالمول دةِّللدَّم:ِّ.ِّتنميط2-2-4
تغطية مفاهيم بيولوجيا في  Molecular Biologyساهمت الدراسات على المستوى الجزيئي 

ل د ة للد  ذعي  فالخلايا الج   .ةة والداخلي  ة الخارجي  لمتغيرات الخلي   فهم أكثر عمقا  الخلية و  ر عن عب  م ت  ة الم و 
عق دات لى م  إتنتمي  ،ةالأنماط الخلوي   ةمييز عن بقي  ة فريدة تجعلها قابلة للت  واسمات سطحي  مستضدات أو 

وهذه  ،ةلها دور في تفسير فيزيولوجيا الخلي  التي  Cluster of Differentiation (CD)زماي  الت   عناقيد
                   Ligandsربائط أو   Surface Receptorsةستقبلات هي بروتينات سطحي  الم

(Lanza et al., 1994)،   د وظيفتها بتفعيل ير سلوك الخلية ويحد  عبير عنها أو وجودها س  غياب الت  ط ضب  ي
        ةة، وقد تلعب دور جزيئات التصاقي  نوعي   Signaling Pathwaysة أوتثبيط سبل إشاري  

Adhesion Moleculars . لدى الباحث وHayflick  ا  تغير م   197هناك أكثر من Parameter  يمكن
 .(Hayflick, 1980)ة ة السطحي  ستقبلات الغشائي  ل الم  ة وتبد  الخلي   Aging مر  تتبعه مع ه  

ِّة:ذعيَِّّللخلاياِّالجَِِّّالمميَّزةSurface Receptor ةِّالواسماتِّالغشائيَِّّ.2-2-4-1ِّ

لو ي طريقة سريعة دقيقة وموثوقة  قني ة القياس الخلوي بالت دف ققد مت تِِِِِّّّّّ ريان الخ  أو ما يدعى قياس الج 
لوي ة الغشائية التي تعب ر عنها جمهرة خلوية صغيرة )الخلايا  للكشف الكيفي والكم ي عن المستضد ات الخ 
ة الجذعية المولدة للدم المعزولة من دم الحبل السري( باستعمال أضداد موسومة بأصبغة متفلورة، بالإضاف

إلى تقييم عدد الخلايا الحي ة في الم علق الخلوي، والاستفادة من خاصية طرح الأصبغة المتفلورة من قبل 
ِّهرات.الخلايا الجذعية في تقسيم الخلايا الجذعية إلى تحت جم

عن الواسمة  Brightرتفع عبير الم  بالت  تت صف  الجذعي ة الم ول دة للد م الخلايا وأشار ت الد راسات بأن       
CD34  ري البشري، قي العظم أو في دم الحبل الس  ها في ن  ر  طو  رة من ت  خلال المراحل المبك  بصورة نوعي ة

 CD34عبير عن الواسمة من الخلايا ذات خصائص سليفة. ويترافق الت   جمهراتن تحت وهي تتضم  
          ستضد الكريات البيض، وعن م  CD133والواسمة  CD45ط عن الواسمة س  تو  عبير الم  بالت  

Human Leukocyte Antigen-DR (HLA-DR)،  بينما يكون التعبير عن الواسمةCD90   لا ، متبد
، CD135و CD123، وCD117للواسمة  إلى متوس ط ا  رتفع، ومCD13ومنخفضا  إلى متوسطا  للواسمة 

ل د ة ذعي  ولا ت ع ب ر الخلايا الج   .CD38للواسمة  أو غائبا   ، ومنخفضا  CD33للواسمة  جدا   ومنخفضا   ة الم و 
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د   ب  خلوي ا  للدم والخلايا السليفة في هذه المرحلة عن المستضدات التي ت م ي ز خط   ات أو عن مستضد   ا  دم ح 
ير عن عبلي لهذه الخلايا، تبدأ بالانقسام والتكاثر وتكتسب الت  ضج الأو  مايز. ومع الن  رة من الت  المراحل المبك  

، CD133والواسمة  CD34عبير عن الواسمة ، ويتراجع وبشكل طفيف الت  CD117و CD38الواسمة 
م لهذه الخلايا، والتي تبدو على شكل جماعة ضج المتقد  ي الن  . ويؤد  CD90عبير عن الواسمة وينخفض الت  

، Myelomonocyticة وي  ق  وى الن  نات مختلفة مثل وحيدات الن  لى مكو  إخلوية متجانسة، إلى تمايزها 
ل د الكريات الحمر  ة أخرى. ويترافق ذلك ، وأنماط خلوي  Lymphoidة لمفي  ، والخلايا ال  Erythroidوخلايا ت و 

ز هذا الخط الخلوي عن مي  عبير عنها الذي ي  ات المرتبطة بالخط الخلوي ونمط الت  مع اكتساب المستضد  
. CD117و CD133و CD34ل من الواسمات ك   )تغيب( ة؛ حيث ت ف ق دجميع الخطوط الخلوية الأساسي  

عبير في الت   وتراجعا   CD13و CD33للواسمة  بدي هذه الخلايا فقدانا  ة، ت  ات البائي  لمفاوي  ق بال  وفي ما يتعل  
ب الواسمCD45عن الواسمة  ت س     مع المحافظة على الواسمة CD19و CD10 نيت، وبالمقابل ت ك 

HLA-DRللواسمة  )مرتفع( . بينما يتصف التمايز باتجاه الخط الخلوي للكريات الحمر باكتساب ساطع
CD71للواسمة  ا  ، ومتوسطCD36في الواسمة  ا  ، وتراجعCD45 وHLA-DR وCD13 وCD33 
 (Darzynkiewicz, et al., 2004). ربعث  ة معتدلة في الت  لي  أو   وزيادة  

ذعي ة الم ول دة للد م بحسب  نمطاهتم ت العديد من الد راسات بمقارنة ال ،حديثا   المناعي للخلايا الج 
مصدرها وأثبتت أن هناك فروقات في طبيعة الت عبير عن بعض الواسمات )المستضدات أو المستقبلات( 

قة بقدرة الخلايا على الت ضاع ف ر الفروقات المتعل  هرات الس ليفة، وبالتالي ت فس  الس طحية ون س ب تحت الجم
الذي انعكس بدوره على الت طبيقات الس ريري ة الأمر والت ماي ز، واستمراري تها في وسط الاستنبات وغير ذلك، 

ذعي ة الم ول دة للد م   للعلاج الخلوي والجيني باستعمال الخلايا الج 
(De Smedt et al., 2011 ,Liu et al., 2011 Ngoma et al., 2011, ).

ِّللد م:.ِّعزلِّالخلاياِّالجَذعيَّةِّالم ول دة22-4-2ِّ-
لا باد مان عزلاه عان بقياة الأنمااط الخلوياة الأخارى التاي يتواجاد معهاا. لاذلك ابتادع  ،لدراسة نماط خلاوي     

، Isolation ، وعازلSeparation ، وفصلSorting ، وفرزEnrichment الباحثون عد ة طرائق لإغناء
نعية وتطبيق معالجاات مختلفاة عليهاا، أو تحويرهاا جينياا   أنماط عديدة من الخلايا لإكثارها في الأوساط الص 

عاادة زراعتهاا فاي الجسام الحاي لأغاراض المعالجاة الجينياة  ويضااف  .للأماراض الوراثي اة Gene therapyوا 
  ماااا قبااال الاااولادة والمعالجاااة الخلوياااة الت شاااخيصو  لاااة فاااي الن س اااج المريضاااة،ذلاااك تااارميم الوظاااائف المعط  إلاااى 
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Cell-based Therapy هندسااة الن سااج ، وTissue engineering  لتاارميم الن سااج الت الفااة وفصاال الخلايااا
الور مي ة عان الخلاياا الط بيعياة فاي حاالات ازدراع الن قاي الاذ اتي وفصال ال لمفاوي اات لمناع حادوث رفاض الط عام 

اا ويسااتند ذلااكياار الااذ اتي. فااي حااالات ازدراع النقااي غ اافات الفيزيائي ااة للخلايااا علااى طرائااق إم  ا تعتمااد علااى الص 
موية إلاى غلالاة بيضااء، كما في تحويل العينات الد   Centrifugationالتثفيل  نتتضم   ق تقليدي ةائوت عد طر 

فات و  ،أوالبيركول الفيكول وسط وى علىفصل وحيدات الن   أو الحيوية فيزيائي ة الكيميائي ة والطرائق تعتمد الص 
ااالبي التاااي تعتماااد مبااادأ الأ لف اااة  الإغنااااء باساااتعمال عتيااادة الإنتقااااء الايجاااابي للخلاياااا مثااال  Affinityأو الس 

      Magnetic separation المغناطيساااااايالفصاااااال و  Depletionللأضااااااداد النوعيااااااة ومباااااادأ الاسااااااتنفاذ 
(Law et al., 1993). اهتمامااا  كبياارا  بطريقااة  راسااات الحديثااةت العديااد ماان الد  أول اا ،وعلااى هااذا الأساااس

ل د ة للدم   EX-Vivoخارج الكائن الحي التعامل ا الجمهاراتوتحت  +CD34مع الخلايا الجذعية الم و  ليفة الس 
ل اد ة للادم وفاي المعالجاة ة أثناء عزلها لتستعمل لاحقاا  فاي العدياد مان المجاالات الساريري   كااغتراس الخلاياا الم و 

الأمار الاذي يانعكس علاى تاواتر تارميم  أ ث ر هذه الخلايا بطريقة العازل الم ط ب ق اة،ة. كما تم الإشارة إلى ت  الجيني  
ة بعااااد عمليااااات الاغتاااااراس ذعي ااااى هااااذه الخلايااااا الج  الأفااااراد التاااااي تتلق ااااجميااااع خلايااااا الجهاااااز المناااااعي فااااي 

(Belvedere et al., 1999). 

 أهدافِّالبحث:.2-3ِّ
الأقل  خلاياال البحث عنو  حيويتها،والمحافظة على  +CD34 الخلاياعزل أكبر مردود ممكن من  .1

 . في الغرسات طويلة الأمدالمفيدة ا  جنض
ل د ة للدم خارج الكائن الحي كثارتحديد الوسط المثالي لإ .2  الخلايا الجذعية الم و 
على  المعزولة من دم الحبل السري البشري في هذه الدراسة +CD34 الخلايا الجذعية  اختبار قدرة .1

 دها، وبعد فك تجميدها.قبل تجمي وحيدات/ بالعات كبيرة الت مايز إلى خط خلوي م حد د
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أهميةِّالبحث:.2-4ِّ

 الإشارة إلى حساسية أحد الطرائق المخبرية في عزل الخلايا الجذعية المولدة للدم. .1
 طريقة عزل الخلاياالمساهمة في فهم النمط المناعي غير المتجانس الذي يختلف باختلاف: .2

 .مصدر الخلاياو 
.بتكثير الخلايا خارج الكائن الحيالتوصل إلى نوعية وسط استنبات مغذي يسمح  .1
تحليل نظام الوحيدات/ البالعات الكبيرة الوظيفي في الوسط الصنعي. .4



قائر المواد والط  

Materials and Methods
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Materials and Methodsق ائر المواد والط  . 3

 ري البشرينات دم الحبل الس  عي  . 3-1
فيُُ(61)بيعيةُوالطُ ُ(61)ةُريُلعددُمنُحالاتُالولادةُالقيصريُ ناتُدمُوريدُالحبلُالسُ خِذَتُعيُ أُ 

ساءُالجامعيُبدمشق،ُبعدُالحصولُعلىُموافقةُمستنيرةُمنُالأهل.ُتراوحتُوليدُوأمراضُالنُ شفىُالتُ ستم
ُالسُ  ُأعمار ُبين ُوتمُ 38ُو25 يدات ُالخاصُ ُعاماً، ُالمعلومات ُوعددُتسجيل ُالأم ُوعمر ُالمولود ُبجنس ة

بُضياعُةُمباشرة.ُتمُتجنُ ريُفيُشروطُعقيمةُبعدُالولادمُمنُوريدُالحبلُالسُ ناتُالدُ الولادات.ُس حِبتُعيُ 
هُوفصلهُعنُالجنين.ُقبلُقصُ  Kocher clampعدنيُرُالمَُريُبلقطهُبملقطُكوشَُمُمنُوريدُالحبلُالسُ الدُ 

ُالمتصلةُمعُالحبلُالسُ  ضِعَتُالمشيمة ُالقيصريُ و  ُالولادة ُفيُحالة ُعقيمةُبحيثُتكونُري، ة،ُعلىُقاعدة
اُم.ُأمُ الأسفلُللحصولُعلىُأكبرُحجمُممكنُمنُالدُ ُمنهاُنحوَُىُالحبلُالسريُالمشيمةُفيُالأعلىُويتدلُ 

ُالطُ  ُالولادة ُحالة ُسُ بيعيُ في ُفقد ُالدُ عيُ ُتبَُحُِة ُالسُ نة ُالحبل ُوريد ُمن ُالرحم.ُم ُداخل ُتزال ُلا ُوالمشيمة ري
ُالدُ  ُنقل ُأكياس ُباستعمال ُالدم ُعينة مِعَت ُأحاديُ ج  ُدكستروزم ُفوسفات ُسترات ُتحوي ُُُأدنين-ة

citrate phosphate dextrose- adenine (CPD-A)  ُُللت ُمانع ُومُ خثُ كمحلول ُخاصةُجهُ ر، ُبإبرة زة
ُ(.33.13 ± 92.72)ميليُلتر651ُُ -80مُيتراوحُبينُم.ُوحصلناُفيُكلُمرةُعلىُحجمُمنُالدُ لجمعُالدُ 
ةُالجمع.ناتُإلىُالمختبرُفيُدرجةُحرارةُالغرفة،ُوتمُالعملُعليهاُبعدُحواليُساعةُمنُعمليُ ن قلتُالعيُ 

 ري إلى غلالة بيضاءنات دم الحبل الس  تحويل عي  . 3-2
ُالسُ    ُالحبل ُدم ُعينات لَت و  ُح  ُالبيضاء ُبالغلالة ُيسمى ُما ُإلى ُالبشري ُإغناءBuffy Coatُُري بغية

مُ،ُوذلكُبنبذُالدُ اءمُالحمرُمويةُوخلاياُالدُ اتُالدُ فيحَُالصُ ُمنُنمكخلصُمنُأكبرُجزءُمبالخلايا،ُوالتُ نةُالعيُ 
مِعَتُالغلالةُالبيضاء،ُثُ ة.ُأ هْمِلُالطُ مئويُ 25ُدقائقُفيُدرجةُحرارة10ُُةُولمدُ  xg 1320بسرعةُ ُمُ افي،ُوج 

ُذَُبِنُُ  ُبسرعة ُ 7ة مد   xg 61ت ُطرح ُوبعد ُمُ دقائق. ُغلالة ُعلى ُحصلنا ُرُ حمَُالبلاسما، ُنسبةُُوصلتة فيها
.%90الخلاياُالبيضُإلىُ

http://medical-dictionary.thefreedictionary.com/citrate
http://medical-dictionary.thefreedictionary.com/citrate
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ل د ة للد  ذعي  المغناطيسي المناعي للخلايا الج   الانتقاء. 3-3 CD34م ة المُو 
+  

ُ ُالمناعي ُالمغناطيسي ُالفصل ُطريقة لتنقيةImmunomagnetic separationُُتستعمل
ُالخلويُ  ُالجماعات ُالمختلفة ُالسُ ة ُمستضداتها ُالطُ حسب ُهذه ُوتسمح ُالهدفُطحية. ُالخلايا ُبفصل ريقة

رُعنهُعلىُسطوحُدُيعبُ ةُلمستضدُسطحيُمحدُ وعيُ فةُبالأضدادُالنُ ةُممغنطةُمغلُ هاُمعُحبيباتُنانويُ ضنُِبحَُ
قُالخلويُبعدُذلكُإلىُعلُ ةُالم مَغْنَطَة.ُوي نقلُالمُ انويُ هذهُالخلايا،ُمماُيؤديُإلىُارتباطهاُإلىُالحبيباتُالنُ 

ُتعبُ عَُ ُوالتي ُالحبيبات ُإلى ُالمرتبطة ُالخلايا ُفتلتصق ُخاص، ُمغناطيس ُداخل ُيوجد ُالمستضدُمود ُعن ر
ُالمستضد(ُمعلُ المعنيُإلىُجدارُالأنبوبُبينماُتبقىُالخلاياُالأخرىُ)التيُلاُتعبُ  قةُفيُسائلُرُعنُهذا

ُالطُ الشُ  ُهذه ُاستعمال ُويمكن ُطف. ُلفصل ُإمُ ريقة ُالايجابيالخلايا ُبالانتقاء أوُ Positive Selectionُا
ُالسلبي ُنوعيُ Negative Selectionُبالانتقاء ُأضداد ُالإيجابي، ُالانتقاء ُفي ُتستعمل ُيوجدُ، ُلمستضد ة

قةُصُمنُالخلاياُالمعلُ جمعُبعدُالتخلُ مود،ُوتُ علىُسطوحُالخلاياُالهدف،ُفترتبطُهذهُالخلاياُإلىُجدارُالعَُ
ُُثمُ  ُالسُ يتم ُالانتقاء ُفي ُتستعمل ُبينما ُالمغناطيس. ُداخل ُمن ُالعمود ُنزع ُلمستضداتُنوعيُ ُضدادألبي ة

ُالهدفُالتيُتبقىُمعلُ جمَُة،ُوتُ هاُتوجدُعلىُسطوحُالخلاياُغيرُالمعنيُ فُبأنُ عرَُةُيُ سطحيُ  قةُمنُعُالخلايا
ُالشُ  ُالتُ سائل ُالمراد ُالخلايا ُترتبط ُبينما ُجدخلُ طف، ُإلى ُمنها ُالعَُص ُُمودار ُإنُ 1-3)الشكل الخلاياُُ(.

ُتقنيُ النُ  ُباستعمال ُلتحليلها ُمباشرة ُاستعمالها ُيمكن ُاتجة ُالخلوي، ُالجريان ُقياس ُجزيئيُ ة ُتحليلها ُأوُاًُأو ،
 ة.ريريُ ةُالسُ ةُالخلويُ طبيقاتُالعلاجيُ التُ ُأبحاثُلأغراضُتخدماستنباتهاُبغيةُتكثيرها،ُأوُتحريضُتمايزها،ُ
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 .+CD34مبدأُالفصلُالمغناطيسيُالمناعيُللخلاياُُ(:1-3)الشكلُ

ل دة للد  ذعي  يجابي للخلايا الج  . الانتقاء الإ3-3-1 CD34م ة المُو 
+  

CD34لخلايا للي الإغناء الأو   -أولاا 
+ 

ُتضمُ  ُنت ُمصمُ هذه ُعتيدة ُاستعمال ُالإالمرحلة ُللانتقاء ُالجَُمة ُللخلايا ُللدُ ذعيُ يجابي، وَل دَة ُالم  مُة
CD34

+
 EasySep™ human cord blood CD34 positive)ريُالبشريُناتُدمُالحبلُالسُ منُعيُ ، 

selection kit, Stem Cell Technologies, Canadaُ ُالأوُ ُاست عمِلَُُمزيجاًُُاحتوت(، ُليللإغناء
ُالجَُل ُذعيُ لخلايا CD34ة

+
 (Human Cord Blood CD34 Pre-Enrichment Cocktail)،ُ ُُنكوُ م

ُالدُ معُمنُجهةُُم هي ئَةُللاراتباط  Tetrameric Antibodiesزيئاةُالجُ رباعيُ ُمنُأضداد ُاءمُالحمرُخلايا
(.ُأ ضِيف2َُ-3)الشكلCD34ُُالخلاياُغيرُالمرغوبُبعزلهاُوالتيُلاُتحملُالواسمةُمعُومنُجهةُأخرىُ

ُالمزيجُإلىُعيُ  دقائق،ُفي10ُُةُمكرولتر/ُميليُلتر،ُوح ضِنَتُمدُ 5ُنةُالغلالةُالبيضاءُبتركيزُقدرهُهذا
ُبذُعلىُوسطُالفيكول.ف صِلتُالوَحِيْداتُبالنُ ُدرجةُحرارةُالغرفة،ُثمُ 
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ُ

شكلُترسيميُيوضحُالمعقدُالناتجُعنُربطُالأضدادُرباعيةُالجزيئاتُللخلاياُالتيُلاُتحملُُ(:2-3)الشكلُ
ُمنُجهةُولخلاياُالدمُالحمرُمنُجهةُاخرى.CD34ُالواسمةُ

حِيْدات البشرية  -ثانياا   Human Mononuclear cellsفصل الو 

ُالعيُ  ُمن ُالوَحِيْدات، ُف صِلَت ُبعد ُالأوُ نة ُإغنائها ُبالخلايا CD34لي
ُالنُ + ُبطريقة ُوسطُ، ُعلى بذ

رُمنُشكلُالوَحِيْداتُالمعزولةُأوُمنُوظائفها.ُويعتمدُتعدُهذهُالطريقةُبسيطةُوسريعةُولاُت غيُ الفيكول.ُوُ
عُالوَحِيْداتُوماُمُالأخرى؛ُفتتوضُ ناتُالدُ ريقةُعلىُالاختلافُفيُالكثافةُبينُالوَحِيْداتُومكوُ مبدأُهذهُالطُ 

ُالمنخفضة.ُوعلىُالعكسُمويةُعلىُالسُ يحاتُالدُ فىُمنُالصُ تبقُ  طحُالعلويُلطبقةُالفيكولُبسببُكثافتها
ُسفلُطبقةُالفيكول.أباتُهيُذاتُكثافةُتزيدُعلىُكثافةُالفيكولُلذلكُتتواجدُوالمحبُ ُاءمُالحمرُخلاياُالدُ ُنُ إف

ُالعيُ  ُالأوُ م د د ت ُإغنائها ُبعد ُنة، ُبالخلايا CD34لي
ُبوُِ+ ،ُ ُملحي ُُُُُُُُُُُُفسفاتيقاء

PHosphate-Buffered Saline (PBS)ُُ ُالكالسيوم ُشوارد ُمن ُُُُُُُُُُُُُُُُمغنزيوموالخالي
(DPBS, HyClone ®ُُوبنسبة)ُفيُأنابيبُنبذُمخروطيُ  1:1 ميليُلتر،ُون بِذَت05ُُةُالقاعدةُحجمها

ُ ُتركيزه ُفيكول ُوسط ُلتر1.077ُعلى ُميلي ُ.ُُُُُُُُُُُُُُُُُُُُُُُُُُُُُُُُُُُُُُُُُُُُُُُغرام/
(Ficoll-paque plus, Stem Cell Technologies, Canadaُُبسرعة)400 xgُُدقيقةُفي30ُُمدة

ُالطُ  مِعَت ُج  ُالغرفة. ُحرارة ُالمكوُ درجة ُتحوي ُوالتي ُالفيكول ُتعلو ُالتي ُالخلويُ بقة ُالغنيُ نات ُبالخلاياُة ة
CD34

دقائق10ُُمدةxgُُ 120تينُبسرعةُومرُ xgُ 300ةُبسرعةُات؛ُمرُ بذُثلاثُمرُ بالنُ غ سِلَتُالخلاياُ،ُوُ+
ُبالوقاءُالملحيُالفوسفاتيُالمُ مئويُ 20ُةُفيُدرجةُحرارةُفيُكلُمرُ  ُدعُ ة، ُُُُُُُُُُُُُُُُُُُُُُُُُُُُُالبقرجنينُ%ُمنُمصل2ُمُبـ

(Fetal Bovine Serum (FBS); EuroClone, Italy )ُبعدُتخريبُبروتيناتُجملةُالمتممةُبالحرارة
وحدةُدولية/ُميليُلترُمن100ُُاتُحيويةُ)دقيقة(،ُويحويُمضادُ 30ُمئويةُمدة56ُُ)التسخينُفيُالدرجةُ

 الخلاياُالحمر

زيئاتالأ  ضدادُرباعيةُالج 

 الخلاياُغيرُالمرغوبُبعزلها
 

 الخلايا المراد

التخلص  
 منها
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ُ/بنسلين Penicillin/Streptomycin (Stem Cell Technologies, Canadaُ،)ستربتومايسين
ُ(.ُإنُ 3-3)الشكلEDTAُميليُمول1ُُ(،ُوEuroclone, Italia) Amphotericineوالمضادُالفطريُ

بذُفيحاتُالتيُعادةُماُترتبطُإلىُالوَحِيْداتُأثناءُفصلهاُبالنُ صُمنُالصُ التخلُ إلىُُأد ىةُالغسلُتكرارُعمليُ 
ُعلىُالفيكول.

 
 

،ُباستعمالُعتيدةُتحتويُمزيجُللإغناءُالأوليُ+CD34لخلاياُباغناءُمخططُيوضحُطريقةُالإُ(:3-3)ُلشكلا
منُدمُالحبلُالسريُالبشري،ُومنُثمُفصلهاُحسبُكثافتهاُبالنبذُعلىُوسطُفيكولُتركيزهُُ+CD34بالخلاياُ

ُغرام/ُميليُلتر.1.077ُ

ُح ضُ  ُتركيزه لَوِي ُخ  ُم عَل قْ 2ُ810ُُ×ر ُوقاء ُمن ُلتر ُميلي ُوتمُ PBSخلية/ ُحيويُ ُ، ُتقييم   الخلاياة

cell viabilityُ.وعددها 
حاتُذاتُمساماتُقطرهاُتمريرهاُعبرُمرشُ ُجميعُالمحاليلُالمستعملةُتمُ ُوتجدرُالإشارةُإلىُأنُ 

قُ (Sartorius stedim biotech, Germanyمكرومترُ)0.22ُ مَتُالحجومُالكبيرةُمنُالمحاليلُ،ُبينماُع 
ةُمةُالجافُ تيُعلىُتماسُمعُالخلاياُفيُالمعقُ الأدواتُالُ تُمَُقُ كماُعُ (، JSR, Chinaطبةُ)مةُالرُ فيُالمعقُ 

(Heraeus, Germany ،) ُُالزُ جريَُوأ ُخيمة ُفي ُالمراحل ُكل ُالصُ ت ُمن ُالثُ رع ُُُُُُُُُُُُُُُُانيف
(Class II laminar flow hood; OSK, Japan.) 

 
ُ
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CD34تنقية الخلايا  -ثالثاا 
+ ُ

ُ ُمع ُالنوى ُوَحيدات ُالخلايا ضِنَت ُفأريُ ح  ُالنُ أضداد ُوحيدة ُضدة ُالشدفة-سيلة ُمنطقة ُُُُمستقبلات
FC fragment Crystallizable Region (Fc region)ُ ُُُُُُُُُُُُُُُُُُُُُُُُُُُُُُُُةالبشري

(mouse anti-human Fc receptors CD64/CD16/CD32; BD Biosciences, USAُ،)
10ُميليُغرام/ُميليُلتر(،ُمدة3ُُ)PBSُخلية/ُميليُلترُمنُوقاء610ُُ×1مكرولتر/67ُُلُوذلكُبمعدُ 

وعيُللأضداد.ُغ سِلَتُبُالارتباطُغيرُالنُ اليُتجنُ وبالتُ Fcُدفةُلجُبغيةُإشباعُمستقبلاتُالشُ دقائقُعلىُالثُ 
 CD34ةُللواسمةوعيُ سيلةُالنُ أ ضيفتُالأضدادُوحيدةُالنُ ُةُثلاثُدقائق،ُثمُ مدُ xgُ 970بذُبسرعةُالخلاياُبالنُ 

 (Stem cell technologies, Canada ُُوبمعد،)ُميكرولترُمنُالأضدادُلكلُواحدُميليُلترُمن100ُُل
 2 ×قُالخلويُ)المعلُ 

8
ةُتُمدُ نَُضُِحُ ُمُ (،ُثُ Stuart SB2, UK)ُُازةناتُعلىُهزُ تُالمكوُ جَُزُِخلية(،ُومُ 10ُ

ُة.مئويُ 25ُدقيقةُفيُدرجةُحرارة15ُُ
ولاُُبجهازُقياسُالجريانُالخلويُقرأت ُُالتيُلاةُ)انويُ مكرولترُمنُالحبيباتُالم مَغْنَطَةُالنُ 50ُأ ضِيفُ

ُميليُلترُمنُالمعلُ تؤديُإلىُإشاراتُكاذبة ُلكلُواحد  2 ×)قُالخلويُ(
8
ضِن10َُُ 15ُةُتُمدُ خلية(،ُوح 

نةُبالوقاءُالملحيُالفوسفاتيُالعيُ ُحريكُالمستمرُوفيُنفسُدرجةُالحرارة.ُك م لَُحجمةُمعُالتُ دقيقةُإضافيُ 
دُداخلُمودُيوجَُدقائقُلحقلُمغناطيسيُبوضعهُفيُع5َُُميليُلتر.ُأ خضِعُالمزيجُلمدةُ 2.5مُحتىُالم دَعُ 

غسلُالعمودُبعدُ (EasySep™ magnet; Stem Cell Technologies, Canada)مغناطيسُخاصُ
التيُارتبطتُإلىُالحبيباتُالم مَغْنَطَةُإلىُجدارُالأنبوب،ُبينماُُ+CD34تُالخلاياُقَُلتصَُا،ُفPBSبوقاءُ

صُلتخلُ تم ُاُُبحركةُواحدةمودُوُطف.ُق لِبَُالمغناطيسُوبداخلهُالعَُقةُفيُسائلُالشُ بقيتُالخلاياُالأخرىُمعلُ 
CD34،ُبينماُبقيتُالخلاياCD34ُقةُالتيُلاُتحملُالواسمةُمنُالخلاياُالمعلُ 

لتصقةُإلىُداخلُالعمودُمُ+
اتُلزيادةُنقاوةُالخلاياُثلاثُإلىُأربعُمرُ منُمودُقُالخلويُعلىُالعَُتمريرُالمعلُ ُرَُ(.ُك رُ 4-3:)جدارهُالشكل

CD34
ميليُلترُمنُالوقاء2.5ُُسلُبـُاتُتمريرُالخلاياُعلىُالمغناطيسُبالغَُالمعزولة،ُوف صِلَتُعمليُ ُ+

PBSُ ُُالجَُُوأخيراًُُ،مدعُ الم ُالخلايا ل قَت ُالخلويُ +CD34ةذعيُ ع  ُالاستنبات ُوسط ُفي ُُُُُالمعزولة
Iscove

,
s Modified Dulbecco

,
s Medium (IMDM) (Sigma, Germany).ُ
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بطريقةُالعزلُالمغناطيسيُُ+CD34مخططُيوضحُمراحلُتنقيةُالخلاياُالجذعيةُالم وَل دةُللدمُُ(:4-3)الشكلُ
 .ُيجابيلفصلُالخلاياُبالانتقاءُالإالمناعيُ

ل دة للد  ذعي  لبي للخلايا الج  . الانتقاء الس  3-3-2 CD34م ة المُو 
+ُ

ُالنُ ُلَُعمُِاستُ  ُهذا ُفي ُالانتقاء ُمن ُمصمُ مط ُلعتيدة ُالسُ لإمة ُالجَُنتقاء ُللخلايا ُللدُ ذعيُ لبي وَل دَة ُالم  مُة
CD34

ُعيُ ُوسليفاتهاُ+ ُالسُ من ُالحبل ُدم ُنات ُالبشري  EasySep™ human progenitor cell)ري

enrichment cocktail with platelet depletion; Stem Cell Technologies, USA).ُُعَمِلت
ُالدُ خلُ التُ ُناتُالعتيدةُعلىمكوُ  CD34غيةُتنقيةُالخلاياُفيحاتُبُ مُومنُالصُ صُمنُجميعُأنماطُخلايا

+
 .

ُالعتيدةُمنُمزيجُمنُتتكوُ وُ ُالنُ IgG1ُفُةُمنُتحتُالصُ فأريُ الأضدادُالنُهذه ةُوعيُ ةُالنُ سيلةُثنائيُ وحيدة

ُباعيُ رُ  ُالجزيئات، ُالم غَلُ ُتبطَُرَُة ُالدكستران ُجهة ُالم مَغْنَطَةمن ُللحبيبات ُمستضداتُُف ُأخرى ُجهة ومن
ُائيُ التُ ُاتلمفاويُ الُ  ُالُ T lymphocytes (CD3، CD2)ة ُأو ُالبائيُ لمفاويُ ، ُات B lymphocytesُة
(CD24 ،CD19َُُأوُخلاياُالق،)َُلةُالطبيعيونُتNKُ(CD2 ،CD56 ،CD16،)ُُأوُالوَحِيْدات(CD14 ،

CD11c ،CD11b ُُاءمُالحمرُ(،ُأوُخلاياُالد(Glycophorin A ُُأوُالص،) ُمويةُوالخلاياُكبيرةُفيحاتُالد

 EosinophilsيوزينُوالولوعاتُبالإNeutrophilsُأوُالعدلاتُMegakaryocytesُ(CD61ُ،)ُواةالنُ 

(CD66b)،(ُ:0-3الشكل.)ُ
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ُ

شكلُترسيميُيوضحُمعقدُالأضدادُثنائيةُالنوعيةُرباعيةُالجزيئاتُالتيُتربطُخلاياُلاُُ(:0-3)الشكلُ
 منُجهةُوالدكسترانُالم غَلِفُللحبيباتُالم مَغْنَطَةُمنُجهةُأخرى.CD34ُتحملُالواسمةُ

مكرولتر05ُُُأ ضيفوعيةُللارتباطُكماُهوُالحالُفيُالانتقاءُالإيجابي،ُثمُأ شبعتُالمواقعُغيرُالنُ 
 5X)ُمنُمزيجُأضدادُالإغناءُلكلُواحدُميليُمنُالم عَلَقُالخلوي

7
خلية/ُميليُلترُمنُالوقاءُالملحيُ 61

ُعلىُالفيكولُوفقاًُدعُ الفوسفاتيُالمُ  ُبعدُفصلها ُلنفسُالشُ ُم( ُأعلاه، تُفيُدرجةُحرارةُنَُضُِوحُ روطُالواردة
ُ ُمدة ُالتُ 65ُالغرفة ُمع ُدقيقة ُالمستمر ُهزُ حريك ُازة.على ُالنُ أُ ثم  ُالحبيبات ُالمغلُ انويُ ضيفت ُالم مَغْنَطَة فةُة

ُمنُنوعُ ُالمعلُ 100ُُلبمعدُ D.M. particlesُبالدكستران ُمن ُلتر ُميلي ُالخلوي،ُوج ونِسَتُميكرولتر/ ق
حريكُالتُ ضافيةُمعُإدقائق0ُُضنتُفيُدرجةُحرارةُالغرفةُمدةُمدةُثلاثينُثانية،ُوحُ ُالمكوناتُبمزجهاُجيداًُ
ُ ُمما ُتشُأد ىالمستمر، ُرُ كُ إلى ُالأضداد ُمن ُتتكون ُمعقدات ُالجزيئباعيُ ل ُُُُُُُُُُُُُُُُُُُاتة

Tetrameric Antibody Complexes (TAC)ُُومنُالالتيُترتبطُمنُجهةُب ُاستنفاذها ُالمراد خلايا
بالوقاءُالملحيُميليُلتر2.5ُُةُبالدكستران.ُك م لُحجمُالعينةُحتىُفَُجهةُأخرىُبالحبيباتُالم مَغْنَطَةُالمغلُ 

صُلفصلُالخلاياُغ سِلُالعمودُالمخصُ ُ.ةكرويُ ةُالمُِالماصُ ُوساطةم،ُوم زِجتُالعينةُبرفقُبدعُ الفوسفاتيُالمُ 
61ُوح ضِنتُمكوناتهاُداخلُالمغناطيسُمدةُمود،ُنةُفيُالعَُ،ُووضعتُالعيُ PBSعلىُالمغناطيسُبوقاءُ

ةُغيرُالمرغوبُبعزلهاُوالمرتبطةُبالحبيباتُالم مَغْنَطَةُدقائقُفيُدرجةُحرارةُالغرفة،ُلتلتصقُالأنماطُالخلويُ 
CD34إلىُجدارُالأنبوبُالملامسُللمغناطيس،ُوتبقىُالخلاياُ

ثم ُقةُفيُوسطُالأنبوب.ُعلُ عزلهاُمُ ُالمرادُ+
فِظتُمحتوياتهُغيرُالمرتبطةُ CD34الخلاياُ)ق لِبُالأنبوبُوهوُداخلُالمغناطيسُبحركةُواحدة،ُوح 

+
فيُُ(

ُ ُبينما ُجديد، ُأنبوب ُالعينة ُأنبوب ُمحتوى ُ)أ همل ُالمغناطيس ُمن ُنزعه ُالغيرُبعد ُوالحبيبات ُالخلايا معقد
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CD34الخلاياُالجذعيةن بِذَتُ(6ُ-3): الشكل(ُمرغوبُبعزلها
دقائق،61ُُمدةُ xg 400بسرعةُُالمعزولةُ +

ل قَتُفيُوسطُاستنباتُثمُ ُ.IMDMع 

ُ
ُالمغناطيسيُنتقاءبطريقةُالاُ+CD34مخططُيوضحُمراحلُتنقيةُالخلاياُالجذعيةُالم وَل دةُللدمُ(:6ُ-3)ُالشكل

 السلبي.ُالمناعي

ُفعاليُ ُتمُ  ُةُعمليُ تقييم ُللخلايا ُالمناعي ُالمغناطيسي ُالفصل CD34ة
ُالسُ ُ+ ُالحبل ُدم ُبكلتاُمن ُالبشري ري

CD34الخلاياُبتقييمُعددُلبي،ُيجابيُوالسُ طريقتيُالانتقاءُالإ
بغةُالتريبانُتهاُبطريقةُاستبعادُصَُوحيويُ ُ+

ُواستُ trypan blue dye exclusion testالأزرقُ ةُقياسُالجريانُالخلويُلتقييمُخصائصُتُتقنيُ لَُعمُِ.
ُالخلاياُالمعزولة.

ُة الخلايا وعددهاحيوي   تقييم .3-4
الذيُيكشفُعنُالخلاياTrypan blueُُزرقُتمُتقييمُحيويةُالخلاياُباستعمالُصبغةُالتريبانُالأ

ُذاتُالأ ُذاتُالميتةُوالخلايا ُالصبغة؛ُفتسمحُالخلايا ُعلىُاستبعادُهذه ُالتيُتفقدُقدرتها غشيةُالمتضررة
ُللصُ الأغشيةُالمتضرُ  ُوتتلوُ فوذُإلىُداخلُبغةُبالنُ رة ُتستطيعُالخلاياُنُبالُ سيتوبلاسماها ُبينما لونُالأزرق،

ُ(.Mishell and Shiigi, 1980)ُنُبهابغةُفلاُتتلوُ رةُاستبعادُهذهُالصُ ةُغيرُالمتضرُ الحيُ 
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ُالطُ لَُعمُِاستُ  ُهذه ُوحيويُ ت ُالخلايا ُعدد ُلتقييم ُريقة ُحيث ُالمختلفة؛ ُالفصل ُمراحل ُخلال رُح ضُ تها
لَوِيُتركيزهُ  ,Sigma)،ُوأ ضيفُمحلولُالتريبانُالأزرقPBSُوقاءُخلية/ُميليُلترُمن2ُ810ُُ×م عَل قُْخ 

Germany)ُُ ُقدره 0.4ُبتركيز .%ُ ُبوضع ُالخلايا ُعَدَادَة15ُُوع د ت ُفي ُالخلوي ُالمعلق ُمن مكرولتر
ُ ُوتمُ (Mallasses; Germany)المالاسيز ُُ؛ ُحوالي ُالضُ 255ُعد ُالمجهر ُباستعمال وئيُخلية

(Olympus, Japan)ُُسِبتُالنُ مرُ 011ُوبتكبير ُالية:ةُحَسْبَُالمعادلةُالتُ ةُللخلاياُالحيُ سبةُالمئويُ ة.ُوح 

 011×مجموع عدد الخلاياة/ % للخلايا الحية = عدد الخلايا الحي  

 الخلوي  تدفقة قياس ال. تنميط الخلايا بتقني  3-5
 مبدأ التقنية -أولاا 

لتمرُعلىُشكلُرتلُ تعتمدُتقنيةُقياسُالجريانُالخلويُعلىُنظامُجريانُالخلاياُفيُوسطُسائل
ُفينتجُعنُذلكُتشتُ  ذوُ fluorescence lightقُوتألُ  light scatterوءُتُللضُ واحدُأمامُضوءُالليزر،

اليُفإنُتحليلُالخلاياُباستعمالُوبالتُ .ُ(7-3)ُلالشكةُبكلُنمطُخلويُفاتُالخاصُ قُبالصُ خصائصُتتعلُ 
ُالتحبُ  ُودرجة ُ)الحجم، ُالخلايا ُخصائص ُبتحديد ُيسمح ُالتقنية ُهذه ُالمستضدُ Granulityب ُوتحديد اتُ،

،ُالنشاطُالإنزيميُالخلوي،ُدرجةDNAُلاتُفيُالخصائصُ)محتوىُالخليةُمنُالـُطحيةُللخلية(،ُوالتبدُ السُ 
ُ ُ)pHالحموضة )Roederer M., 1997; Givan A., 2001)ُُتحت ُتمييز ُالتقنية ُبهذه ُيمكن ُكما .

ُتبلُ  ُعالية ُبنقاوة ُوفصلها ُمتغايرة، ُخلوية ُجماعات ُضمن ُتوجد ُمعينة ُخلوية ُجماعات ُحوالي %،19ُغ
ُالخلوي ُالاستنبات ُتطبيقات ُفي ُالخلوية ُالجمهرة ُهذه ُباستعمال ُتسمح ُعقيمة ُُُُُوبشروط

(Recktenwald DJ., 1993ُ.)ُ
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ُ
ُالخلوي.ُتدفقمخططُترسيميُلحجرةُالجريانُفيُجهازُقياسُالُ(:7-3)الشكل

ةُالتيُت عَب رُةُالغشائيُ البحث،ُاست عمِلتُهذهُالتقنيةُفيُالبدايةُلتحليلُالمستضداتُالخلويُ فيُهذاُ
ناعيُعنهاُخلاياُالمراحلُالمختلفةُمنُالعزلُمنُدمُالحبلُالسريُالبشريُبطريقةُالفصلُالمغناطيسيُالم

ُوُ ُوالسلبي. ُالإيجابي ُالتُ دَُمُِعتُ ابنوعيه ُطريقة ُالرباعيُ ت ُالخلالوين ُلتحديد ُة CD34يا
ُمجموعاتهاُُ+ وتحت

اتُهذهُالخلاياُةُلمستضدُ سيلةُنوعيُ أضدادُوحيدةُالنُ وتحليلها،ُوذلكُباستعمالُُقلُنضجاًُليفةُالأةُالسُ الخلويُ 
 ألق.ُمقرونةُبأصبغةُقابلةُللتُ 

 نميطسيلة المستعملة في الت  الأضداد وحيدة الن   -ثانياا 

ُالنُ لَُعمُِاستُ  ُوحيدة ُالأضداد ُمن ُمجموعة ُالفأريُ ت ُالموجُ سيلة ُضدة ُخلويُ مستضدُ -هة ُبشريُ ات ةُة
خرىُأةُاتُسطحيُ معُمستضدُ CD34ُعبيرُالمتزامنُللمستضدُمتابعةُالتُ ُألق،ُوتمُ ومقرونةُبأصبغةُقابلةُللتُ 

ُالخلويُ  ُالجماعات ُتحت ُالغنيُ ت مَي ز ُالسُ ة ُبالخلايا ُالأوليُ ة ُأو ُالم بكُ ليفة ُتتضمُ ة ُرة، CD45ُن: ، CD38و،

سيلةُأخرىُضدادُوحيدةُالنُ أتُلَُعمُِ.ُكماُاستُ CD105، وCD123، وCD117، وCD33، وHLA-DRو
ُالدُ نوعيُ  ُخلايا ُلواسمات ُالنُ ة ُتتضمُ م ُالُ اضجة؛ ُواسمات ُالبائيُ لمفاويُ ن ُات ُائيُ والتُ ُ(CD19)ة  - CD3)ة

CD7  وCD4)ُ ُبيعيونُوخلاياُالقتلةُالط(CD56)ُ،ُتواسماتُالخلاياُالوحيداتُوالبالعابالإضافةُإلى 
CD14) وCD15 و CD11cوCD13 وCD64،)ُ ُلاتُدُِزةُللخلاياُالعَُميُ والواسمةُالمCD10ُ ُحُسمَُُامم

 )معلق الخلايا الملونة(العينة 

 مرور الخلايا في رتل واحد

 منبع ضوء الليزر

 التألق الصادر عن الخلايا المكتشفة

مامي والجانبي من تشتت الضوء الأ

 قبل جميع الخلايا المكتشفة 

 سائل الجيب
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CD34ةُطريقةُالعزلُالمناعيُالمغناطيسيُللحصولُعلىُمردودُمرتفعُمنُالخلاياُبتقييمُفعاليُ 
+

أكدُوالتُ  
ُ(.1-3)اضجةُالتيُلاُتحملُهذهُالواسمةُالجدولُمُالنُ منُاستنفاذُجميعُخلاياُالدُ 

ُ  
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ألقية بغة الت  نميط المناعي للخلايا المعزولة ونوع الص  قائمة بالأضداد وحيدة النسيلة المستعملة للت   (1-3) الجدول
ركة المنتجة.د والش  المقرونة بالض    

 سيلةد وحيد الن  الض    CDر عن الواسمة نمط الخلوي الذي يعب  ال   ألقيةبغة الت  الص   ركة المنتجةالش  

BD Pharmigen, USA FITC, PE  ُمُالخلاياُالجذعيةُالم وَل دةُللدHSCs Anti-CD34 

 

BD Pharmigen, USA FITC,PE APC  ُمُالبيضُخلاياُالد Leukocytes Anti-CD45 

 

BD Pharmigen, USA APC, PE ُالخلاياُالجذعيةُالم وَل دةُللدمHSCsُُمستقبل(SCF) Anti-CD117 

Invitrogen, USA FITC َُمُةُالم وَل دةُللدُ ذعيُ الخلاياُالجHSCs Anti-CD105 

 

BD Pharmigen, USA PE-Cy5, FITC َُُمةُالم وَل دةُللدُ ذعيُ الخلاياُالج HSCsمستقبل(ُIL-3)ُAnti-CD123 

 

Invitrogen, USA FITC, APC  ُمُالبيضُخلاياُالد Leukocytes Anti-CD38 

 

BD Pharmigen, USA PE-Cy5, FITC  ُقوياتُالنMyeloid cells Anti-CD33 

 

BD Pharmigen, USA PE-Cy7, APC  ُةُاتُالبائيُ اللمفاويB cells Anti-CD19 

BD Pharmigen, USA PE, APC ُالقتلةُالطبيعيونNK Cells Anti-CD56 

 

BD Pharmigen, USA PE ُالخلاياُالتائيةT cells Anti-CD4 

 

BD Pharmigen, USA APC  ُةُائيُ الخلاياُالتT cells Anti-CD3 

 

BD Pharmigen, USA PE, FITC  ُمُالبيضُخلاياُالد LeukocytesُAnti-HLA-DR 

 

BD Pharmigen, USA  PE-Cy5  ُُةائيُ الخلاياُالتT cells Anti-CD7 

 

BD Pharmigen, USA PE-Cy5  ُالعدلاتNeutrophilesُAnti-CD10 

 

BD Pharmigen, USA PE         ُالوحيداتMonocytesُAnti-CD11c 

BD Pharmigen, USA          FITC      الوحيداتMonocytesُAnti-CD64 

BD Pharmigen, USA         PE .APC-Cy7 الوحيدات MonocytesُAnti-CD13 

BD Pharmigen, USA PE-Cy5, PE, FITC ُالوحيداتMonocytesُُوالبالعاتMacrophages Anti-CD14 

BD Pharmigen, USA   APC-Cy7 ُالوحيداتMonocytesُAnti-CD15 
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ر،ُفيُأنابيبُإبندورف،ُكمياتُمناسبةُمنُتركيباتُتشاركيةُمختلفةُمنُالأضدادُتتكونُكلُمنهاُمنُح ضُ 
بأصبغةُقابلةُللتألقُمختلفةُُقْرونةمَُأربعةُأضداد.ُوأ خِذُبعينُالاعتبارُأنُتكونُالأضدادُفيُالتركيبةُالواحدةُ

ُ ُسيانات ُتيو ُايزو ُFluorescein Isothiocyanate (FITC))الفلوريسين ُأو الفيكوايريثرين ،

Phycoerythrin (PE)5سيانين -، أو فيكوايريثرين Phycoerythrin and a cyanine5 (Per-Cy5)  ،

، أو الألوفيكوسيانين 7phycoerythrin and a cyanine7 (Per-Cy7)سيانين-أو فيكوايريثرين

allophycocyanin (APC)،)ُُ ُفتصدر ُمختلفة ُموجات ُبأطوال ُالأرغون ُليزر ُاستعمال ُعند ُذوُت ثار تألقاً
ُ(.2-3ألوانُمختلفةُ)الجدولُ

ُالأصبغة التألقية المقرونة بالأضداد المستعملة في التنميط المناعي. (2-3ل )الجدو

 الصبغة التألقية                         
 طول موجة استثارة الليزر

 )نانو متر(       

 طول موجة الإصدار

 )نانو متر(           

Fluorescein isothiocyanate (FITC) 488 525 

R-phycoerytrin (PE) 488 575 

R-phycoerytrin-cyanin5 (PE-Cy5) 488 670 

R-phycoerytrin-cyanin7 (PE-Cy7) 488 767 

Allophyco-cyanin (APC) 633 660 

Allophycocyanine-cyanin7 (APC-Cy7) 166 717 

 
 واهدالش   -ثالثاا 

وَل دَةُللدُ ُ+CD34ةُذعيُ زمةُلتنميطُالخلاياُالجَُواهدُاللا ُاِست عْمِلتُالشُ  ؛ُفاِست عْمِلُرةالم بكُ وسَليفاتهاُمُالم 
ُالنُ  ُالمثيلشاهد ُيتكوُ الُ Isotype controlُ مط ُغلوبُ ذي ُمن ُمناعيُ ن ُالصُ لينات ُمن ُة مَقرونةIGgُُف

(،ُواعتبرُكشاهدُسلبيIgG2a-Cy5ُو  IgGa-APCو  IgG2b-PEو  IgG1-FITC)ةُقيُ بأصبغةُتألُ 
ُالتُ  ُالنُ ألُ يَضب ط ُغير ُاستُ ق ُكما ُالتُ ُلَُعمُِوعي. ُالذُ ألُ شاهد ُمعلُ ق ُعن ُعبارة ُوهو ُللخلايا؛ ُالخلاياُاتي ُمن ق

ُبأيُ  ُمرتبطة ُغير ُالتُ ُالمدروسة ُالأضداد ُإنُ ألقيُ من ُشركةُة. ُمن ُعليها ُحصلنا ُالأضداد ُهذه ُُُُُجميع
(BD Biosciences, USA.) 
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ُناتتحضير العي   -رابعاا 
ُعيُ رَُح ضُ  ُوو زُ ت ُالمناعي، ُالمغناطيسي ُللعزل ُالمختلفة ُالمراحل ُخلايا ُمن ُالعيُ نات ُفيُعَت نات

1ُ510ُُ×لةُبجهازُقياسُالجريانُالخلويُوبمعدُ أنابيبُخاصُ  ُالأنبوب/ مكرولترُمنُالوقاء100ُُخلية/
حاتُلطيفُأوُتمريرهاُعبرُمرشُ قليبُالُ مزجُالخلاياُبالتُ ُةُتمُ لاتُخلويُ بُوجودُتكتُ الملحيُالفوسفاتي.ُولتجنُ 

ةُمدُ xgُ 970(.ُن بِذَتُالخلاياُبسرعةُ,DenmarkُDakoمكروُمترُ)35ُةُعقيمةُذاتُثقوبُقطرهاُخلويُ 
FBSُ%ُمن2ُمُبـُعُ دَُالمُ PBSُميليُلترُمنُوقاء3ُُبينماُغ سِلَتُالخلاياُبـُافي،ُثلاثُدقائق،ُوأ هْمِلَُالطُ 

ةُلارتباطُالأضدادُة.ُأ شْبِعَتُالمواقعُغيرُالنوعيُ ةُالزمنيُ رعةُوالمدُ بذُبنفسُالسُ ،ُوبالنُ EDTAُميليُمول1ُو
ُالنُ  ُمعُالأضدادُوحيدة ُبحضنُالخلايا ُالمضادُ علىُسطوحُالخلايا ُسيلة ُلمستقبلاتُالشُ ة )أضدادFcُُدفة

،PBSُلترُمنُوقاءُ خلية/ُميلي610ُ×1مكرولتر/67ُُ(،ُوذلكُبمعدلCD64/CD16/CD32ُ -ضد
ُةُثلاثُدقائق.مدُ xgُ 970بذُبسرعةُغ سِلَتُالخلاياُبالنُ ُمُ لج،ُثُ دقائقُعلىُالثُ 10ُةُمدُ 

رُفيُأنابيبُإبندورفُللخليةُنفسهاُوفيُالوقتُنفُةسطحيُ ُاتمستضدُ عنُعد ةُحريُوللتُ  سه،ُح ض 

ُتشاركيُ  ُتتكوُ تركيبات ُمختلفة، ُالنُ ة ُوحيدة ُأضداد ُأربعة ُمن ُنوعيُ ن ُلمستضدُ سيلة ُخاصُ ة ُخلويُات ُبخط ة
ُ ُنقوي، ُأو ُكلُ ُتضمن تلمفي ُ-ضدالُمنهاُفي ُتألقيُ CD34الواسمة ُبأصبغة ُمقرونة ُتكون ُأن ُشريطة ةُ،

ُالعيُ  ُم زجتُأضداد ُقُ ناتُوالشُ مختلفة. ُمباشرةًُُيلَُبَُواهد ُوعلىُالثُ ُاستعمالها لج،ُوفيُمكانُخافتُالإضاءة
ُبمعدُ وأ ضيفَُ ُالخلايا ُإلى ُت ُخليُ 20ُل ُمليون ُلكل ُالأضداد ُمن ُمنُمكرولتر ُلتر ُميلي ُواحد ُفي ُم عَل قَة ة

فِظَُ  دُعلىالأضدا بتثبيت دقيقةُتسمح30ُةُوءُمدُ عنُالضُ ُلجُوبعيداًُتُعلىُالثُ الوقاءُالملحيُالفوسفاتي،ُوح 
ةُثلاثُدقائقُمدُ xgُ 970بشكلُنوعي،ُثمُغ سِلَتُالخلاياُبالوقاءُالملحيُالفوسفاتيُبالنبذُبسرعةُ الخلايا

ُصُمنُالأضدادُغيرُالمرتبطة.ُللتخلُ 
ُالارتباطُالتُ  تُتَُث بُ وُاتهاُوتحييدُأيُعواملُممرضةُمحتملة،ُصالبيُبينُالأضدادُومستضدُ ولزيادة

ُبإضافةُ 0.5ُُالخلايا ُتركيزه ُالدهيد ُبارافورم ُمحلول ُمن ُأنبوب ُلتر/ ُالظُ 1ميلي ُفي ُوت رِكَت ُوفيُ%، لام
اة،ُالمرافقةُللخلاياُالمنقُ ُاءمُالحمرُىُمنُخلاياُالدُ صُمنُماُتبقُ التخلُ ُةُساعة.ُكماُتمُ مئويةُمدُ 4ُرجةُالدُ 

lysing reagentُالُلهذهُالخلاياُميليُلترُمنُالمحلولُالح2َُُُحليل،ُبإضافةرُفيُنتائجُالتُ تؤثُ والتيُقدُ
،NH4Clُميليُمولُمنُكلوريدُالامونيوم154ُُ،ُوKHCO3ُميليُمولُمنُبيكربوناتُالبوتاسيوم9.98ُُ)
 الحضنُمدةُدقيقةُإلىُدقيقتين،ُثمُتمُ ُ(،ُوتمُ pH 7.4،ُوالرقمُالهدروجينيEDTAُميليُمولُمن9.93ُُو
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3ُةُمدُ xgُ 970بذُبسرعةُميليُلترُمنُالوقاءُالملحيُالفوسفاتيُوبالنُ 3.5ُبالغسلُبـُأشلائهاُ التخلصُمن
ةُالفرزُعلىُلجُخلالُعمليُ ناتُعلىُالثُ فظُجميعُالعيُ حُُِهُتمُ كرُأنُ افي.ُومنُالجديرُبالذُ دقائق،ُوط رِحُالطُ 

ُالخلوي.ُتدفقجهازُقياسُال

 الخلوي وضبط جودته تدفقخامساا: معايرة جهاز قياس ال
ُبالتُ  ُالجهاز ُإعدادات بِطت ُالض  ُمجهريُ لكريُ ُدوريمرير ُرباعيُ ات ُالألوانة ُُُُُُُُُُُُُُُُُُُُُُُُُُُُُة

(BD Calibrite™ Calibrite 3 (cat. 340486) and APC (cat. 340487) beads)،ُُباستعمال
ُ ُبالتُ FACSCompبرنامج ُالجهاز ُجودة بطَت ُض  ُكما  بعد ةطبيعيُ  محيطي دم نةلعيُ  الأسبوعي مرير.

ُ معالجتها ُالتالية: ُالواسمات ُضد ُالأضداد ُمن ُوق بCD4َُو CD8و CD3و CD45بمجموعة تمريرُُيلَُ.
ُتمُ العيُ  ُتنميطها، ُالمراد ُالتُ ُنات ُنافذة ُاستناداًُتحديد ُوالتحبُ ُمرير ُالحجم ُمعلمي ُالأإلى ُلاستبعاد شلاءُب

ُة(ثَُ)حادُُِخلية15555ُافذةُةُتمريرُالعيناتُليمرُفيُهذهُالنُ تُبرمجةُمدُ نة.ُكماُتمُ العيُ ةُفيُةُالمتبقيُ الخلويُ 
ُة.خلويُ النةُعيُ للُأنبوبُمنُكل

 الخلوي  تدفقسادساا: تمرير العينات في جهاز قياس ال

FACSُريُالبشريُفيُجهازُقياسُالجريانُالخلويُاةُمنُدمُالحبلُالسُ ناتُالخلاياُالمنقُ تُعيُ رَرُُ مُ 
ُالمجهُ  ُبليزرين ُأربعةُ(and 635 nm; Becton Dickinson, USA 448)ز ُبتحليل ُيسمح ُوالذي ،

وازيُمعُتمريرُهذهُالعيناتُتمُتمريرُالعيناتُالشاهدة.ُود رِسَتُقيةُمختلفةُفيُآنُواحد.ُوبالتُ أصبغةُتألُ 
ُة.الأقلُلتوصيفُالخلاياُالمعزولةُوتحديدُدرجةُنقاوتهاُونسبهاُالمئويُ حواليُعشرةُآلافُحادثةُعلىُ

ُالضُ  ُالمصدر ُأمام ُأحادي ُرتل ُشكل ُعلى ُالخلايا ُبتمرير ُالخلوي ُالجريان ُقياس ُجهاز وئيُيقوم
ُالضُ لي ُأوُيتشتُ صطدم ُينعكس ُنوعيُ light scatterُتُوءُبالخلية، ُويكونُهذاُبطريقة ُخلوي. ُنمط ُلكل ة

ُأماميُ ضُ تُللالتشتُ  ُتَشًت تاً ُوءُإما ُعبرُسطحوءُتجُعنُمرورُالضُ نُForward Scatter light (FSC)اً

انعكاسهُوُةُرُالخليُ عبُ يَُُSide Scatter light (SSC)اًُةُفيعطيُفكرةُعنُحجمُالخلية،ُأوُتَشَت تاًُجانبيُ الخليُ 
وئية.ُافاتُالجهازُالضُ كشَُشتتينُبمُِة.ُوي قَاسُكِلاُالتُ ةُللخليُ اخليُ ناتُالدُ ي عَب رُعنُالمكوُ بزاويةُقائمةُُبعيداًُ

قُفتصدرُيُإلىُاستثارةُالأصبغةُالقابلةُللتألُ ةُيؤدُ دُبالخليُ وءُذيُطولُالموجةُالمحدُ اصطدامُالضُ ُكماُأنُ 
ُالصُ Fluorescence Lightُُاًُتألقيُ ُضوءًُ ُباختلاف ُيختلف ُموجة ُإلىُبطول ُيشير ُوهو ُالمستعملة، بغة
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ةُةُنوعيُ ادرُبعدُذلكُعبرُمراشحُضوئيُ وءُالصُ وعي.ُويرشحُالضُ سيلةُمعُمستقبلهُالنُ دُوحيدُالنُ باطُالضُ ارت

ُالصُ  ُالموجة ُمحدُ لطول ُأمواج ُأطوال ُبنقل ُفتقوم ُالضُ ادرة، ُمن ُأنابيبُدة ُعبر ُلتمر ُالأخرى ُوتعكس وء
ةُيتمُاختطاطهاُعلىُشاشةُالكمبيوتر،ُسُإلىُإشارةُكهربائيُ نعكُِوءُالمُ لُالضُ حوُ وئيُالذيُيُ مُالضُ المضخُ 

ُة.ةُخاصُ باستعمالُبرامجُحاسوبيُ ُاًُاتجةُرياضيُ ليتمُتحليلُالبياناتُالنُ 

 تحليل البيانات  -سابعاا 
ُالأوُ ُتمُ  ُالبيانات ُللعيُ تحليل ُلية ُتم ُتحليل ُصفحة ُفي ُالمدروسة ُالبرنامجُإنات ُباستعمال نشاؤها

ُ ُتمُ Pro-Cell Quest (Becton Dickinson, USA)الحاسوبي ُحيث ُالتُ ُ؛ ُالخلويُ جمهُ تعيين ةُرات
ُالخلويُ نةُكلُعلىُحدىُوذلكُحسبُمستضدُ المختلفةُفيُالعيُ  ة.ُولإظهارُقياساتُالجريانُطحيُ ةُالسُ اتها

ةُالبيانيُ مثيلاتُ؛ُحيثُيعدُهذاُالنوعُمنُالتُ  Dot Plotةطي  ق  الن  ُةالبيانيُ ُالخلويُتمُاختيارُطريقةُالمنحنيات

ُلتمييزُتحتُجماعاتُخلويةُمعيُ منُأفضلُالتمثيلاتُللبياناتُمتعدُ  ُالمعالم نةُضمنُجماعاتُخلويةُدة
رُكلُنقطةُعبُ عد،ُوتُ طُثنائيُالبُ ةُنفسهاُعلىُمخطُ ينُللخليُ علمَُريقةُبتمثيلُمَُغيرُمتجانسة.ُوتقومُهذهُالطُ 

ُالمخطُ  ُقيمُمتماثلةُفيُأماكنُطُعنُمرورُخليةُواحدةُخلالُالمكشاففيُهذا ُالتيُلها ،ُفتظهرُالخلايا
قطيُالبيانيُمثيلُالنُ ةُبحصرُالتُ كلُجمهرةُخلويُ  Cell Gatingتبويبُُط.ُلذلكُتمُ متماثلةُفيُذلكُالمخطُ 

ةُلقياساتُهذهُالجمهرةُدونُغيرهاُمثيلاتُالبيانيُ أ ظهِرَتُالتُ ُد،ُثمُ حدُ اعُمُ دةُضمنُقطُ لجماعةُخلويةُمحدُ 
ُ ُالتي ُالخلوية ُالتجمهرات ُمستضدُ ُعَب رَتمن ُوتمُ عن ُمختلفة. ُالطُ ُات ُالخلويةُريقبهذه ُالتجمهرات ُتعيين ة

CD34ةُالمختلفةُللخلاياُتحتُالجماعاتُالخلويُ ُتضمُ التيُ
+
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+
ُتمُ ( ُكما ُالُ. ُالخلويُ تعيين ةُجمهرات

ُالدُ الخاصُ  ُبخلايا ُالنُ ة ُللتأكُ م ُالدُ اضجة، ُخلايا ُاستنفاذ ُمن ُد ُالمرغوب ُغير  +CD4+،CD7بعزلها )م
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+

 ،CD56
+

، CD14
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،CD13
+
 ،CD15

+
 ،CD64

+
 ،CD11c

+
  ،CD10+.) 

تة،ُوالتيُبُتضمينُالخلاياُالميُ لتجنُ ُاًُةُالخلاياُأثناءُتنميطهاُمناعيُ روريُتقييمُحيويُ وكانُمنُالضُ 

+CD34ةُللخلاياُسبُالمئويُ ضدادُبشكلُغيرُنوعي،ُفيُالنُ هاُتَرب طُالأفُبأنُ عرَُيُ 
ةُاُينعكسُعلىُدقُ ،ُممُ 

ُالمنقُ تلوينُعيُ ُالنتائج.ُتمُ  ُاةُنةُمنُالخلايا Propidium Iodideُصبغةُمنُُميليُمولُ/ُالليتر4.3ُبـ
(Sigma, Germany ُُللتأل ُالقابلة )ُ ُإلى ُنوعي ُبشكل ُترتبط ُوالتي ُبمعدُ DNAُق ُلكل2ُُل ُليتر ميكرو



  

  22   
 
 

ر،ُبينماُلمُبرُغشائهاُالسيتوبلاسميُالمتضرُ بغةُعَُتةُنتيجةُنفوذُالصُ وىُالخلاياُالميُ نتُنُ ؛ُفتلوُ مليونُخليةُ

ُة.وىُالخلاياُالحيُ لىُنُ إبغةُتَعْب رُهذهُالصُ 

سِبَتُنسبتهاُالمئويُ ُ،+CD34ةُبالخلاياُتحليلُالبياناتُالخاصُ ُتمُ  ةُلتحديدُالمردودُالخلويُونقاوةُوح 
ُالية:ُوذلكُبتطبيقُالمعادلةُالتُ ُالخلايا،

)مجموع  العدد الكلي للخلايا المنتقاة الحية/ +CD34مجموع عدد الخلايا الحية =  +CD34% للخلايا 
 111×  الخلايا الحية والميتة(

ُتمُ  ُالخاصُ ُكما ُالبيانات ُخلويُ تحليل ُجمهرة ُبكل ُالنُ ُة،ة سِبَت ُالمئويُ وح  ُلكلُ سب ُوبنفسُُة منها
ُريقة.الطُ 

 :مة للد  د  ول  ة المُ ذعي  . دراسة شكل الخلايا الج  3-6
لُةُكبيرةُولأسبابُمختلفة،ُتتمثُ مُأهميُ للدُ ةُدَُولُ ةُالمُ ذعيُ الخلاياُالجMorphologyَُُلدراسةُشكلُُإنُ 
ُأنُ بتقديمُأدلُ  ُالمعزولة،ُكما هاُخلالُاستنباتُالخلاياُوتحريضهاُعلىُالتمايزُتشيرُةُحولُسلامةُالخلايا

ُالمعزولةُحديثاًُت،ُعيُ تَبُُ إلىُحالةُالخليةُ)متمايزةُأوُغيرُمتمايزة(،ُلذلكُثُ  بكلتاُطريقتيُُناتُمنُالخلايا
ُ ُالمناعي،العزل ُبُالمغناطيسي ُثمُ 95الميتانول ُالمقطُ لَسُُِغُ ُ%، ُبالماء ُولُ ت ُبغَُنَوُُ ر، ُبملوُ مرُِت ُغيمزاُها ن

Giemsaُ(Sigma, Germany ُُمد ُغُ ( ُثم ُدقائق، ُعشر ُالمقطُ لَسُُِة ُبالماء ُوتمُ ت ُالخلاياُُر، فحص
رُنتيجةُتزويدُالمجهرُبآلةُوَُبالتقاطُصُ ُتائجتُالنُ قَثُُ ة.ُوُ مرُ 1000ُهُدرُ وئيُوبتكبيرُقَُباستعمالُالمجهرُالضُ 

(ُ ُالصورOptica pro5, Italyتصوير ُلالتقاط ُخاص ُبرنامج ُوباستعمال ُبحاسب ُموصولة )ُُُُُُُ
(Optica vision pro5.)ُ

ُالجَُلَُعمُِاستُ  ُالخلايا ُللدُ ذعيُ ت، وَل دَة ُالم  ُة ُالمغناطيسيُُ+CD34م ُالانتقاء ُطريقتي ُبكلتا المعزولة
ُبتقنيةُقياسُالجريانُالخلوي،ُفيُتجاربُتكثيرُالخلاياُوتحريضهاُعلىُالتمايز،ُاًُالمناعيُوالم نَم طةُمناعيُ 

ُالخلاياُالفائضة.تجميدُُوتمُ 

ُ

ُ
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CD34ة ذعي  الخلايا الج   . توسيع3-7
+ُ

ضروريُالليفة،ُلذلكُفمنُةُوالخلاياُالسُ ذعيُ الخلاياُالجَُدُمنُريُعلىُعددُمحدُ يحتويُدمُالحبلُالسُ 
ُ ُلتوسيع ُالحي ُالكائن ُخارج ُاستنبات ُشروط ُالجexpansionَُُاختيار ُذعيُ الخلايا CD34ة

ُتسمحُ+ ،
ُالبناتُالتيُتمتلكُخصائصُتجديديُ  ةُتماثلُخصائصُويُ ةُسَُةُذاتيُ بالحصولُعلىُعددُكبيرُمنُالخلايا

 ةُالمختلفة.ريريُ ةُوالسُ راساتُالبحثيُ تيُيمكنُاستعمالهاُفيُالدُ والُ ةُالأم،ُالخليُ 
ُ ُالخلايا CD34اِست نبِتَت

+
ُالسُ ُحديثاًُُالمعزولةُ، ُالحبل ُدم ُالبشريمن ُمناعيُ والمنمُ ُري ُفيُطة اً

ُالأوُ  ُالأوساط؛ ُمن ُنوعين ُعامُ(IMDM)ل ُبشكل ُالخلايا ُالاستنباتُُلاستنبات ُمن ُالأولى ُالليلة خلال
وسطُاستنباتُهوُانيُالثُ الوسطُ،ُوُبهدفُالتأكدُمنُخلوُالعزلةُالخلويةُمنُالتلوثُالبكتيريُوالتلوثُالفطري

ُ ُالجَُلنوعي ُذعيُ لخلايا ُالسُ ُ+CD34ة ُالحبل ُدم ُمن ُأو ُالعظم ُنقي ُمن ُالمعزولة ُللدم وَل دَة ُالدُ الم  ُأو مُري
StemLine))ُصلخالُمنُالمَُمنُصفاتهُأن هُالمحيطيُ

®
 hematopoietic stem cell expansion 

medium; Sigma Aldrich, Germany))ُُ ُالأول ُالوسط ُاستبدال ُمنُُ(IMDM)تم  ُالتأكد ُبعد به
ُواستقرارها ُالخلوية ُالعزلة ُتلوث ُُعدم ُسرعة ُعند ُونبذه ُالخلوي ُالمعلق ُجمع ُطريق ُعن ُ. 051xgوذلك

ُُد ع مَُوُ ُالوسطين ُكلا ُلتر0.1ُبـ ُميلي ُمول/ ُ% 25و   L-Glutamineمنُميلي ُالبشريُمن المصل
human serum (Sigma, Germany)ُُُمصلُجنينُالبقر%ُمن25ُأوFBSُُبعدُتخريبُبروتينات

ُالمُ  ُمَُتمُ جملة ُالدرجة ُفي ُ)التسخين ُبالحرارة 56ُُة ُمدة ُقدره30ُُمئوية ُبتركيز ُالمصلين ُكلا ُأو دقيقة(
12.5ُ ُبالمضادُ % ُالوسط ُد ع م ُكما ُمنهما. ُالحيويُ لكل ُ)ات ُبنسلين100ُة ُمن ُلتر ُميلي ُدولية/ ُ/وحدة

ُ ُولِحَضُpenicillin/streptomycin (Stem Cell Technologies, Canada)ستربتومايسين .
موُعواملُالنُ مزيجُمنُالنوعيُإلىُوسطُالاستنباتُُة،ُأ ضيفنقسامُوالحفاظُعليهاُبحالةُفتيُ الخلاياُعلىُالإ

ُالم ؤشُ  ُالبشريُ والسيتوكينات ُيتكوُ بة ُالخليُ ة، ُعامل ُمن: ُالجَُن  stem cell factor (SCF) (611ُةذعيُ ة

            -(Flt3)ة بيط  ميلي لتر(، ور   نانوغرام/ 50) (IL-3) 6-نترلوكين، والإلتر( يليم نانوغرام/

fms-related tyrosine kinase 3 ligand (Flt3-L) (50 )نانوغرام/ ميلي لتر.ُُ
ُالعزلُ ُعن ُالناتج ُللخلايا ُالكلي ُالمجموع ُاستنبات ُتم  ُالاستنبات ُمن ُالأولى ُالخمسة ُالأيام في

ذاتُرعُالخلويُأطباقُالزُ ميليُلترُأوُضمنُبئرُواحدةُمن3ُُالمغناطيسيُضمنُطبقُزرعُخلويُسعةُ
عَتُو زُ وبعدُانقضاءُالليلةُالخامسةُ (،well cell culture plates; TPP, Switzerland-6) آبارُةالست

فيُحاضنةُوسطُالاستنبات/ُالبئر،ُوو ضِعَتُُمنُميليُلتر2ُُخلية/ 3×315لُوبمعدُ ُفيُ+CD34الخلاياُ
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ُ ُالخلوي ُُ(OSK, Tokyo)الإستنبات ُفي ُحرارة ُومئويُ 37ُدرجة ُ 5ة ُثاني ُأوُ% ُالكربون CO2ُكسيد
ُ ُالخلايا،ُ.%155ورطوبة دَت و  ُُز  ُب24ُبعد ُالاستنبات، ُمن ُالنُ ساعة ُعوامل والسيتوكيناتُُمومزيج

ُتمُ ةُعلىُالإنقسام(،ُوُضَُناتُشاهدةُلاُتحويُالعواملُالمحرُ بعينُالاعتبارُعيُ ُذَُخُِركيباتُالمختلفةُ)وأُ بالتُ 
ُمدُ  ُالخلايا ُإِنْمَاء ُتي أ7ُُة ُدون ُُبديلام ُالاستنبات. ُوسط ُإلى ُذلك ُبعد ُالخلايا ُن قِلَت بلاستيكيةُفلاسكات

ُ ُمكعُ 20ُحجمها ُسنتمتر cell culture flasks 25 cm)ب
2
; SPL life science, koreaُُوك م ل ،)

ُالمُ  ُالاستنبات ُوسط ُالنُ دعُ حجم ُوعوامل ُبالسيتوكينات ُم ُإلى ُوأُ 0ُمو ُلتر، ُعيدَُميلي ُالحاضنة. ُإلى ُتمُ ت
ُبالمجهرُالمقلوبُ ُإلىُمرحلةُ،ُوعندُ(Olympus, Japan)مراقبةُتكاثرُالخلاياُبفحصها -05وصولها

تُقَلُُ دقائق،ُوعُ 5ُمدةxgُُ 200غ سِلَتُبنبذهاُبسرعةُ،confluenceُماديُالخلويُالأعظميُ%ُمنُالتُ 05

ُالمُ  ُالاستنبات ُوسط ُبالمركُ دعُ في ُالمُ م ُضَُحرُ بات ُالإنقسام، ُعلى ُوق يُ وع دُ ة ُحيويُ مَُت، ُت ُب عثرَُتها، تُثم
المحافظةُعلىُالخلاياُُتمُ ُخلية/ُميليُلتر.153ُ×3بتوزيعهاُعلىُفلاسكاتُأخرىُمشابهةُوبكثافةُقدرهاُ

ُأيُ  ُثلاثة ُكل ُدوري ُبشكل ُالاستنبات ُوسط ُبالنُ بتبديل ُبوسطُوُُ،بذام ُالاستنبات ُوسط ُحجم ُنصف استبدال
مِعَتُالخلاياُالطُ ُأسابيعُوبعدُمرورُسبعةُمو.جديدُيحتويُالسيتوكيناتُوعواملُالنُ  افيةُمنُالاستنبات،ُج 

رِفَتُ ُالملتصقةُباستعمالُُيضاًُأفيُالوسط،ُوج  .EDTAُ%0.02ُليهُإ%ُتربسينُمضاف0.05ُالخلايا
مُخارجُةُالم وَل دَةُللدُ ذعيُ ب قيَاُالخلاياُالجَُفيُُناتهةُنوعُوسطُالاستنباتُالمستعملُومكوُ لتحديدُمدىُفعاليُ ُوتمُ 

ُوتقييمُحيويُ الكائنُالحي،ُ ُفيُكلاُالشُ بِعَدُالخلايا سِبُتواترُتكاثرُالخلايا افيةُتينُالطُ لويُ تينُالخُ دفَُتهاُوح 
ُ ُحُ والملتصقة، ُذلك ُأيضاًُدَُدُ ولتوثيق ُالزُ ُت ُمُ نسبة ُبتحليل ُالخلايا ُعدد ُفي ُمنُيادة ُالخلايا ُهذه حتوى

اتيُجديدُالذُ فيُوسطُالاستنباتُعلىُقدرتهاُعلىُالتُ ُتحافظاُالمتكاثرةُالخلايُدُمنُأنُ أكُ التُ ُ.ُوتمُ DNAالـ
ُفتيُ  ُحالة ُوفي ُطويلة ُنمطهاُلفترات ُوبتحليل ُالمقلوب، ُبالمجهر ُالظاهري ُنمطها ُبدراسة ُمتمايزة ُغير ة

ُالخلوي.ُتدفقالمناعيُبجهازُقياسُال

 تقييم الزيادة في عدد الخلايا . 1. 7. 3

اتُعددُمرُ تواترُتكاثرُالخلاياُبتحديدُُح سِبعددُالخلاياُالكليُعندُكلُتمريرهُوُبناءًُعليهُُبَُسُِحُ 
هائيُفيُكلُرُعنهُبنسبةُعددُالخلاياُالحيةُالنُ والذيُي عَبُ  فيُعددُالخلايا؛ Fold Increase (FI)يادةُالزُ 

ُ.ليإلىُعددُالخلاياُالأوُ ُةتمريرُ
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 .المناعي للخلايا المستنبتهمط تحليل الن  ُ.2. 7. 3
ستنباتُالخلويُوتحليلُمحتواهاُمنُالإُ.7ُ،14ُ،21ُ،28ُ،35ُ،1ُاميُ وازيُمعُعدُخلاياُالأبالتُ 

ُ ُتمُ DNAمن ُمظهرها ُودراسة ُمناعيُ ُأيضاًُُ، ُجهازُبتقنيُ ُاًُتنميطها ُوباستعمال ُالخلوي ُالجريان ُقياس ة
FACSُِعبيرُالأقلُلتوصيفُالخلاياُالمتكاثرةُبالاعتمادُعلىُالتُ ةُعلىُثَُ،ُود رِسَتُحواليُعشرةُآلافُحاد

ُالمميُ  ُالواسمات ُالجَُعن ُللخلايا ُالمُ ذعيُ زة ُللدُ دَُولُ ة ُالمبكُ ُ+CD34ُمة ُرَُوسليفاتها ، CD38، وCD45)ة

ُالتُ ُوتمُ ُ.(CD105، وCD123، وCD117، وCD33، وHLA-DRو ُنتائج ُباستعمالُتحليل نميط
ُُراعات.ةُفيُالزُ الخلويُ ُالجمهراتلتحديدُعددCell Quest-Proُُبرنامجُ

ة،ُاتيُوالبقاءُفيُحالةُفتيُ دُالذُ جدُ دُمنُقدرتهاُعلىُالتُ أكُ والتُ ُ+CD34ةُذعيُ بعدُاستنباتُالخلاياُالجَُ
وَل دَةُللدُ ةُذعيُ منُالخلاياُالجَُُالبالعاتُالكبيرةُاعتباراًُ-ةُتوليدُخلاياُخطُالوَحِيْداتيُعنُإمكانيُ حرُ تمُالتُ  مُالم 

CD34+ُ ُُةُالمختلفة.ةُوالعلاجيُ راساتُالبحثيُ وبأعدادُكبيرةُيمكنُاستعمالهاُفيُالد

 البالعات الكبيرة -وىإلى خلايا خط وحيدات الن   +CD34ة ذعي  تحريض تمايز الخلايا الج  ُ.8. 3
ُ ُفيما ُالوَحِيْداتإلتحديد ُخط ُخلايا ُتوليد ُبالإمكان ُكان ُ-ذا ُاعتباراًُالبالعات ُالخلاياُُالكبيرة، من

ُللدُ ذعيُ الجَُ ريُالبشري،ُوبأعدادُكبيرةُيمكنُاستعمالهاُفيُالمعزولةُمنُدمُالحبلُالسُ ُ+CD34مُةُالم وَل دَة
رُ ةُوالعلاجيُ راساتُالبحثيُ الدُ  خطُالوَحِيْدات/البالعاتُلىُإمايزُعلىُالتُ ُ+CD34ضَتُالخلاياُةُالمختلفة.ُح 

ُمُالكبيرة ُتمُ على ُُرحلتين: ُذات ُصفائح ُفي ُباستنباتها ُتوسيعُالخلايا ُالأولى، ُالمرحلة ُبمعدل6ُُفي آبار
وَل دَةُللدُ ذعيُ وعيُللخلاياُالجَُميليُلترُمنُوسطُالاستنباتُالنُ 2ُخلية/ُالبئر/ُُ 310×3 StemLineُمُةُالم 

155ُنت؛ُمُ تيُتضَُنقسامُالُ علىُالإضةُحرُ %ُمنُمصلُجنينُالبقرُوبوجودُالسيتوكيناتُالمُ 25مُبـُعُ الم دَُ
،3ُIL-3ُ-منُالانترلوكينُميليُلتر نانوغرام/50ُوُ،SCFُةذعيُ ةُالجَُمنُعاملُالخليُ ُلترُيليم نانوغرام/

مئوية37ُُتُالخلاياُفيُحاضنةُدرجةُحرارتهاُنَُح ضُِ.ُوFlt3ُFlt3-Lُنانوغرام/ُميليُلترُمنُربيطة50ُُو
تُالمرحلةُزَُجُِوسيع،ُأنُ امُمنُالتُ ي أ0ُُ%.ُبعدُحوالي100ُكسيدُالكربونُورطوبةُأوُ%ُمنُغازُثاني0ُوُ
ُمُ الثُ  ُبآخر ُالخلايا ُتوسيع ُوسط ُباستبدال ُالمُ عُ دَُانية ُوالسيتوكينات ُالعوامل ُبنفس ُالإحرُ م ُعلى نقسامُضة

ُوبالتُ  ُأعلاه ُوأُ المذكورة ُذاتها، ُالمُ ُليهاإُضيفَُراكيز ُلتَُنبُ العامل ُجمُ ه ُالمُ ع ُالكبيرة - بةحبُ الخلايا ُالبالعات
Macrophage colony-Stimulating Factor (M-CSF) 1-نترلوكينوالإ (IL-6)ُُُشركة من
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(Sigma, USA)ُُ ُقدره ُوأُ ُلكلُ ُنانوغرام50ُوبتركيز ُعيُ ُذَُخُِمنهما. ُالاعتبار ُلاُبعين ُشاهدة ُخلوية نات
مايزُأوُكليهماُ)شاهدُضةُعلىُالتُ حرُ نقسامُأوُالمُ علىُالإضةُحرُ منُالعواملُالمُ ُيحتويُوسطُاستنباتهاُأيُ 

ُاستُ  مُالمحيطيُالبشريُومستنبتةُفيُلُبخلاياُوحيداتُمعزولةُمنُالدُ مَثُ يجابيُتَُإلُشاهدُعمُِسلبي(.ُكما
 %(.15ُمُبمصلُجنينُالبقرُ)دعُ مُ الIMDMُُالمغذيوسطُال

ُالمُ ُتمُ  ُوسط ُحجم ُنصف ُباستبدال ُالخلايا ُعلى ُمُ حافظة ُجديد ُبوسط ُبالعواملُدعُ الاستنبات م

ىُاليومُامُوحتُ أيُ 3ُمايزُباتجاهُوَحِيْداتُكلُةُعلىُالتُ ضَُحرُ نقسامُوتلكُالمُ ةُعلىُالإضَُحرُ والسيتوكيناتُالمُ 
ُمُ ُمنُالاستنبات،ُتمُ 35ُ ُتمُ كليُ راتُالشُ غيُ راقبةُالتُ خلالها ُباستعمالُالمجهرُالمقلوب.ُكما طُتنميُةُللخلايا

ُمناعيُ  ُالأُاًُالخلايا ُيُ في ُو0ام ُالم علُ 30ُو20ُو21ُو14ُو7ُ، ُالخلايا ُج معت ُحيث ُالاستنبات؛ قة،ُمن
ُ ُالملتصقةُبَُلجEDTAَُُ%ُمن0.02ُليهُإُاًُ%ُمضاف0.05واستعملُالتربسينُبتركيزُقدره ُعدَُرفُالخلايا

ُمدُ  ُحضنها ُالدرجة ُفي ُدقائق ُخمس ُأُ مئويُ 37ُة ُثم ُالإُضيفَُة، ُمنُوسط ُمماثل ُالمُ حجم ُبـُدعُ ستنبات م
دقائق،10ُُمدة200xgُ تُجميعُالخلاياُبسرعةُةُالتربسين،ُون بذَُ%ُمنُمصلُجنينُالبقرُلتثبيطُفعاليُ 25

نابيبُالبوليسترين.ُأ/ُميليُلترُفي106ُُقدرهتُالخلاياُبتركيزُعَُروط.ُو زُ بذُفيُنفسُالشُ وت بِعتُبغسلهاُبالنُ 

لةُبخلاياُخطُالواسماتُذاتُالصُ عبيرُعنُالتُ ُيُعنحرُ التُ ُ.ُوتمُ دقائق3ُمدةxgُُ 790بسرعةُتُذَُبُِثمُنُ 
FITCُمقرونةُبـCD14ُُالمستضدُُ-سيلةُضدأضدادُوحيدةُالنُ ُالبالعاتُالكبيرةُباستعمال-وىوَحِيْداتُالنُ 

ُضد ُُ-وأضداد CD13ُُالمستضد ُبـ ُضدAPCمقرونة ُوأضداد ،-ُُ ُالمقCD11cُالمستضد ُبـ PEُرونة
ُضد ُُ-وأضداد CD10ُُالمستضد ُبـ ُضدPEالمقرونة ُوأضداد ،-ُُ CD15ُمستضد ُوأضداد ضدُُ–،

ُ ُتمُ (3-3)ُالجدولCD64ُمستضد ُلتحُ. ُالجريانُيل ُقياس ُجهاز ُعلى ُبتمريرها ُالمناعي ُالخلايا نمط
ُحادُِ ُآلاف ُعشرة ُحوالي ُود رِسَ ُثَُالخلوي، ُالأقل، ُعلى ُالتُ ُوتمُ ة ُنتائج ُتحليل ُبرنامجنميط ُُُُُُُُُُُُُُُباستعمال

Cell Quest-Pro  ُُتمايزة.ةُللخلاياُالمُ سبةُالمئويُ مايزُوحسابُالنُ لتحديدُمرحلةُالت

ُ

ُ

ُ
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أثناءُتمايزهاُإلىُخطُ +CD34نميطُالمناعيُللخلاياُسيلةُالمستعملةُللتُ قائمةُبالأضدادُوحيدةُالنُ (:3ُ-3)ُالجدول
ُركةُالمنتجة.دُوالشُ ةُالمقرونةُبالضُ بغةُالتألقيُ الكبيرة،ُونوعُالصُ البالعاتُ-وَحِيْداتُالنوى

 الضد وحيد النسيلة    النمط الخلوي الذي يعبر عن المستضد      الصباغ المتألق     الشركة المنتجة

BD Biosciences, USA PE-Cy7 

حِيْدات  والبالعات الكبيرة  Monocytesالو 

Macrophages 

Anti-CD14 

BD Biosciences, USA PE, FITC Anti-CD14 

BD Biosciences, USA APC-Cy7 Anti-CD13 

BD Biosciences, USA APC Anti-CD13 

BD Biosciences, USA PE 
حِيْدات  والبالعات الكبيرة  Monocytesالو 

Macrophages  والعدلاتNeutrophils 
Anti-CD11c 

BD Biosciences, USA PE-Cy5 
 وطلائع البائيات Neutrophilsالعدلات 

B cells  
Anti-CD10 

BD Biosciences, USA APC-Cy7 
حِيْدات  والبالعات الكبيرة  Monocytesالو 

Macrophages 
Anti-CD15 

BD Biosciences, USA FITC  حِيْدات  Monocytes Anti- CD64الو 

ُالسُ ترافقَُ ُالواسمات ُنمط ُدراسة ُت ُللخلايا ُأُ طحية ُالخلايا. ُهذه ُشكل ُدراسة ائلُالسُ ُلَُهمُِالمتمايزة،
ُاليومالطُ  ُفي ُالملتصقة ُللخلايا ُالسُ 21ُافي ُالعزل ُبطريقة ُالمنتقاة ُوُللخلايا ُلبي ُالمنتقاة30ُُاليوم للخلايا

ُالإيجابي ُالعزل ُوالتُ ُبطريقة ُالاستنبات ُثمُ من ُلَسُُِغُ ُمايز، ُبوقاء ُالخلايا ُبإضافةPBSت ُوثبتت ،ُ055ُ
ُالميتيليُ ُالكحول ُمن ُمدُ 95مكرولتر ُبئر ُواحدة.%/ ُدقيقة ُالمقطُ لَُغ سُُِة ُبالماء ُالخلايا ُللتُ ت ُمنُخلُ ر ص

تُصَُحُِر،ُوفُ غسلهاُبالماءُالمقطُ ُعيدَُأ ُُةُعشرُدقائق،ُثمُ تُبغمرهاُبصبغةُغيمزاُمدُ نَوُُ الكحولُالميتيلي،ُولُ 
ُورُللخلاياُالمتمايزة.تُصُ طَُقُِة،ُوالتُ مرُ 1000ُرهُوئيُوبتكبيرُقدباستعمالُالمجهرُالضُ الخلاياُ

زالة تجميدها+CD34م ة للد  د  ول  ة المُ ذعي  الخلايا الج   Cryopreservation. تجميد 9. 3  / وا 
Thawing  

ُالجَُحفظُعيُ ُةمكانيُ إيُعنُحرُ التُ ُتمُ  ُللدُ ةُالمولُ ذعيُ ناتُمنُالخلايا CD34مُدة
المعزولةُمنُدمُُ+

ُالسُ  ُالبشريالحبل ُمنخفضةُري ُحرارة ُدرجات ُفي ُ)ُبتجميدها ُزمنية ُاستعمالهاُأشهر(6ُ-0ولفترة ُبغية ،
ُالدُ ُلاحقاًُ ُالبحثيُ في ُالسريريُ راسات ُأو ُة ُعيُ ذَُأ خُِة. ُالجَُت ُالخلايا ُمن ُذعيُ نات ُللدم وَل دَة ُالم  CD34ة

ُبعدُ+ ،
ُبجهازُقياسُالجريانُالخلوي،ُوُطةُمناعيُ يُالمناعيُوالمنمُ عزلهاُمباشرةُبطريقةُالعزلُالمغناطيس غ سِلتُاً

ُ ُالاستنبات ُوسط ُفي IMDMُُالخلايا ُبسرعة ُمدُ xgُ 200بنبذها ُثمُ 0ُة لُ ُدقائق، ُوسطُقَُع  ُنفس ُفي ت
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%ُمصل20ُُيحتوي؛IMDMُ)وسطُالاستنباتُدُرُ بَُجميدُالمُ حجمُمماثلُمنُوسطُالتُ ُضيفَُوأُ ُالاستنبات،
ُ ُوجنين 20ُالبقر، %DiMethylSulfOxide (DMSO))  ُُالت ُومع ُقطرات ُشكل ُوعلى حريكُببطء

ُتركيزُ ُليصبح ُالنُ DMSOُُهالمستمر ُ%10هائي ُبالتُ عَُو زُ . ُالخلايا ُت ُفي ُخاصُ أساوي ُبالتُ نابيب ُُُجميدة
(Cryogenic vial; NalGene, UK) ُُلجالثُ علىُتُكَُخلية/ُميليُلتر/ُالأنبوب،ُوت رُِ 615×1لُ،ُوبمعد.
ُلَُن قُِ ُالأنابيب ُإلىُبعدت ُدقائق، ُالإيزوُُعشر ُُُُُُُُُُُُُُُُُُُُُُُُُُُُُُُُُُُُُُُُبروبانولعبوة
(Thermo Scientific Cryogenic freezing container; NalGene, UK،)ُُِدةُتُفيُمجمُ عَُوو ض

دةُدرجةُحرارتهاُوبداخلهاُالأنابيبُإلىُمجمُ تُبعدُذلكُالعبوةُلَقُِنُُ كاملة.ُ ةُليلةةُمدُ مئويُ 20ُ-درجةُحرارتهاُ
 ة.مئويُ 196ُ-ائلُفيُالدرجةُتروجينُالسُ فيُحافظةُالنُ ُأخيراًُُظَُحفَُةُليلةُكاملةُأيضاً،ُلتُ ةُمدُ مئويُ 05ُ–
ُلتأكُ لوُ ُالخلايا ُقدرة ُمن ُُ+CD34د ُالمحافظة ُحيويُ على ُالتُ على ُعلى ُقدرتها ُوعلى ُالذُ تها ُبعدجديد ُاتي

ىُةُمختلفةُوصلتُحتُ اتُوفيُفتراتُزمنيُ ةُمرُ دُ تجميدُالخلاياُعُُِزيلَُروطُالمذكورةُأعلاه،ُأُ تجميدهاُفيُالشُ 
ىُزوالُحتُ ةُمئويُ 37ُامُمائيُدرجةُحرارتهُلىُحمُ إمنُحافظةُالنتروجينُُتُالخلاياُسريعاًُن قلَُُشهر.24ُ
مُبـُدعُ ئُومُ دافIMDMُُِوسطُاستنباتُمنُميليُلتر1ُُوسطُالخلاياُبإضافةُُدَُم دُ ُ،ُثمُ ةوراتُالجليديُ لُ البُِ

15%ُFBSُ، ُ200تُالخلاياُبسرعةُن بذَُُثم xgُ ُلُ الطُ ُلَُدقائق،ُوأ هم0ُُِةُمدُ قيقةُفيُالد تُالخلاياُقَُافي.ُع 
ُ ُمنُوسطُالاستنبات3ُُفي ُلتر ُدعُ المُ IMDMُميلي ُبـ سFBSُُِ%15م ُوح  ُتُالنُ بَُ، ُللخلاياُالمئويُ سبة ة
ُوئي.ادةُمالاسيزُوفحصهاُبالمجهرُالضُ ستعمالُعدُ اهاُبعدُ ُتمُ ُزرق،ُثمُ ةُبتلوينهاُبصبغةُالتريبانُالأالحيُ 

ُأكُ التُ ُتمُ  ُالفتيُ د ُحالتها ُعلى ُتجميدها ُبعد ُالخلايا ُمحافظة ُالتُ من ُعلى ُقدرتها ُباختبار ُبالانقسامُجدُ ة د
ُبجهازُقياسُالجريانُالخلوي.StemLineُضاعفُفيُوسطُالاستنباتُوالتُ  تُالخلاياُتَُنبُِاستُ ،ُوبتنميطها

ميليُلترُمنُوسطُالاستنبات2ُُخلية/ُبئر/ُ 100×5لُفيُصفائحُالاستنباتُالخلويُذاتُالستُآبارُبمعدُ 
StemLineُ ُُدعُ الم ُبـ 25ُFBSُُ%م ُحرارة ُدرجة ُعند ُالحاضنة ُومئويُ 37ُفي 0ُة %CO2ُُورطوبة

ُ.أسبوع 0المحافظةُعلىُالخلاياُحتىُُام،ُوتمُ تبديلُوسطُالاستنباتُبشكلُدوريُكلُثلاثةُأيُ ُوتمُ %،100ُ
ُُوتمُ  ُبوجودبالمقابل ُوبعده، ُالاستنبات ُقبل ُالخلايا ُضد25ُُحضن، ُالأضداد ُمن ُ CD34-ميكرولتر

ُ ُبـ ُخليُ FITCالمقرونة ُمليون /ُ ُمدة ُالإ35ُة، ُخافت ُمكان ُفي ُالثُ دقيقة ُوعلى ُالخلاياُضاءة ُوغ سِلَت لج،
مكروغرام/ُميليُلترُمنُالوقاء05ُُتركيزهاPIُُواهاُبصبغةُنَتُنُ ضدادُغيرُالمرتبطة،ُول وُ صُمنُالأللتخلُ 

تُبجهازُلَلُ حُُ ُثمُ ُ.ضاءةُأيضاًُةُوفيُمكانُخافتُالإمئويُ 4ُرجةُدقيقةُفيُالدُ 10ُالملحيُالفوسفاتيُمدةُ
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ُالخلوي ُالجريان ُقَُُوتمُ ُقياس 15555ُُبول ُالتُ ُوتمُ حادثة. ُنتائج ُبرنامجتحليل ُباستعمال ُُُُُُُُُُُُنميط
Cell Quest-Pro،ُ ُةُللخلاياُسبةُالمئويُ تُالنُ بَُسُِوحCD34+ُ ُةالحي.ُ

 تمايزة:لخلايا المُ في ا  L. Tropicaلشمانياطفيلي ال  ب الإخماجة شد   قييمت .10.3

ُ ُفي ُالمستعملة ُالأمصال ُأثر ُالدراسةلتحديد  FBS25%،12.5% HS + 12.5%)ُهذه
FBS،HS25%ُ ُالخلايا ُتمايز ُعلى )CD34+ُ ُُالطُ ُاًُوظيفي ُابتلاع ُعلى ُقدرتها ُحيث ُتمُ فيليمن مجُخَُُ،

ُللُ ُالخلايا ُالاستتباب ُطور ُالمداريُ بطفيلي ُوحُِشمانيا ُالنُ ة، ُالمُِساب ُالمخموجة،ئويُ سبة ُللخلايا ةُوشدُ ُة
ُُالإخماج.

ُفيُقسمُعلمُ ُالمداريةُالمستنبتُفيُمخبرُالدراساتُالعليا ُتقديرُعددُطفيليُاللشمانيا حيثُتمُ 
ميكرولترُمنُمعلقُطفيليُاللشمانياُبـُعشرينُميكرولترُمنُمحلول25ُُالحياةُالحيوانيةُعنُطريقُتلوينُ

ُوتركهاُمدةُ ُوتفرش10ُجيمزا ُالنيوباورُُدقيقةُفيُالبرادُثمُتمزجُجيداً تحتُصفيحةُزجاجيةُعلىُعدادة
،ُوتطبيقُمعادلةُحسابُالعدادةُبأخذُكلُمنُعاملُالتمديدُومعاملُالصفيحةُباستخدامُالمجهرُالضوئي

 1:0لُوطُبمعدُ حيدُالسُ ةُوَُلشمانياُالمداريُ ضنُالخلاياُالمتمايزةُمعُطفيليُالُ حُتمُ بعينُالاعتبار.ُبعدُذلكُ
ُثمُ ة،ُئويُ م37ُُِعندُدرجةُحرارةCo2ُُ%0ُةُساعتينُضمنُحاضنةُمدُ  طفيلياتُلشمانيا(:ُخمسُُ)كلُخلية

ُالطفيليُ طُ  ُمن ُالفائض ُالتُ رح ُالزُ ات ُآبار ُبغسل ُالخلايا ُضمن ُتدخل ُلم ُعُِي ُمرُ دُ رع ُملحيُة ُبمحلول ات
آبارُصفائحُافيُضمنُائلُالطُ رحُالسُ طُ منُالحضنُضمنُالحاضنةُُساعة40ُ-24بعدُ،ُوُ PBSفوسفاتي

ُرع.الزُ 

ُث بتَتُوُ تُتحتُالمجهرُالمقلوبُسَُرُِ(،ُودُ 6-3كرُفيُالفقرةُ)تُالخلاياُبصبغةُغيمزاُكماُذُ نَوُُ لُ ثم 
ُالنُ ُحيثُتمُ  ُالمئويُ تقييم ُالمخموجةُبعدُسبة دُعَُوُُ)مخمجةُوغيرُمخمجة(،ُةُفيُالبئرخليُ 355ُةُللخلايا

ُةُالخمجُعنُطريقُالمعادلةُالتالية:الخلاياُلحسابُشدُ هذهُوطُداخلُةُالسُ الأشكالُداخليُ 

 .وط / عدد الخلايا المخمجةة الس  الشدة الإخماجية = عدد الأشكال داخلي  
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ُالنُ وتمُ  ُمقارنة ُوالتمايزُتائجت ُالنمو ُعوامل ُلها ُالمضاف ُللخلايا ُالشُ ُالمشاهدة ُالسُ مع لبيُاهد
دراسةُأثرُطريقةُالعزلُأيضاًُُتمُ ُ.ُكماعواملُالن موُوالت مايزأيُمنُالأمصالُأوُُالمضافُلهاغيرُللخلاياُ

 ةُالإخماج.علىُتقييمُنسبةُالخلاياُالمخمجةُوشدُ 

 لخلايا المتمايزة:في اة ة الأكسدة ضمن الجسيمات الحال  قياس شد   .11.3

ببلعمةُالبكترياُوتصبحُالبكترياُضمنُجسيماتُُ Phagocytic cellsبعدُأنُتقومُالخلاياُالبالعة
تتفاعلُمعُالأوكسجينُتقومMetabolitesُُهاُتنتجُوسائطُاستقلابُ)أيض(ُفإنُ Phagosomes ُبلعمةال

ُقياسُالجريانُالخلوي،ُباستعمالُمسبرةُبتقنيُ ُهذهُنُموادُالأكسدةبقتلُالبكتريا.ُويمكنُالكشفُعنُتكوُ 
ُغيرُالمتفلورُ 123-رودامين.ُأحدُهذهُالمسابرُهوُالدهيدروُةالم ؤكسِدَُُادلهذهُالموُُاًُمدادُيمث لفلورُتُ للُقابل

(DHR-123)ُ ُ123ُ-لُإلىُرودامينوالذيُعندُتأكسدهُيتحو(R-123ُ ُُوي)ُُِبلونُأخضر.ُاًُرُتفلورُصد

ة،ُعلىُمستوىُالخليُ شاطُالأنزيميُودرجةُالأكسدةُةُالنُ تعكسُشدُ 123ُ-فلورُللرودامينةُالتُ دُ طُشُِتوسُ مُ ُإنُ 
ُفلورُيمكنُحسابُنسبةُالخلاياُالبالعةُالقادرةُعلىُقتلُالبكتريا.ةُالتُ ومنُخلالُشدُ 

نعيُبحضنُهذهُةُفيُالوسطُالصُ دَُلتنتجُالموادُالمؤكسُُِتُإثارةُالخلاياُالمتمايزةتمُ ُوفيُهذهُالدراسةُُُُُ
ُ ُومع ُالبكتريا ُمع ُالالخلايا ُمحرُ أحد ُالعَُُ.ةفزيولوجيُ الضات ُطاقم ُُُُُُُُُُُُُُُُُُُةتيدَُباستعمال

(BURSTTEST kit, Germany)ُ ُأنُ . ُالمحرُ ُحيث ُلعبهذه ُتحويلُُدوراًُُتضات في
ةُألقُعندُحدوثُنشاطُأنزيميُضمنُالجسيماتُالحالُ تُ للُقابلُمدادالذيُلعبُدورُُ-123رودامينالديهيدروُ

دقيقة65ُُةُتُمدُ نَُضُِخليةُحُ 156ُ×1وذلكُبتحفيزُ.ُالأخضرألقُإلىُالرودامينُذيُالتُ لتهُحوُ وُالبالعةُُفي
ُئويُ م37ُُِامُمائيُعندُدرجةُحرارةُضمنُحمُ  لُبمعدُ ُ،اًُةُمناعيُ فَُالمغلُ غيرُالموسومةE.coliُُةُمعُبكتريا

25×156ُ
ُوالمُ  ُلتر، ُالميلي ُالقويحرُ في ُالفزيولوجي ُُُُُُُُُُُُُُُُُُُُُُُُُُُُُُُُُُُُُُُُُُُُض

Protein kinas C ligand phorbol 12-Myristate 13-Acetate (PMA)ُ ُالصنعيُوأ، ُُُُالببتيد
Lue- Phe The Chemotactic Peptide N-Formyl-Met (FMLP). ُفيُأنبوبُاختبارُُمنهاكل

ُمدُ  ُمستقل ُالأُساعة،3ُة ُامع ُالاعتبار ُبعين ُالسُ لشُ خذ ُُلبياهد ُمتمايزةُضحرُ مُ الغير ُُ)خلايا دارئةُفي
ُفوسفاتية ُبالنُ لَسُُِغُ ُ.(فقطُملحية ُالخلايا ُبعدها ُضمنت ُلتر3ُُبذ ُخمسُمدُ ُةفوسفاتيُةملحيُدارئةُميلي ة
ُقياسُالجريانُالخلويُجهازناتُعلىُالعيُ ُترَرُُ مُ ة.ُبعدهاُئويُ م4ُُِدرجةُحرارةُ gx ُ205رعةدقائقُعندُالسُ 
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ُالأكثر ُعلى ُساعة ُالتُ ُ،خلال ُوكان ُُاًُمباشرُبويب ُإشارة ُأساس ُعلى ُالعتبة ُ)إعداد ُالمجموعة FL2ُعلى
ُة.خليُ (15,000- 10,000) البياناتُُسَج لَتصُمنُإشارةُالبكتريا(.ُبحيثُخلُ للتُ 

 ةراسة الإحصائي  الد   .3-12

جربةُالواحدةُوذلكُفيُضمنُالتُ ُتجريبيُ ُرطُ شَُُراتُلكلُ كرُ ةُمُ دُ جاربُباستعمالُعُِتُجميعُالتُ يَُجرُِأُ 
ُمكرُ  ُكاملة ُتجارب ُوُثلاث ُُط ب قَُرة، ُُُُُُُُُُُُُُُُُُُُُُُُُُُُُُُُُُُُُُُُُ 19النسخةSPSSُبرنامج

(19 for windows SPSS statical package, version)ُ ُوتحليلهاُورسمُُاًُلمعالجةُالبياناتُإحصائي
ُة.المنحنياتُالبيانيُ 

قةُيلدراسةُأثرُطرIndependent Sample Student t- testُ طات المتوس  اختبارُمقارنةُُدَُمُِاعتُ 
،ُوسرعةُتمايزهاُتجاهُبالعاتُكبيرةُتها،نقاوتها،ُحيويُ ُعلىُعددُالخلاياُالمعزولة،ُ+CD34انتقاءُالخلاياُ

ُ(HS 25%- FBS 25%- HS 12.5%+FBS 12.5%)ُوأثرُمعالجةُالخلاياُالمستنبتةُبالأمصالُالمختلفة
ُالكلُ  ُالخلايا ُعدد ُوالتُ يعلى ُمستضدُ ، ُعن ُالجَُعبير ُالخلايا ُومستضدُ ذعيُ ات ُالتُ ة ُوأثرات ُُُمايز،

(،ُوأثرُطريقةُمايز)التمايزُالبنيوياتُالتُ عبيرُعنُمستضدُ التُ ُيُوكذلكعددُالخلاياُالكلُ ُعلى6ُ-نترلوكينالإ
ُشدُ  ُعلى ُالإخماجالعزل ُوشدُ ُة ُالجسيمات ُضمن ُالأكسدة ُلتمايزُُةالحالُ ة ُالأنسب ُالوسط ُتحديد وكذلك

الاستعانةُُكماُتمُ ُ%.15ةُثقُ المسوىُعندُُاًُكقيمةُيعتدُبهاُإحصائيُ pُ>ُ0.05ُواعتبرتُالقيمةُ.ُالخلايا
ُالإكسل ُالخطُ ُ(Excel software, Office Microsoft 0161(ُببرنامج ُالبيانات ُوُيُ لرسم تحليلُة

 .تائجالنُ 
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 Results.النتائج 4

+CD34وعزل الخلايا الجذعية المولدة للدم  عينات دم الحبل السري البشري . 4-1

MNCs. عزل الخلايا وحيدة النواة 4-1-1

َ(92.71± 33.13َالمسحوبةَمنَوريدَالحبلَالسريَالدممتوسطَحجمََكانعينةَو53ََغَعددَعيِّناتَهذهَالدراسةَبلَ 
َإلىَغلالةَبيضاءناتَالدَ تحويلَعيََِّوتمَ َ،(ميليَلتر َتَلَ صَ ف ََ،م َبالنبذَعلىَوسطَالفيكولبعدها َالنواة َوحيدة َالخلايا
َبلَ وََ.(1-4)الشكل َالنواةغ َوحيدة َللخلايا َالكلي َالعدد َقَ َ(خلية106َ × 200)َمتوسط َدَِّوالذي َعدادةَوساطةبر

بالتلوينَبصبغةَالتريبانَالأزرق.َهذهَالحيويةَترَ دَِّقَ حيث15.20َ) َ±%َ(98.60عاليةََتهاحيويكانتَالمالاسيز،َوَ

َ
؛َعزولةَبنبذَالغلالةَالبيضاءَعلىَوسطَالفيكول،َالمَ MNCsةَمنَالخلاياَوحيدةَالنواةَن وََ كَ صورةَتظهرَالطبقةَالمَ َ: 4-1الشكل
َأنبوبَالنبذ.َتتوضعَهذهَالطبقةَبينَطبقةَبلازماَالدمَوطبقةَوسطَالفيكول،َبينماَتترسبَخلاياَالدمَالحمراءَفيَقعرَحيث

َتمَ  ََكما َالخلايا َلطبقة َتحليلَالمكوناتَالخلوية َبجهازالوحيدة َوتمَ الجريانَالخلويَقياسَنواة التعرفَعلىََ.
َالأماميَ َعلىَمحوريَالتبعثر َتوضعها َومكان َالسري، َالحبل َلدم َالمكونة َالمختلفة َالخلوية والجانبيFSCََالأنماط

SSC َمَعَالخلاياَالجذعيةَالمولدةَللدَ تحديدَمكانَتوضَ َ:فيَ،َوالتيَتفيدَلاحقاCD34
+

مراحلَعزلَوتنقيةَ متابعةوَ، 
(.4-2)الشكلََهذهَالخلايا
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َ

نواة،َت بينَالأنماطَالخلويةَالمختلفةَالمكونةَلدمَالحبلَالوحيدةَبيانيَنقطيَللمكوناتَالخلويةَلطبقةَالخلاياََتمثيلَ:4-2الشكل 
َ)التحبب(.SSCَوالتبعثرَالجانبيَ)الحجم(FSCََالسريَومكانَتوضعهاَعلىَمحوريَالتبعثرَالأماميَ

لِّد ةَللد مَ،َلعزلَلاحقاَ عملتَهذهَالمكوناتَالخلويةَاستَ  ذعي ةَالم و  المناعيَالمغناطيسيَبطريقةَالعزلََ+CD34الخلاياَالج 
َ.السلبيأوَالإيجابيَ

CD34تقييم كيفي وكمي للخلايا الجَذعيَّة . 4-2
 المعزولة +

لِّد ةَللد مَ ذعي ةَالم و  بطريقةَالانتقاءَالمناعيَالمغناطيسيَالإيجابيَأوَالسلبي،َوذلكََ+CD34تم َعزلَالخلاياَالج 
لتحديدددَالطريقددةَالأفضددلَالتدديَتمكنندداَمددنَالحصددولَعلددىَالسددلاافَالأقددلَنضددجا َوبنقدداوةَعاليددةَتفيدددَفدديَمراحددلَالبحددثَ

َاللاحقةَمنَتكثيرَلهذهَالخلاياَوتحريضَلتمايزها.َ

المتبعةَفيََةقيالطرََ.َوللتحققَمنَفعاليةتماثلتَمنَحيثَشروطَالعزلَتمَانتقاءَثلاثَعيناتَعشوااياَ َطريقةَفيَكلوَ
َللد م لِّد ة َالم و  ذعي ة َالج  َالخلايا CD34َتنقية

َم رَِّ+ َالمناعيَالمغناطيسيَعلىَ، َالانتقاء َعن َالناتجة جهازَر تَالخلايا
رَخلاياهذهَاللImmunophenotypicalَتحليلَالنمطَالمناعيََتمَ وََ،Flowcytometryَالجريانَالخلويَقياس ،َوقٌد 

َلكلَ  َالحسابي ََ:المتوسط َللد م لِّد ة َالم و  ذعي ة َالج  َللخلايا َالكلي َالعدد CD34من
َالنواةَ+ َوحيدة َالخلايا َمن  المنتقاة

CD34+/MNCs))َ،َاالخلايهذهََةالنسبةَالماويةَلحيويَ ،َوَالماويةَهانسبو(Viability) ،ََتهاَنقاوَدرجةَو(Purity)َ
َالحبلَالسريَالبشريَوذلكَخلالَمراحلَالعزلَالمتتالية. َدم َالشكلَالنموذجيَلمرتسمَخلايا َساعد فيََالكاملَكما

َللدمَمراحل متابعة َالمولدة َالجذعية َالخلايا َ)َ +CD34إغناء َوأكَ 2-4الشكل َالطرَ(، َنجاح َتنقيةَااد َفي َالمتبعة ق
 .CD34الخلاياَ

َ
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CD34للخلايا الجذعية المولدة للدم  .الانتقاء المناعي المغناطيسي الإيجابي 4-2-1
+ 

لِّد ةَللد مَ      ذعي ةَالم و  +ع ز ل تَالخلاياَالج 
CD34 َلية،َوفقا َللتوصياتَالمذكورةَفيَعتيدةَ،َفيَالتجاربَالمخبريةَالأو

Kitَ َغناءَالعيناتَإنتَهذهَالطريقةَثلاثَمراحل؛َتمَفيَالمرحلةَالأولىَالانتقاءَالمناعيَالمغناطيسيَالإيجابي.َوتضم
َ CD34بالخلايا

َعبَ + َالدمرَالتخلصَمنَ، َوالتيَلاَتحملَالواسمةَاءالحمرََخلايا َغيرَالمرغوبَبعزلها َومنَالخلايا
ل تَالخلاياََ،َثمَ CD34َالنوعيةَللخلاياَالجذعيةَالمولدةَللدم الفيكول،َوت ب ع تَبالعزلََوسطَبالنبذَعلىوحيدةَالنواةَف ص 

َللد مَ لِّد ة ذعي ةَالم و  َالج  CD34المناعيَالمغناطيسيَللخلايا
َمنَالشدفةَ+ م ع تَالخلايا المرتبطةَإلىَجدارَالعمود،َ.َج 

َالخلوي َالمعلق َأ هم ل َالكليََتمَ وََ،بينما َمتوسطَعددها َفبلغ َالملاسيز؛ َعدادة َباستعمال َالمعزولة َالخلايا َعدد تقدير
َ.)خلية/َميليَلتر6×4َ±510×610)

َالمعزولةَقياسَاستعملتَتقنية بعدَتلوينهاَبصبغةَالبروبيديومََوتقديرَحيويتهاَالجريانَالخلويَلتنميطَالخلايا
َأنهَتمَ نتَنتااجناَبيَ نفذَعبرَالأغشيةَالخلويةَللخلاياَالميتة،َوَوالذيَيَ DNAَالنوعيَللحمضَالريبيَالنوويPIََأيودايدَ

َالعزلَالمناعيَالمغناطيسيَالإ َ)بطريقة َالخلايا َتتجاوزَنسبةَ%(97.30َ±0.50يجابيَالمحافظةَعلىَحيوية َفلم ؛
َ َالميتة َهدَ:4-3)َ(%َ(2.70الخلايا َوتم َإ(. َبالخلايا َالعينات َ+CD34غناء َحيث َللخلاياَ؛ َالماوية َالنسبة بلغت

CD34+ََ َالسري َالحبل َدم َالنسبة0.02ََفي َارتفعت َالإيجابي، َالمغناطيسي َالمناعي َالانتقاء َوبتطبيقَطريقة ،%
َإلىَحواليَ َلتصل َالخلايا َلهذه َالن57الماوية َولدىَتحديد َس%. َالخلويتين َللجمهرتين CD34بَالماوية

+
CD45

+
 

CD34و
-
CD45

+َ َتبين َماويَالحصول، َنسب َبلَ ذعلى َة َو19.23±(57.24غت َعلى±6.34َ(%33.89( ،)%
َوََالتوالي، َق د رت َبنقاوة 8.78َ±54.33بد .%َ َأن  َالنمطََبينتَالنتااجإلا  َلخلايا َالخلوي َالمردود انخفاض

CD34+CD45+ََطريقةَالإنتقاءََكَتمَإجراءَبعضَالتعديلاتَعلىلذلَ،،َب،َج،َد(أَ:4-3الشكل)نقاوتها،َانخفاضَو
CD34المناعيَالمغناطيسيَالإيجابيَبغيةَتحسينَالمردودَالخلويَونقاوةَالخلاياَالجذعيةَ

+
. 
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َ
جمهرةَالخلاياR1ََيمثلَفيهاَالتبويبSSCََوFCSَتمثيلاتَبيانيةَنقطيةَعلىَمحوريَالتبعثرََ:4-3الشكل 

CD34+CD45+َلِّد ةََتمثيلاتالمعزولةَبطريقةَالانتقاءَالمناعيَالمغناطيسي،َوتشيرَهذهَال ذعي ةَالم و  إلىَالإغناءَبالخلاياَالج 
 (.هدالمتفلور)PIَالميتةَباستعمالَالصباغََ+CD34وتمثيلَبيانيَنقطيَيبينَالنسبةَالماويةَللخلاياََ.+CD34للد مَ

التعديلاتَالتيَأجريتَعلىَطريقةَالعزلَالمناعيَالمغناطيسي،َتطبيقَطريقةَللعزلَتتضمنَمراحلََوتضمنت
العزلَالتقليديةَالمتبعةَفيَالدراساتَالمختلفةَمجتمعةَلتشمل:َتحويلَالعينةَإلىَغلالةَبيضاءَومنَثمَفصلَوحيداتَ

يجابي،َيليهاَالعزلَالمناعيَمالَعتيدةَالانتقاءَالإباستعَ+CD34النوىَبالنبذَعلىَالفيكول،َثمَإغناءَالعينةَبالخلاياَ
.َن مطتَهذهَالخلاياَالمعزولةَبتقنيةَالذيَتمتَفيهَزيادةَفيَعددَمراتَالغسلَلتنقيةَالخلاياَالمغناطيسيَلهذهَالخلايا

َالمنواةَبعدَالإغناءَالأوليَوالنبذَ علىَالفيكول،َالجريانَالخلويَخلالَمراحلَالعزلَالمختلفةَ)دمَحبلَسري،َالخلايا
َأنهَتمَ َالنتااجالمعلقَالخلويَالمهملَبعدَالتمريرَعلىَعمودَالمغناطيس،َالخلاياَالمنواةَالمنتقاةَبالمغناطيس(،َوبينتَ
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،َومنَالأشلاءَالخلوية،َالشكلCD34َرَعنَالمستضدَالغشاايَمنَالأنماطَالخلويةَالتيَلاَتعبََِّالتخلصَمنَالعديد
ََ.،َأ،َب،َج،َد(4-4)

َ
لِّد ةَللدمSSCََوFCSَتمثيلاتَبيانيةَنقطيةَعلىَمحوريَالتبعثرََ:4-4الشكل  َ+CD34تبينَالإغناءَبالخلاياَالجذعيةَالم و 

؛َالخلاياَوحيدةَبأ؛َدمَالحبلَالسري.ََ:بطريقةَالانتقاءَالمناعيَالمغناطيسيَالايجابيَالمعدلَهاخلالَمراحلَالمختلفةَمنَعزل
والفصلَعلىَالفيكول.َج:َالمعلقَالخلويَالم ه م لَبعدَالعزلَالمناعيَالمغناطيسي.َد؛َالخلاياَالنواةَبعدَالإغناءَالأوليَ

CD34+ََالمعزولةَمغاطيسيا؛َحيثَيمثلَفيهاَالتبويبR1ََجمهرةَالخلاياCD34+CD45+.َ

َالجذعيةَ َبينتََ+CD34وبالتحليلَالكميَللخلايا َالتعديلاتَالتيََالنتااجخلالَمراحلَالعزلَالمختلفة فعالية
َالتيَلاَتحملَالواسمةَ َمنَالخلايا َالتخلصَمنَنسبةَكبيرة أجريتَعلىَطريقةَالانتقاءَالمناعيَالإيجابي؛َحيثَتم

CD34ََبلغتَالنسبةَالماويةَللخلايا.CD34+َََوارتفعَمردودَهذهَالخلاياَلدىَتحويل0.02ََفيَدمَالحبلَالسري،%
َإل َبيضاء َإلىَغلالة 0.65ََىَعيناتَالدم َالخلويَللخلايا َالمردود َووصل ،%CD34+َََإلى َ%71.85َالمعزولة

ل82.58±1.22 %،َأ،َب،َج،َد(،َوبنقاوةَبلغت4َ-5)الشكلَ َنَأنَ ،َوتبيَ PIصبغةَالبروبيديومَأيودايدََت.َكماَا ست عم 
َهد(.،4َ-5)الشكل97.33ََ±0.50 %))َبلغت%(،َوهذاَيشيرَإلىَحيوية2.67ََنسبةَالخلاياَالميتةَ)
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خلالَمراحلَالعزلَالمختلفةَالآتية:َأ؛َدمََ+CD34تمثيلاتَبيانيةَنقطيةَتبينَالنسبةَالماويةَللخلاياَالجذعيةََ:4-5الشكل 

بعدَتحويلَالعينةَإلىَغلالةَمتبوعةَبالإغناءَالأوليَوالفصلَعلىَوسطMNCsََحبلَسريَكاملَب؛َالخلاياَوحيدةَالنواةَ
لِّد ةَللد مَالفيكول.َج؛َالمعلقَالخلويَالمهملَبعدَالعزلَالمناعيَالمغناطيسي.َد؛َالخلايا ذعي ةَالم و  المعزولةََ +CD34الج 

َميتةالَ+CD34نقطيَيبينَالنسبةَالماويةَللخلاياََبطريقةَالانتقاءَالمناعيَالمغناطيسيَالإيجابيَالم ع دلة.َهد؛َتمثيلَبياني
َوتشيرَهذهَالمخططاتَإلىَزيادةَنقاوةَالعزلَبالط ريقةَالم عد لةَبالمقارنةَمعَالطريقةَالتقليدية المتفلور.PIَباستعمالَالصباغَ

(َ َالجدول َللخلايا4َ-1ويبين َالإيجابي َالمغناطيسي َالمناعي َالانتقاء َطريقة َعلى َأجريت َالتي َالتعديلات َأهمية )
CD34+َ(ََالخلاياَوبفارقَإحصاايَمعنوي َهذه َيتعلقَبنقاوة َالخلاياpَ>0.006َوخاصةَفيَما (؛َحيثَع ز لتَهذه

َ َبد َتقدر َو1.22َ±(82.58بنقاوة َالمعدلة َفيَالطريقة َفيَالطريقة54.33±8.78)%( َوبلغَ َ%( تَالنسبةَالتقليدية.
َ َلخلايا َعليهََ،%CD34+CD45+َ(71.85± 6.66)النمطَالماوية َالخلويَالذيَحصلنا وزادتَبذلكَعلىَالمردود

َ+CD34-CD45النمطَ%(،َولكنَترافقَذلكَمعَانخفاضَفيَنسبةَخلايا19.2ََ±57.24بتطبيقَالطريقةَالتقليديةَ)
%َفيَكلَمنَالطريقةَالمعدلةَوالتقليدية،َعلىَالتوالي(.َمعَذلك،6.43ََ±33.89%َو1.79َ±22.9والتيَبلغتَ)
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َمتقارباَ  َالخلويين َالنمطين َالكليَلهذين َحيثَبلغتََيبقىَالمجموع َالتقليدية؛ َأو َالمعدلة َالطريقة لدىَتطبيقَكلَمن
يويةَالخلايا؛َطريقةَالعزلَفيَحَ%،َعلىَالتوالي.َهذاَولمَتؤثر91%َو95َحواليََ+CD34النسبةَالماويةَللخلاياَ

َالبروبيديومَ َالخلويَوباستعمالَصباغ َالجريان رتَبجهاز َق د  َمرتفعة، َالطريقتينَبحيوية َفيَكلتا َالخلايا فتميزتَهذه
َ.%َفيَكليهما97َ،َفبلغتَحواليPIَأيودايدَ

لِّد ةَللد مَمقارنةَنتااجَالانتقاءَالمناعيَالمغناطيسيَالإَ:4-1الجدول  ذعي ةَالم و  بينَالطريقةَالتقليديةََ+CD34يجابيَللخلاياَالج 
َوالطريقةَالمعدلة.

 المتغيرات
الانتقاء المغناطيسي المناعي 

 الإيجابي
 قبل التعديل 

الانتقاء المغناطيسي المناعي 
 الإيجابي 
 بعد التعديل

P= 0.05 

عدد الخلايا وحيدة 
 MNCSالنواة 

 p<  0.11 خلية 106×1.32 ± 106×2 خلية 105×6 106±×4

نسبة الخلايا 
CD34+CD45+ 

%57.24± 19.2 %71.85±6.66 0.28  >p 

 p>  0.006 1.22 ±82.58% 8.78 ±54.33% نقاوة العزل

 p<  0.80 0.5 ±97.33% 0.50 ±97.30% نسبة الخلايا الحية

نسبة الخلايا     
CD34-CD45+ 

%33.89± 6.43 %22.90±1.79 0.04  <p 

 

َ+CD34+CD45ت مي زَالطريقةَالمعدلةَفيَالحصولَعلىَنسبةَماويةَمرتفعةَمنَخلاياَالنمطََرغمَبالنتيجة،
َ+CD34(،َإلاَأنهَلوحظَتراجعا َبشكلَعامَفيَعددَالخلايا82.58َ±1.22 %وبنقاوةَعاليةَ)َ،%(6.66 71.85±)

(َبالمقارنةَمعَقبلَالتعديلَخلية1.32َ×610±2×610المنتقاةَبطريقةَالانتقاءَالمناعيَالمغناطيسيَالإيجابيَالمعدلةَ)
(،َلذلكَتمَتطبيقَطريقةَالانتقاءَالمناعيَالمغناطيسيَالسلبيَلزيادةَالمردودَالخلويَوربماَنقاوةَخلية6َ×4±510×610)

CD34الخلاياَ
+. 
َ
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 لبيالمناعي المغناطيسي السَّ الانتقاء . 4-2-2

لِّد ةَللد مَالإعتيدةَفيَهذهَالدراسةَتطبيقَالتوصياتَالمرفقةَمعََتمَ  ذعي ةَالم و  CD34نتقاءَالس لبيَللخلاياَالج 
+

َوسليفاتها 
منَعيِّناتَدمَالحبلَالس ريَالبشري.َوتضمنتَهذهَالطريقةَثلاثَمراحل؛َتمَفيَالمرحلةَالأولىَفصلَالخلاياَوحيدةَ

َالتيَلاَتحملَالواسمةَ َبالنبذَعلىَالفيكول.َوتم،َفيَالمرحلةَالثانية،َالتخلصَمنَالخلايا َلمفاوي ات)الَ CD34َالنواة
َوخلا َالبااي ة، َوال لمفاوي ات َالت ااي ة، َالطبيعيون َالق ت لة َوNKَيا َالنواة، َوحيدة َالن واةَ،الخلايا َكبيرة َوالخلايا والعدلات،َ،

فيحاتَالد مويةوََيوزين،والولوعاتَبالإ َالد مَالحمراء،َوالص  َالدمَمعَأضدادَنوعيةَلواسماتَخلايا (َوذلكَبحضنَخلايا
َالخلايا َللدَ هذه لِّد ة َالم و  ذعي ة َالج  َع ز لتَالخلايا َوأخيرا، .َ َالتيَلاََ+CD34م َارتبطتَالخلايا منَالساالَالطافيَبينما

ََلدىَوضعهَداخلَالمغناطيسَالمخصصَللفصلَالمناعيَالمغناطيسي.إلىَجدارَالعمودCD34ََتحملَالواسمةَ

َ
لِّد ةَللدمSSCََوFCSَتمثيلاتَبيانيةَنقطيةَعلىَمحوريَالتبعثرََ:4-6الشكل  َ+CD34تبينَالإغناءَبالخلاياَالجذعيةَالم و 

؛َالخلاياَوحيدةَالنواةَبعدَبأ؛َدمَالحبلَالسري.ََ:بطريقةَالانتقاءَالمناعيَالمغناطيسيَالسلبيَهاخلالَمراحلَالمختلفةَمنَعزل
المعزولةََ+CD34الإغناءَالأوليَوالفصلَعلىَالفيكول.َج؛َالخلاياَالم ه م لةَبعدَالعزلَالمناعيَالمغناطيسي.َد؛َالخلاياَ

َ.+CD34+CD45جمهرةَالخلاياR1ََ؛َحيثَيمثلَفيهاَالتبويبَمغاطيسياَ 

َ َالجذعية َالكميَللخلايا َالعزلَ+CD34وبالتحليل َبينتََخلالَمراحل َالانتقاءََالنتااجالمختلفة َطريقة فعالية
؛َحيثَبلغتَالنسبةCD34َالمناعيَالمغناطيسيَالسلبيَفيَالتخلصَمنَنسبةَكبيرةَمنَالخلاياَالتيَلاَتحملَالواسمةَ

%،َوارتفعَمردودَهذهَالخلاياَلدىَتحويلَعيناتَالدمَإلىَغلالة0.02ََفيَدمَالحبلَالسريََ+CD34الماويةَللخلاياَ
CD34%،َووصلَالمردودَالخلويَللخلايا0.65َبيضاءَإلىَ

،َأ،َب،َج،َد(،4َ-6%َ)الشكل82.18َالمعزولةَإلىََ+
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لَجهازَالجريانَوتحليلهاَباستعماPIَ%،َوحيوي ةَق دِّر تَبتلوينَالخلاياَبصبغةَالبروبيديومَأيودايد95.53ََوبنقاوةَبلغتَ
َ،َهد(.4-7%،َ)الشكل100ََالخلوي،َفبلغتَبدَ

َ
خلالَمراحلَالعزلَالمختلفةَالآتية:ََ+CD34تمثيلاتَبيانيةَنقطيةَتبينَالنسبةَالماويةَللخلاياَالجذعيةََ:4-7 الشكل

بعدَتحويلَالعينةَإلىَغلالةَمتبوعةَبالإغناءَالأوليَوالفصلَعلىMNCsََأ؛َدمَحبلَسريَكامل.َب؛َالخلاياَوحيدةَالنواةَ
لِّد ةَللد مَوسطَالفيكول.ج؛َالمعلقَالخلويَالمهملَبعدَالعزلَالمناعيَالمغناطيسي.َد؛َالخلايا ذعي ةَالم و  المعزولةََ +CD34الج 

PIَباستعمالَالصباغََميتةالَ+CD34لماويةَللخلاياَهد؛َتمثيلَبيانيَنقطيَيبينَالنسبةَاَبالانتقاءَالمناعيَالمغناطيسيَالسلبي.
َالمتفلور

(،َتبينَأنه4َ-2ولدىَمقارنةَهذهَالنتااجَبنتااجَطريقةَالعزلَالمناعيَالمغناطيسيَالايجابيَالمعدلةَ)الجدولَ
َ َوبالرغم َالخلوي َالمردود َانخفاض َمن َطريقة َفي َالنواة َوحيدة َالسلبيللخلايا َالمغناطيسي َالمناعي ََََََََالانتقاء

تفوقتَهذهَالطريقةََخلية(،1.32َ×610±2×610)يجابيةَالمعدلةَبالمقارنةَمعَالطريقةَالإَخلية(113×113َ±2.2×7)
َ+CD34+CD45يجابيَالمعدلةَفيَماَيتعلقَبالنسبةَالماويةَلخلاياَالنمطَعلىَطريقةَالانتقاءَالمناعيَالمغناطيسيَالإ

(82.18±2.25َ )%َ َما َمع َالحصولبالمقارنة َالإَتم َالانتقاء َفيَطريقة ،َ%(6.66 ±71.85)َيجابيَالمعدلةعليه
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p<0.05َوبفارقَإحصاايَمعنويَ َالماوية َوترافقَذلكَمعَتراجعَفيَالنسبة َالنمطَ. CD34لخلايا
-
CD45

+
حيثَ؛ 

.َولكنَتميزتَ%(َفيَطريقةَالعزلَالإيجابي1.79َ±22.90%(َفيَطريقةَالعزلَالسلبيَو)1.34َ±15.64بلغتَ)
%(َبالمقارنة0.41ََ±97.86)بنقاوةَمرتفعةَجدا َالمعزولةَبطريقةَالانتقاءَالسلبيCD34ََالخلاياَالتيَتحملَالواسمةَ

.َكماَتميزتَ%(1.22َ±َ(82.58%(َأوَحتىَالمعدلةَمنها8.78ََ±54.33معَطريقةَالانتقاءَالإيجابيَالتقليديةَ)
َ(.4-2حيةَ)الجدولَالمعزولةََ+CD34بالمحافظةَوبشكلَكاملَعلىَحيويةَالخلايا؛َفكانتَجميعَالخلاياَ

لِّد ةَللد مََ:4-2الجدول  ذعي ةَالم و  فيَالطريقةََ+CD34مقارنةَنتااجَالانتقاءَالمناعيَالمغناطيسيَالايجابيَللخلاياَالج 
َالمعدلةَبنتااجَالانتقاءَالمناعيَالمغناطيسيَالسلبي.

 المتغيرات
 الانتقاء المغناطيسي المناعي الإيجابي

 بعد التعديل
الانتقاء المغناطيسي المناعي 

 السلبي
P= 0.05 

عدد الخلايا وحيدة النواة 
MNCS 

 P>  0.02 خلية 105×2.8 ±105× 7 خلية 106×1.32 ± 2

نسبة الخلايا 
CD34+CD45+ 

%71.85±6.66 %82.18±2.25 0.16  >P 

 P>  0.004 0.41 ±97.86% 1.22 ±82.58% نقاوة العزل

 P>  0.01 100% 0.5 ±97.33% نسبة الخلايا الحية

 نسبة الخلايا 
CD34-CD45+ 

%22.90±1.79 %15.64± 1.34 0.00  <P 

َ

إلىَأهميةَتطبيقَطريقةَالعزلَالمناعيَالمغناطيسيَالسلبيَللحصولَعلىَمردودَمنََهذهَالدراسةَنتااجَأشارتَََََ
َ َجداَ  ،+CD34+CD45الخلايا َمرتفعة َوالتيَيمكنَأنَتستعملَفيَوبنقاوة َالخلايا َهذه َالمحافظةَعلىَحيوية َمع ،

 المولدةَللدم.َمراحلَلاحقةَلتكثيرهاَأوَتحريضَتمايزهاَأوَحتىَفيَالتطبيقاتَالسريريةَللخلاياَالجذعية

 الخلوي تدفقالقياس بتقنية  الخلايا الجذعية مناعيا  تنميط . 4-3

َالجذعيةَإنَ  َللخلايا َالمناعي َالمستضدينَالتنميط َكلا َإلىََ+CD45وَ+CD34َباستعمال بالإضافة
َ subpopulationsتحتَالجمهراتَالخلويةَميزتالتيَمستضداتَالبمتابعةَالتعبيرَعنََسمحالمستضداتَالأخرىَ
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َالتيَ َالتعبيرَعنَالمستضدَغابالمختلفةَوالسلاافَالمبكرة َ CD38 فيها َوHLA-DRَوالمستضد َالطلااعَالمفعلة،
َعن َعب رت َالنقويةCD38َالتي َوالطلااع ،CD33+ َ ،َ َالتي َالمبكرة ََعبرتوالخلايا َالخلاياَعن َعامل مستقبل

العاملَمستقبلَوَ،َالجذعيةالمسؤولَعنَالانقسامَفيَالخلاياCD123َََ(3-نترلوكينالإ)مستقبلَوَ،َ CD117الجذعية
(TGF-β)َCD105َاستعملَطاقمَمنَالأضدادَوحيدةَحيثَ.َوحيويتهاَالهامَفيَسيرورةَتمايزَالخلاياَالمولدةَللدم

َ َالمستضدات، َلهذه َالنوعية َالدَِّوحَ النسيلة َالمناعيَلَنمطد َالماويةَ+CD34لخلايا َأثرَبعينَالاعتبارَخذأ وَََ،ونسبها
َالإيجابيَ َالمناعي َالانتقاء َطريقتي َبكلتا َالمعزولة َللخلايا َالمناعي َالطابع َعلى َوانعكاسها َالمطبقة َالعزل طريقة

َ.لبيوالانتقاءَالمناعيَالسَ 

َدَ  خلالَالمراحلَالمختلفةَعلىَسطوحَالخلاياCD45ََو CD34منَالواسمتينََعبيرَالمترافقَلكلَ التَ َبدايةَ ر س 
َالنَ َمن َبعد َالمنواة َالخلايا َحبلَسري، َ)دم َالخلاياَالعزل َالمغناطيسي، َالعزل َبعد َالمهملة َالخلايا َعلىَالفيكول، بذ
َالمغناطيسي(المنقَ  َالعزل َبعد َااة َوبينت َالنََِّلنتااج، َالماويَ ارتفاع َسبة َالتعبيرة َفيها َتزامن َالتي َهاتينََللخلايا عن

ََالواسمتين َإحصااي َفرق 0.05َ )بدون < (Pَكلتا َالانتقاءَفي َالانتقاءََ.لبيَوالإيجابيالسَ َطريقتي وتفوقتَطريقة
6.66َ±71.85،َوَ% 2.25±82.18)السلبيَعلىَالإيجابيَالمعدلةَفيَالحصولَعلىَنسبةَمرتفعةَمنَهذهَالخلاياَ

َالتوالي َعلى َتعبر%، َالتي َالخلايا َانخفضتَنسبة َبينما .)ََ َالمستضد َوCD45ََعن َعنَيغيالتي َالتعبير َفيها ب
CD34 (CD34المستضدَ

-
CD45

+
مقارنهَمعَالانتقاءَالايجابيَالانتقاءَالسلبي،ََتطبيقَطريقةبَ%(1.34َ±15.64؛ 

َ،َأَوَب(.4-8َ)الشكل(،َ%1.79 ±(22.92بعدَالتعديلَ

َالمناعيََفيَمخططَالهستوغرامَالانزياحَوأك د َالانتقاء َبطريقة َالمعزولة َالجذعية َالخلايا َمرتسم الذيَحققه
عنَالخلاياَالجذعيةَالمعزولةَبطريقةَالانتقاءَبصورةَأقلَََ+CD34تَعنَالمستضدَرَ المغناطيسيَالسلبيَالتيَعبَ 

نسبةَمرتفعةَمنََيجابيَفيَالحصولَعلى،َج(،َوتفوقَطريقةَالانتقاءَالسلبيَعلىَالإ4-8)الشكلََالمناعيَالإيجابي
َ.،َج(4-8(َ)الشكلَ+CD34+CD45)َللخلاياَالجذعيةَسلاافَالمبكرةال

لةَبالإضافةَايةَوغيرَمفعَ المناعيَالسلبيَهيَخلاياَأكثرَبدالخلاياَالمعزولةَبطريقةَالانتقاءََإلىَأنَ َادعوََ
ََإلىَأنَ  َالتيَعبرتَعنَالمستضد َالخلايا َبلغتَنسبة َأعلىَفقد َالتعبيرَعنَالمستضدCD45ََنقاوتها وغابَفيها

CD34َ)بعدَالانتقاءََ)%(22.90±1.79 %(َبعدَالانتقاءَالسلبي،َو(15.64±1.34َ)بقاياَخلاياَغيرَمرغوبَبها
َ.الإيجابي

َ
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َ
بعدَعزلهماَبإحدىَطريقتيََ+CD34+CD45تمثيلاتَبيانيةَنقطيةَتبينَالنسبةَالماويةَللخلاياَالجذعيةََ:4-8الشكل 

الانتقاءَالمناعيَالايجابيَالمعدلةَ)أ(َأوَالانتقاءَالمناعيَالسلبيَ)ب(.َمخططَهستوغراميَلمرتسمَالخلاياَالتيَتعبرَعنَ
وذلكCD45ََالمعزولةَوفيَدرجةَتعبيرهاَعنَالمستضدCD34ََعددَالخلاياََيوضحَالفرقَفيCD34َالمستضدَالسطحيَ

َاءَالمناعيَالمغناطيسيَ)ج(.طريقةَالانتقباختلافَ

َتمَ َََََ َالتَ َكما َالخلايا َعن َالأوَ السَ َ+CD34حري َتتمثَ Progenitorsََليةليفة َالتي َبغياب َل CD38َالمستضد
(CD34+CD38-َ،)فيَحينََ،َب(4-9)الشكلََةريقةَالإيجابيَ الطَ فيََ)%(21.70±2.84 َةماويَ الَتهاسبوكانتَن
َارتفعتَإلىَأنَ  قيمةَالَهذهوَ،pَ<0.05ََمعنويوبفرقََ،َأ(،4-9)الشكلََةلبيريقةَالسَ الطَ فيََ(%75.41±1.39)ها

العينةَ
 السلبي الضابطة

 الإيجابي

Anti- CD34 PE 

82.18% 71.85 

 -ب- -أ-

 -ج-

 الانتقاء المناعي المغناطيسي الايجابي السلبي الانتقاء المناعي المغناطيسي
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ةَالهامَ وَةَدايَ الأكثرَبَ َةذعيَ الجَ َلبيَمفيدةَفيَعزلَالخلاياإلىَأنَطريقةَالانتقاءَالمناعيَالمغناطيسيَالسَ َأشارتعاليةَال

َ.وذاتَأهميةَخاصةَفيَالزرعاتَطويلةَالأمدَ،مةَللدَ ولدَ ةَالمَ ذعيَ فيَاستنباتَالخلاياَالجَ 

َ
والواسمةCD34ََتمثيلاتَبيانيةَنقطيةَتبينَالنسبةَالماويةَللخلاياَالتيَترافقَفيهاَالتعبيرَعنَالواسمةََ:4-9الشكل 
CD38َ(CD34+CD38+)ََعنَالواسمةَوللخلاياَالتيَتعبرCD34ََويغيبَفيهاَالتعبيرَعنَالواسمةCD38َ

(CD34+CD38-،)َ،مخططََوذلكَبعدَعزلهاَبطريقةَالانتقاءَالمناعيَالمغناطيسيَالسلبيَ)أ(َأوَالايجابيَالمعدلةَ)ب(.َج
،َوذلكَحسبَطريقةَالانتقاء.CD38َالمستضدَ،َوالاختلافَفيَمستوىَتعبيرهاَعنَ+CD34هستوغراميَيوضحَعددَالخلاياَ

المعزولةَبالطريقةَالسلبيةَبالمقارنةَمعَهذهََ+CD34خلاياَعلىَسطوحَالCD38َويبدوَواضحاَالتراجعَفيَالتعبيرَعنَالواسمةَ
َالخلاياَمعزولةَبالطريقةَالإيجابيةَالمعدلة.

بطريقةَالانتقاءَالمناعيَالمغناطيسيَالإيجابيََراسةهذهَالدَِّالمعزولةَفيََ+CD34ةَذعيَ أبدتَالخلاياَالجَ كماَ
ََمنخفضاَ َتعبيراَ  ََ،HLA-DRَالمستضدعن َحيث َتتجاوز َللم َالماوية َالنسبة َالخلوي ََََ+CD34+HLA-DRنمط

َالنَ )%(0.20 ± 5.32 َبلغت َبينما َالماويَ ، َللنَ سبة َالخلوية َمط
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-CD34+HLA-DRَ 0.01±70.85)%(َ(َ4-10الشكل،.)المستضدَ فيَحينَأنَ ،َب HLA-DRفيََتماماَ َغاب

َالسَ  َالمغناطيسي َالمناعي َالانتقاء َبطريقة َالمعزولة َالنَ َ،لبيالخلايا َالماويَ وبلغت َللنَ سبة َالخلوية َََََمط
CD34+HLA-DR-َ(0.25±85.29%)ََمعنويفرقَبَ،َأ(،4-10)الشكلp ََ<0.05َ.َ

َ  
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َ
والواسمةCD34ََتمثيلاتَبيانيةَنقطيةَتبينَالنسبةَالماويةَللخلاياَالتيَترافقَفيهاَالتعبيرَعنَالواسمةََ:4-10الشكل 

HLA-DRَ(CD34+HLA-DR+)َعنَالواسمةَ،َوللخلاياَالأقلَنضجا َالتيَتعبرCD34ََويغيبَفيهاَالتعبيرَعنَالواسمة
HLA-DRَ(CD34+HLA-DR-،)ََوذلكَبعدَعزلهاَبطريقةَالانتقاءَالمناعيَالمغناطيسيَالسلبيَ)أ(َأوَالايجابيَالمعدلة
،َوذلكHLA-DRَالمستضدَومستوىَتعبيرهاَعنََ+CD34مخططَهستوغراميَيوضحَالفرقَفيَعددَالخلاياََ)ب(.َج،

المعزولةََ+CD34علىَسطوحَالخلاياHLA-DRََحسبَطريقةَالانتقاء.َويبدوَواضحاَالتراجعَفيَالتعبيرَعنَالواسمةَ
َبطريقةَالانتقاءَالايجابيَوغيابهاَتماماَعلىَسطوحَالخلاياَالمعزولةَبطريقةَالانتقاءَالسلبي.

َبالتَ َوتمَ  َالمناعي َالجَ َالتحريَأيضاَ نميط َالخلايا َذاتَالخصااصَالسَ َذعيةَ عن َوالتي مايزَالتَ َالتزمتليفة

فيَهذهََشوهد.َوَ+CD34علىَسطوحَالخلاياCD33ََرَالمستضدَالنقويَالمبكََِّعنَالكشفَلي؛َحيثَتمَ وَ قويَالأالنَ 
ََالدراسة َالخلايا َمن َمرتفعة ََ+CD34نسبة ب ر تالتي َالَع  َحيCD33َمستضدعن َ؛ َالنمط َبلغ َالخلويث
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CD34+CD33+ََ َالخلايا َنسبة َالإيجابيَ)%(CD34+َ 1.89±57.14من َالعزل ََفي َب(4-11)الشكل ،،َ
)الشكلَََلبيفيَالعزلَالسَ َ)%(CD33+CD34+َ 2.96±81.26لتَقيمةَأعلىَلنمطَالخطَالنقويَوبالمقابلَسجَ 

فيماَيتعلقَبتميزَطريقةَالانتقاءَوهذاَيؤكدَالنتااجَالمذكورةَأعلاهpَ<0.05ََ َمعنويَإحصاايَبفرقَ،َأ(،11-4
َالسلبيَللحصولَعلىَخلاياَجذعيةَأوليةَغيرَناضجة.

َ
َ

CD34َتمثيلاتَبيانيةَنقطيةَتبينَالنسبةَالماويةَللخلاياَالتيَترافقَفيهاَالتعبيرَعنَالواسمةََ:4-11الشكل 
وذلكَبعدَعزلهاَبطريقةَالانتقاءَالمناعيَالمغناطيسيَالسلبيَ)أ(َأوَالايجابيَالمعدلةََCD33َ(CD34+CD33+،)والواسمةَ
لِّد ةَللد مCD33َمخططَهستوغرامَيوضحَالفرقَفيَالتعبيرَعنَالمستضدَ)ب(.َ ذعي ةَالم و  باختلافََ+CD34،َللخلاياَالج 

َ.CD33بيَبتعبيرَمرتفعَعنَالمستضدَطريقةَالانتقاء،َحيثَتميزتَالخلاياَالمعزولةَبطريقةَالانتقاءَالسل

اَهاَت م يِّزَالخلايعرفَبأنَ والتيَيَ CD117َرَعنَالواسمةَعبَِّالتيَتَ َ+CD34يَلنسبةَالخلاياَحليلَالكمَِّالتَ َكماَتمَ َََََ

َجمهرةالماويةَللَةحيثَبلغتَالنسبَ،المستضدَهذاعبيرَعنَكبيرا َفيَتواترَالتَ َاَ ارتفاعَتااجلنَ انتَة،َوبيَ ةَالحقيقيَ ذعيَ الجَ 
فيَحينََ، ب(4-12 الشكل)َ)%َ(0.94 ± 71.93َالمعدلةَةريقةَالإيجابيَ بالطَ المعزولةََ+CD34+CD117الخلويةَ

َ.pََ<0.05َمعنويَبفرقََ،َب(4-12)الشكلََ)%(0.94 ± 81.23َلبيةطريقةَالسَ أنهاَبلغتَفيَال
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َ
CD34َتمثيلاتَبيانيةَنقطيةَتبينَالنسبةَالماويةَللخلاياَالتيَترافقَفيهاَالتعبيرَعنَالواسمةََ:4-12الشكل 

التيَتميزَالخلاياَالجذعيةَالحقيقيةَالتيَعزلتَبطريقةَالانتقاءَالمناعيَالمغناطيسيََCD117َ(CD34+CD117+)والواسمةَ
المعزولةَفيَكلتاَالطريقتينََ+CD34لتقاربَفيَعددَالخلاياَيوضحَاَيمخططَهستوغرامالسلبيَ)أ(َأوَالايجابيَالمعدلةَ)ب(.َ

؛َحيثَتميزتَالخلاياَالمعزولةَبطريقةَالانتقاءَالسلبيَبتعبيرَمرتفعَقليلاَعنَالمستضدCD117َودرجةَتعبيرهاَعنَالمستضدَ
CD117َ.َبالمقارنةَمعَطريقةَالانتقاءَالايجابيَالمعدلة

َوبيَ  َالتنميطنت ََأيضاَ َنتااج َالسري َالحبل َدم ََاحتوىأن َالخلايا َمن َمرتفعة ََََ+CD34+CD123نسبة
َالإيجابيةَ(0.63% ± 47.45) َبالطريقة َعلىََمثلتالتيَوََالمعدلةَالمعزولة َالتيَتتصفَبقدرتها السلاافَالنقوية

َالنسيلي َوالتوسع ََالانقسام َب(4-13)الشكل ،َ َتتجاوزَفيَحين، ََسبةنَلم َالخلايا فيََ(0.31 ± 28.98%)هذه
َ.pََ<0.05بفرقَمعنويََ،َأ(4-13َالشكل)لبيةَالطريقةَالسَ 
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َ
تبينَالفرقَفيَالنسبةَالماويةَللخلاياَالتيَترافقَفيهاَالتعبيرَعنَالواسمةَتمثيلاتَبيانيةَنقطيةََ:4-13 الشكل

CD34ََوالواسمةCD123َ(CD34+CD123+)ََالتيَعزلتَبطريقةَالانتقاءَالمناعيَالمغناطيسيَالسلبيَ)أ(َأوَالايجابي
CD123َالواسمةَالتيَترافقَفيهاَالتعبيرَعنََ+CD34ارتفاعاَفيَعددَالخلاياَيوضحََيمخططَهستوغرامالمعدلةَ)ب(.َ

َ.وذلكَلدىَعزلهاَبطريقةَالانتقاءَالايجابي

الضروريَلبقاءَالخلاياَفيَحالةCD105ََعنَالمستضدََعبرتالتيََ+CD34ارتفعتَنسبةَالخلاياَ،َوكذلك
َالمولدةَللدمَمراحلَتمايزَالهامَخلالوََفتية َالماوية؛َحيثَالخلايا ََ)%(58.52±1.43 َبلغتَنسبتها كانتَ،َبينما

pََ< .0.05َمعنويَبفرقََ،َأ،َب(4-14)الشكلَ،َلبيةالطريقةَالسَ فيََ(0.79 ± 65.23%)َأعلىَالنسبهَالماوية



63 
 

َ
تمثيلاتَبيانيةَنقطيةَتبينَالفرقَفيَالنسبةَالماويةَللخلاياَالتيَترافقَفيهاَالتعبيرَعنَالواسمةََ:4-14الشكل 

CD34ََوالواسمةCD105َ(CD34+CD105+)ََالتيَعزلتَبطريقةَالانتقاءَالمناعيَالمغناطيسيَالسلبيَ)أ(َأوَالايجابي
وذلكCD105ََالواسمةَالتيَترافقَفيهاَالتعبيرَعنََ+CD34مخططَهستوغراميَيوضحَارتفاعاَفيَعددَالخلاياَالمعدلةَ)ب(.َ

َ.سلبيلدىَعزلهاَبطريقةَالانتقاءَال

َ َالجذعية َللخلايا َالخلوية َللجمهرات َالتنميط َنتااج َمجموع َالمناعيََ+CD34إن َالإنتقاء َبطريقة المعزولة
(،4َ-3)الجدولََالمعدلة،َومقارنتهاَمعَتلكَالخاصةَبالخلاياَالمعزولةَبتطبيقَالطريقةَالسلبيةَالمغناطيسيَالإيجابية

َ َهيَ َالدراسة َفيَهذه َمناعيبينتَأنَالخلايا َذاتَطابع َللدم لِّد ة َم و  َجذعية َالحقيقيةََخلايا َالجذعية َالخلايا ي ميِّز
(CD45bright CD34bright CD38dim/- HLA-DRdim/- CD33+ CD117+ CD123+ CD105+ linage-)َ،

قترحَالحصولَعلىَاوهذاَوالتيَارتفعتَنسبتهاَبشكلَكبيرَلدىَتطبيقَالطريقةَالسلبيةَبالمقارنةَمعَالطريقةَالايجابية،َ
د دَوَ َتَ َهيخلاياَجذعيةَحقيقيةَلاَتعبرَعنَالمستضداتَالتيَت م يِّزَخطَخلويَم ح  رَعنَالمستضداتَالتيَبِّعََ خلايا

َ،َعلىَالتوالي.الأمدللخطَالنقويَوالتيَتفيدَفيَالزرعاتَطويلةَالأمدَوقصيرةََالأوليةعَزَالطلااتميَِّ

َ
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بينَطريقةَالانتقاءََ+CD34مقارنةَالنسبَالماويةَلتحتَالمجموعاتَالخلويةَللخلاياَالجذعيةََ:4-3جدول ال
َالمناعيَالمغناطيسيَالايجابيَالمعدلةَوطريقةَالانتقاءَالسلبي.

الانتقاء المناعي  المتغيرات

 لسلبيالمغناطيسي ا

 الانتقاء المناعي المغناطيسي الإيجابي

 بعد التعديل
P= 0.05 

CD34% للخلايا 
+
CD45

+
 82.18±2.25 71.85±6.66 0.06 = P 

CD34% للخلايا 
+
CD38

-
 75.41±1.39 21.70±2.84 0.001 > P 

CD34% للخلايا 
+
HLA-DR

-
 85.29±0.25 70.85±0.14 0.001 > P 

CD34% للخلايا 
+
CD33

+
 81.26±2.96 57.14±1.89 0.00 > P 

CD34% للخلايا 
+
CD117

+
 81.23±2.94 71.93±0.94 0.002 = P 

CD34% للخلايا 
+
CD123

+
 28.98±0.31 47.45±0.63 0.00 > P 

CD34% للخلايا 
+
CD105

+
 65.23±0.79 58.52±1.43 0.002 = P 

َ

ََََََ َتم َقد َوأنه َعالية، َذاتَبنقاوة َفتية َجذعية َخلايا َنجاحَعزل َمن َوللتأكد َجميع َغيرََالأنماطاستنفاذ الخلوية
دِّدَفيَهذهَالمرغوبَبعزلها َح  ََوالتيَتشكلَالجزءَالأكبرَمنَمكوناتَالدم، َ+CD34الجذعيةَالدراسةَتواترَالخلايا

CD3َاَعنَالمستضداتَالسطحيةَالتيَتميزَالخطَاللمفيَ)الناضجة.َفتمَالتحريَعنَالخلاياَالتيَتعبِّرَعلىَسطوحه
َالنقويَ)CD7أوCD4َََأو َأو ،)CD13ََأوCD14ََأوCD15ََوبشكلَخاصَتلكَالتيَتحملَعلىَسطوحها ،)

َالنوعيَللمفاوياتَالباايةَ) َالطبيعيونَ)َأوَ(CD19المستضد َأوَمستضداتCD10َللعدلاتَ)َأوَ(CD56للقتلة ،)
َعلىَسطوحَالع َتوجد َوالبالعاتَ)مشتركة َأخرىَتميزَوحيداتَالنوىَوالبالعاتCD11cَدلاتَووحيداتَالنواة َأو ،)

أنهَبتطبيقَطريقةَالعزلَالمناعيَالمغناطيسيَالإيجابيَيترافقَعزلَالخلاياَالجذعيةََالنتااج،وبينتَ(.CD64َالكبيرةَ)
َلمفاوياتَالتاايةاللخطََتنتميَالناضجةَالتيَ+CD34+CD45منَالخلاياَفقطَمجموعةَصغيرةََالحقيقيةَالفتيةَبعزل

َعن َتعبر CD4َ+َالتي ،CD3+َ ،CD7+َالماوية َنسبها َبلغت َوالتي ،َ(5.22±0.12َ)%(َ ،4.78±0.34َ)%َ،
(5.32±0.23َ)%َ َالبااية َللمفاويات َالماوية َالنسبة َتتجاوز َلم َبينما َالتوالي. َعلى ،CD19+ََََََالقيمة

1.76)±0.44َ)%َ َكبيرانخفضوَ. َوبشكل ََت َالتي َالسليفة َللخلايا َالماوية َللقتلةََتلتزمالنسبة َالخلوي الخط
لوحيداتَالنواةَوللبالعاتَالكبيرةَأوَCD10+َ(1.15±0.07َ%َ)للعدلاتَأوََCD56+ َ(4.48±0.12َ%)الطبيعيين
CD64+َ(0.60±0.05ََ َأو َالنوى%( D14+ (0.7±0.005َ%َ لوحيدات َ(؛ َالأخيرة َهذه َاتصفت تعبيرَبحيث

%،CD15َ(0.6±0.11ََ،%0.7±0.11ََ،%0.6±0.00ََأوCD13ََأوCD11cََعنَالمستضدََمنخفضَجداَ 
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َالتوالي ََ.(على َبينما َتقريباَ غابت َكامل َتعبََِّوبشكل َالتي َالخلايا َالمستضدات، َهذه َعن َماويةَر َظهرتَبنسبة أو
َ(.13-4الشكلَلدىَتطبيقَطريقةَالعزلَالمناعيَالمغناطيسيَالسلبيَ)َمنخفضةَجداَ 

َ
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إلىَغيابَالمستضداتَالسطحيةَالدالةَعلىَوجودَأنماطَخلويةَغيرَمرغوبََأشارتبيانيةَنقطيةََتمثيلاتَ:4-15الشكل 
،َوذلكَبتنقيةCD4َ،CD3َ،CD10،CD7َ،CD19َ،CD56َ،CD14َ،CD13َ،CD15َ،CD64َ،CD11cَبعزلهاَ)

لِّد ةَللد مَبالطريقةَالسلبي ذعي ةَالم و  َالطريقةَالسلبية.ةَومقارنتهاَمعَالخلاياَالج 

(َ َالمعزولة َالفتية َالجذعية َللخلايا َالماوية َالنسب 0.52ََ±85.29وبمقارنة َللخلايا %CD45+HLA-DR-ََو
86.76±0.63ََ%َ َالمستضداتََ+CD45+CD33)للخلايا َتعبرَعن َ)التي َالناضجة َللخلايا َالنسبَالماوية مع
َ CD4َََأوCD3َالتالية: CD7ََأو CD13ََأو CD14ََأو CD15ََأو CD19ََأو َأوCD10ََأوCD56َأو ،
CD11cََأو(CD64َ(،َتبينَأنَتطبيقَطريقةَالانتقاءَالسلبيَأدت4َ-4َالجدول)،َوالتيَبقيتَمرافقةَللخلاياَالفتية

CD34َالحصولَعلىَخلاياَجذعيةإلىَ
،َوأنهَتمَالتخلصَوبنقاوةَعاليةَجداَ مولدةَللدمَحقيقيةَوبنسبةَماويةَعاليةََ+

َبعزلها.َوووثِّقتَهذهَالنتااج،َنتااجَالتنميطَالسابقةَالتيَبينتَأيضاَ َغيرَالمرغوبالمرافقةَوَمعظمَالأنماطَالخلويةَمنَ
َفعاليةَعاليةَللطريقةَالسلبيةَوخاصةَفيَماَيتعلقَبنقاوةَالخلاياَالجذعيةَالمعزولة.

التديَعزلدتَ+CD34 مقارنةَالنسبَالماويةَللأنماطَالخلويةَالمرادَاستنفاذهاَوالتيَبقيدتَمرافقدةَللخلايداَالجذعيدةََ:4-4جدول ال
بطريقدددددددةَالانتقددددددداءَالمنددددددداعيَالمغناطيسددددددديَالسدددددددلبيَأوَالايجدددددددابي،َومقارنتهددددددداَمدددددددعَالنسدددددددبَالماويدددددددةَللخلايددددددداَالجذعيدددددددةَالفتيدددددددةَ

CD34+CD45+HLA-DR-ََوCD34+CD45+CD33َنتقددددداءَالمنددددداعيَالمغناطيسددددديَالايجدددددابيَالمعدلدددددةَبدددددينَطريقدددددةَالا
َوطريقةَالانتقاءَالسلبي.

 المتغيرات

الانتقاء المناعي 

المغناطيسي 

 لسلبيا

الانتقاء المناعي 

 المغناطيسي الإيجابي

 بعد التعديل

P= 0.05 

CD45  % للخلايا
+
HLA-DR

-
 85.29±0.52 70.85±0.14 P<0.001 

CD45% للخلايا 
+
CD33

+
 86.76±0.63 39.60±0.50 P<0.001 

CD45   % للخلايا
+
CD4

+
 0.00 ± 0.00 5.22±0.12 P<0.001 

CD45   % للخلايا
+
CD3

+
 0.00 ± 0.00 4.78±0.34 P<0.001 

CD45   % للخلايا
+
CD7

+
 0.00 ± 0.00 5.32±0.23 P<0.001 

CD45% للخلايا 
+
CD19

+
 0.00 ± 0.00 1.76±0.44 P<0.001 

CD45% للخلايا 
+
CD56

+
 0.00 ± 0.00 4.48±0.12 P<0.001 

CD45% للخلايا 
+
CD14

+
 0.34 ± 0.02 0.70±0.05 P=0.007 

D45 % للخلايا 
+
CD11c

+
 0.00 ± 0.00 0.60±0.11 P<0.001 

CD45% للخلايا 
+
CD13

+
 0.30 ± 0.00 0.70±0.11 P<0.001 

CD45% للخلايا 
+
CD64

+
 0.00 ± 0.00 0.60±0.05 P<0.001 

CD45% للخلايا 
+
CD15

+
 0.40 ± 0.10 0.60±0.00 P<0.001 

CD45% للخلايا 
+
CD10

+
 00.00 ± 00.00 1.15±0.07 P<0.001 

َ
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 مة للدَّ دَ ول  ة الم  ذعيَّ استنبات الخلايا الجَ . 4-4

دةَولِّةَالمَ ذعيَ وعيَللخلاياَالجَ الوسطَالنَ َفيَريمنَدمَالحبلَالسَ َالمعزولةَمباشرةَ +CD34الخلاياَاستنبتتََََ
َللدَ  َوالذيَدَ (StemLine® hematopoietic stem cell expansion medium; Sigma Aldrich, Germany)م َبَعَ ، م

َميلي0.1ََ L-Glutamineَميليَمول/ ،(َ َبالمضاداتَالحيوية َالوسط َد عِّم َمن100ََكما َلتر َميلي َدولية/ وحدة
%َمنَالمصلَالبشريَأو23َ.َوأضيفَللوسطَالخالَمنَالمصلpenicillin/streptomycinَستربتومايسينََ/بنسلين

َكلاَالمصلينَبتركيز23َ َأو َالبقر َوأضيفَلكلَمنَالأوساطَمزيجَمنَ%12.3َ%َمنَمصلَجنين َمنهما. لكل
َ،نانوغرام/َميليَلكلَمنها50َ(َبتركيزIL-3َ،SCF،َ Flt3- ligandَ)َبةَالبشريةوَشأموَوالسيتوكيناتَالمعواملَالن

َ.رَالخلاياَالجذعيةَالمولدةَللدمضتَإكثارَ والتيَحَ 

ةَضَ حرَِّراكيبَالمَ مَبنفسَالتَ دعَ يَالمَ المغذََِّالوسطتعليقهاَفيََوتمَ َبعدَاليومَالخامسَمنَالاستنباتَبذتَالخلاياَبالنَ ل سََ غَ 
َ َ(flt-3 ligandعلىَالانقسام ،CSFَ ،IL-3)َ ََالمَ ضيفَ وأ َحرَِّتَالعوامل َتجاه َعلىَالتمايز وحيداتََخطَخلاياضة

َنانوغرام/َميليَلكلَمنها.50َبتركيزَ(M-CSFوََ(IL-6بالعاتَكبيرةََ-النوى

 . تقييم الزيادة في عدد الخلايا4-4-1

ََ ولوحظَزيادةَفيَالعددَالكليََمنَحيثَنوعَالمصلَالمدعمةَبهَالمختلفةالثلاثةَالأوساطَفيَنمتَالخلايا
َالخالية َالسلبي َالشاهد َعينة َمع َبالمقارنة َالأوساط َفيَهذه َالحية َومحرضاتَوََالأمصالَللخلايا َالنمو منَعوامل

َنقسامالا َالخامسَمنَالاستنباتَعندفيَجميعَالأوساطََالتماديَالخلويَالأعظميَتحققوََ،والتمايزَ بالنسبةََاليوم
باستثناءَأنَالخلاياَالمستنبةَفيَعينةَالشاهدَالسلبيَانخفضَفيهاََيجابيالانتقاءَالمناعيَالإطريقةَللخلاياَالمعزولةَب

لانتقاءَالمعزولةَبطريقةَاكانَسلوكَانقسامَالخلاياََوبالمقابل،َحتىَنهايةَمرحلةَالاستنباتَعددَالخلاياَالحيةَتدريجياَ 
ةَالشاهدَالسلبيَعندَاليومَالخامسَمنَالاستنباتَثمَبدأتَحيثَزادَعددَالخلاياَالحيةَفيَعينَالمناعيَالسلبيَمختلفاَ 

ََاَ بالانخفاضَتدريجيَ  َالاستنباتَ)اليوم َمرحلة َفيَحينَأنَالتَ 53حتىَنهاية َفيَماديَالأع( َالمستنبتة ظميَللخلايا

من14ََتحققَعندَاليومFBSََ%25َالوسطَالمدعمَبمصلَجنينَالبقروHSََ %25مَبالمصلَالبشريدعَ الوسطَالمَ 
َالاستنباتَ َاليوم َلل21َوفي َبالنسبة َالمصلين َبكلا َالمدعم َالوسط َفي َالمستنبتة HS+12.5%FBSَ%12.5خلايا

َ.(11-4الشكلَ)

َالجذعيةََدَ جَ ووَ َ َحالتيَالاستنباتَ)استنباتَالخلايا َالسلبيةالمعزولةََ+CD34فيَكلتا استنباتََوَبالطريقة
َالإيجابيةَ +CD34الخلايا َبالطريقة َبالعواملدعَ الوسطَالمَ َأنَ(:المعزولة IL-3َ)ََم ،SCFَ ،flt-3Lَ ،M-CFUَ،
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IL-6َ)َ23َمصلَجنينَالبقرَمع%FBSَفيَتحفيزَانقسامَالخلاياَالجذعيةََساهمCD34+ََحيثَوصلََاتكثيرهو
بالنسبةَللخلاياَالمنتقاةَبالطريقةَالإيجابيةََفيَاليومَالخامسَمنَالاستنباتَخلية111×4َإلىَكحدَأعظميعددَالخلاياَ

خليةَفيَاليومَالخامسَمنَالاستنباتَبالنسبةَللخلاياَالمنقاةَبالطريقةَالسلبيةَوالتيَاستمرت111َََ×3وبالمقابلَكانتَ
َحالتيَالانتقاءمنَالاستنبات14ََفيَاليومََكحدَأعظميَخلية111َ×11فيَالتزايدَحتىَ لوحظَانخفاضََوفيَكلتا

بشكلَأكبرَمنَمستمرةَومتفوقةَالزيادةَوحظتَلَمراحلَالاستنباتَاللاحقةَومعَذلكيجيَلعددَالخلاياَالكليَخلالَتدرَ

َفيَاليومَالخامسَمنَالاستنباتَخلية111َ×5.3الذيَلمَيتجاوزَفيهَعددَالخلاياََبالمصلَالبشريَمَ عَِّالوسطَالذيَدَ 
بالنسبةَللخلاياَالمنتقاةَبالطريقةََمنَالاستنبات14َفيَاليومََخلية111َ×1بالنسبةَللخلاياَالمنتقاةَبالطريقةَالإيجابيةَو

َ.(11-4السلبيةَكماَهوَموضحَفيَالشكلَ)

َوجمعَبين(IL-3َ،SCFَ،flt-3Lَ،M-CFUَ،IL-6َ)َالعواملمجموعةَمَبكانَالوسطَالذيَد عَِّبينماَََََ
َلاَنوعي َمتساوية َبتراكيز FBSَ%12.5 وHS% 12.5 مصلين َالأنسب َالمستنبتةَلتكثيرالوسط َََََََََالخلايا

،َوسجلَالقيمةَالوسطيةَحيثَكانَعددَالخلاياَفيهَقدَفاقَعددَالخلاياَفيَتركيباتَالوسطَالأخرى،َ(11-4الشكلَ)
21َفيَاليومََخلية111َ×13وبالنسبةَللخلاياَالمنتقاةَبالطريقةَالإيجابيةََفيَاليومَالخامسَللاستنباتَخلية111×4.3

َ.بالنسبةَللخلاياَالمنتقاةَبالطريقةَالسلبيةَمنَالاستنبات

َ

َ

َ
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َ

َ
بيانيَخطيَيشيرَإلىَأثرَنوعَالمصلَعلىَانقسامَوعددَالخلاياَالكليَخلالَمراحلَالاستنباتَبعدََتمثيل(:11َ-4الشكلَ)

َعزلَالخلاياَبوساطةَالانتقاءَالمغناطيسيَالمناعيَالسلبيَوالانتقاءَالمغناطيسيَالمناعيَالإيجابي.
َ

َالخلاياَمتوسطَولدىَحسابََ َانتقاء َبعد َالأوليَالمستنبتَ َالخلايا َلعدد َبالنسبة َمراتَالزيادة عدد
منَحيثَنوعَالمصلَالمدعمةََالمختلفةالثلاثةَنمتَالخلاياَفيَالأوساطَقدََأنه(،َوجدَكماَذكرَآنفا 1َمباشرةَ)اليومَ

 الأيام
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الأمصالَومنََالسلبيَالخاليَمنَنةَمعَعينةَالشاهدفيَهذهَالأوساطَبالمقارََعددَمراتَالزيادةبهَولوحظَزيادةَفيَ
فيَجميعَالأوساطََلعددَمراتَالزيادةَالتماديَالخلويَالأعظميَتحققكماََعواملَالنموَومحرضاتَالانقسامََوالتمايز،

َالاستنباتَ َالخامسَمن َاليوم َالخلاياَعند َأن َباستثناء َالإيجابي َالمناعي َالانتقاء َبطريقة َالمعزولة َللخلايا بالنسبة
عينةَالشاهدَالسلبيَانخفضَفيهاَعددَالخلاياَالحيةَتدريجيا َحتىَنهايةَمرحلةَالاستنبات،َوبالمقابلَكانَالمستنبةَفيَ

َالحيةَفيَعينةَالشاهدَ َالمعزولةَبطريقةَالانتقاءَالمناعيَالسلبيَمختلفا َحيثَزادَعددَالخلايا سلوكَانقسامَالخلايا
(َفي53َنخفاضَتدريجي ا َحتىَنهايةَمرحلةَالاستنباتَ)اليومَالسلبيَعندَاليومَالخامسَمنَالاستنباتَثمَبدأتَبالا

والوسطHSََ %25للخلاياَالمستنبتةَفيَالوسطَالم دع مَبالمصلَالبشريَلعددَمراتَالزيادةَحينَأنَالت ماديَالأعظمي
ستنبتةَفيَبالنسبةَللخلاياَالم21َمنَالاستنباتَوفيَاليوم14ََتحققَعندَاليومFBSََ%25المدعمَبمصلَجنينَالبقرَ

َ(.17-4الشكلَ)HS+12.5%FBSَ%12.5الوسطَالمدعمَبكلاَالمصلينَ

َالجذعيةََ َحالتيَالاستنباتَ)استنباتَالخلايا َفيَكلتا د  َالسلبيةَوَاستنباتََ+CD34وو ج  َبالطريقة المعزولة
َالإيجابية(:َ +CD34الخلايا َبالطريقة َبالعواملدعَ الوسطَالمَ َأنَالمعزولة IL-3َ)ََم ،SCFَ ،flt-3Lَ ،M-CFUَ،
IL-6َ)َ23َمصلَجنينَالبقرَمع%FBSَفيَتحفيزَانقسامَالخلاياَالجذعيةََساهمCD34+ََحيثَوصلََاتكثيرهو
فيََمرة13َوبالنسبةَللخلاياَالمنتقاةَبالطريقةَالإيجابيةََفيَاليومَالخامسَمنالاستنباتَمرة3َمراتَالزيادةَإلىَعددَ
المنقاةَبالطريقةَالسلبيةَوفيَكلتاَحالتيَالانتقاءَلوحظَانخفاضَتدريجيَلعددَبالنسبةَللخلاياَمنَالاستنبات14ََاليومَ

َالكليَخلالَمراحلَالاستنباتَاللاحقةَومعَذلكَلوحظتَمستمرةَومتفوقةَبشكلَأكبرَمنَالوسطَالذيَد عِّمَ  َالخلايا
بالنسبةَللخلاياَالمنتقاةَتنباتَفيَاليومَالخامسَمنَالاسمرة3ََمراتَالزيادةَالذيَلمَيتجاوزَفيهَعددََبالمصلَالبشري

بالنسبةَللخلاياَالمنتقاةَبالطريقةَالسلبيةَكماَهوَموضحَفيََمنَالاستنبات14َفيَاليومََمرة7َبالطريقةَالإيجابيةَو
َ.(17-4الشكلَ)

َوجمعَبينَ(IL-3َ،SCFَ،flt-3Lَ،M-CFUَ،IL-6)َالعواملمجموعةَمَببينماَكانَالوسطَالذيَد عَََََِّ
(،15َالشكلَ)َالخلاياَالمستنبتةلتكثيرَالوسطَالأنسبFBSَ%12.5 وHS% 12.5 مصلينَبتراكيزَمتساويةَلاَنوعي

مرة1ََحيثَكانَعددَمراتَالزيادةَفيهَقدَفاقَعددَمراتَالزيادةَفيَتركيباتَالوسطَالأخرى،َوسجلَالقيمةَالوسطيةَ
بالنسبةََمنَالاستنبات21َفيَاليومََمرة22َةَالإيجابيةَبالنسبةَللخلاياَالمنتقاةَبالطريقفيَاليومَالخامسَمنَالاستنباتَ
َ.للخلاياَالمنتقاةَبالطريقةَالسلبية

َ

َ
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َ

َ
بيانيَخطيَيشيرَإلىَأثرَنوعَالمصلَعلىَعددَمراتَالزيادةَفيَالعددَالأوليَللخلاياََتمثيل(:17َ-4الشكلَ)

َالجذعيةَالمستنبتةَبعدَعزلهاَبطريقةَالانتقاءَالمغناطيسيَالمناعيَالسلبيَوالانتقاءَالمغناطيسيَالمناعيَالإيجابي.
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َ
-IL-3َ،SCFَ،flt-3 ligandَ،Mعنَالوسطَالذيَدعمَبالعواملَ)IL-6َغيابَالعاملََوجدَأنكماََََََ
CSFََوكلاَالمصلين )12.5%HSَ + 12.5%FBَ َقد َالتمايز َسيرورة َالخلاياََوزادحفز َانقسام َمعدل من

َبنفسَالشروطبالمقارَ المتمايزة َالمستنبتة َتلك َمع ََنة َالعامل َالشاهدIL-6ََوالمضافَإليها َفي َتلك وكذلك
فلدىَتققيمَالزيادةََلىَالنموَوالانقسامَوالتمايز.السلبيَالمستنبتةَفيَوسطَغابتَفيهَجميعَالعواملَالمحفزةَع

خليةَكحدَأعظميَفيَاليوم111َ×4فيَعددَالخلاياَالمستنبتةَخلالَمراحلَالاستنباتَوصلَعددَالخلاياَإلىَ
َالعاملالخامسَمنَالاستنباتَفيَالوسطَ َالإيجابيةIL-6َََالذيَغابَفيه َبالطريقة َالمنتقاة َللخلايا بالنسبة

111ََ×12و َالعاملالاستنباتَفيَالوسط21ََفيَاليومَخلية َالمنتقاةIL-6َََالذيَغابَفيه َللخلايا بالنسبة
قيمَأقلََعددَالخلاياَسجلَفيَحينَأنَ َ،(12-4) الشكلكماَهوَموضحَبالتمثيلَالبيانيَفيَبالطريقةَالسلبيةَ

حيثَوصلَعددَالخلاياَكحدَأعظميَعندَاليومَالخامسَمنَالاستنباتIL-6ََمَبالعاملَعَِّفيَالوسطَالذيَدَ 
بالنسبةَللخلايا21ََخليةَعندَاليوم111َ×1خليةَبالنسبةَللخلاياَالمنتقاةَبالطريقةَالإيجابيةَو111َ×5.1إلىَ

َالمنتقاةَبالطريقةَالسلبية.َ
َ
َ
 
 
َ
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َ
َ

َ
الخلاياَالمعزولةَبالطريقةَالإيجابيةَوالطريقةَالسلبيةَفيَتحفيزَانقسام1ََ-(:َأثرَالعاملَإنترلوكين12-4الشكلَ)

-ILمصلَجنينَالبقرَإلىَجانبَ)عواملَالانقسامََ%12.5مصلَبشري+َ%12.5والمستنبتةَفيَالوسطَالمدعمَب
3َ،SCFَ،Flt3-ligandََوعاملَالتمايز،M-CSF).َ

َ
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َجدَ وَ (،1َاليومَ)َلأوليَالمستنبتةَفيلدىَتقديرَمتوسطَعددَمراتَالزيادةَبالنسبةَلمتوسطَعددَالخلاياَاَأيضاَ 
IL-3َ،SCFَ)َعنَالوسطَالذيَدعمَبالعواملIL-6َغيابَالعاملََأنَ  ،flt-3 ligandَ،M-CSFََوكلا)

بالمقارنةَ حفزَسيرورةَالتمايزَوزادَمنَمعدلَانقسامَالخلاياَالمتمايزةقدHSَ+ 12.5%FBَ%12.5المصلينَ
َالعاملَ وكذلكَتلكَفيَالشاهدَالسلبيَالمستنبتةَفيIL-6ََمعَتلكَالمستنبتةَبنفسَالشروطَوالمضافَإليها

للخلاياَالزيادةَحسابَعددَمراتَوسطَغابتَفيهَجميعَالعواملَالمحفزةَعلىَالنموَوالانقسامَوالتمايز.َفلدىَ
كحدَأعظميَفيَاليومَالخامسَمنَالاستنباتَفيََمرة23.77ََتَإلىَالمستنبتةَخلالَمراحلَالاستنباتَوصل

َ َالعامل َفيه َغاب َالذي َوIL-6َالوسط َالإيجابية َبالطريقة َالمنتقاة َللخلايا ََمرة 24بالنسبة َاليوم 21َفي
بالنسبةَللخلاياَالمنتقاةَبالطريقةَالسلبيةَكماَهوَموضحIL-6ََالاستنباتَفيَالوسطَالذيَغابَفيهَالعاملَ

مَبالعاملَعَِّعددَالخلاياَسجلَقيمَأقلَفيَالوسطَالذيَدَ َ(،َفيَحينَأنَ 11-3) الشكلبالتمثيلَالبيانيَفيَ
IL-6ََبالنسبةَللخلاياََمرة6.3َكحدَأعظميَعندَاليومَالخامسَمنَالاستنباتَمراتَالزيادةَعددََكانحيث

 ةَالسلبية.َبالنسبةَللخلاياَالمنتقاةَبالطريق21َاليومَفيََمرة21.79َالمنتقاةَبالطريقةَالإيجابيةَو
 
 
 
 
َ
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َ
َ

َ
فيَتحفيزَانقسامَالخلاياَالمعزولةَبالطريقةَالإيجابيةَوالطريقةَالسلبية1ََ-(:َأثرَالعاملَإنترلوكين11-4الشكلَ)

ََََََََََََََََََمصلَجنينَالبقرَإلىَجانبَ%12.5مصلَبشري+َ%12.5والمستنبتةَفيَالوسطَالمدعمَب
َ.(M-CSF،َوعاملَالتمايزIL-3َ،SCFَ،Flt3-ligandَ)عواملَالانقسامَ

َ
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 ة ت. تحليل النمط المناعي للخلايا المستنب4-4-2

بالعاتََ-ضةَعلىَالتمايزَنحوَالخطَالخلويَوحيداتحرَ سمحَالتنميطَالمناعيَللخلاياَالمستنبتةَوالمَ 
ََتقنيةَقياسَالجريانَالخلويَبوساطةَكبيرة َتمايزَالخلايا َبالتعبيرَعنَوَبمتابعةَسيرورة مستضداتَالمرتبطة

.َحيثَظهرتَجميعهاَفيَالربعَالعلويَاليمينيَللمجالََ(21-4)الشكلََكماَهوَموضحَفيَسطحيةَجديدة
َالتفلورَ َفيَاالموجبَلإشارة َالبيضاء َالدم َخلايا َلمستضد وللمستضداتَالغشاايةCD45ََلتمثيلاتَالنقطية

CD14َ ،CD13َ ،CD64َ ،CD11cَ ،CD15َ ،CD10َ ،HLA-DR ََ َعن َالتعبير المستضدَواستمرار
َالمستضداتَالجديدةCD33النقويَ َالتعبيرَعن َهذا َتزامن َكما َوغيابَاَمعَ. المستضدََلتعبيرَعنتراجع

َللدمَ َالجذعيةَالمولدة َالجذعيةَمعCD34َالنوعيَللخلايا كماََوسليفاتهاَالأوليةَالمستضداتَالمميزةَللخلايا
الإشارةَفيَالمجالَالموجبَللتفلورَفيَالربعَالعلويََغابتأوََخفتتحيثََ(21-4الشكل)َهوَموضحَفي

 CD117َ،CD33،CD123الغشاايةََلمستضداتَاَمعCD34َللمستضدَالنوعيََاليمينيَللتمثيلاتَالنقطية
َ،CD105َ،CD38َ،HLA-DRََ.َعلىَالترتيب
َ

َ
وظهورCD45ََمستضدَخلاياَالدمَالبيضاءََبتعبيرهاَعنَبيانيةَنقطيةَتوضحَتمايزَالخلاياَالمستنبتةَتمثيلات(:21َ-4شكلَ)

المستضدَوََ CD14َ،CD13َ،CD64َ،CD11cَ،CD15َ،CD10،ََHLA-DRالتمايزَالدالةَعلىَالغشاايةَلمستضداتَل
َ.CD33النقويَ

َ
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الخلاياَعزلَالتعبيرَعنَالمستضداتَالمميزةَللخلاياَالجذعيةَبعدََفقدانبيانيةَنقطيةَتوضحََتمثيلات(:21َ-4شكلَ)
،َ CD117َ،CD33،CD123،َمعَالمستضداتَالغشاايةCD34ََحيثَيغيبَالمستضدَالنوعيََإشارةَإلىَتمايزهاَواستنباتها

CD105َ، CD38َوHLA-DRََ.َعلىَالترتيب
.َ

َ+CD34التحريَعنَالوسطَالأنسبَلإكثارَالخلاياََتمَ كماَ َالوسطَالم دع مَبالعواملَدَأنَ جَ فوَ ََدونَتمايزها،َ
(IL-3َ ،SCFَ ،flt-3Lَ ،M-CFUَ ،IL-6َ َومصلَجنينَالبقرَبنسبة )25%FBSََالتعبيرَعنَفيَص ونَساهم

(َبالمقارنةَمعَالأوساطَالتيَد عِّم تَبالمصلَ CD34َ،CD117َ،CD105،CD123مستضداتَالخلاياَالجذعيةَ)
ََالبشري َبنسبة َلوحده َبإضافته َبنسبHSَ%25إما َبإضافته َالبقرَةأو َجنين َمصل َمع َمتساوية

12.5%HS+12.5%FBSَ َلمخططاتَأعمدة َالبياني َبالرسم َالأمصال َبين َالمقارنة َتوضيح َوتم  للنسبَالماويةَ.
َ(22-4)َلالشككماَهوَمشارَإليهَفيَالأشكال:َ+CD34للتعبيرَعنَالمستضداتَالغشاايةَالنوعيةَللخلاياَالجذعيةَ

وفيَكلاَالشكلينَلوحظَانخفاضََ.المنتقاةَبالطريقةَالسلبيةللخلاياَ (25-4والشكلَ)َللخلاياَالمنتقاةَبالطريقةَالإيجابية
َ َالنوعي َالمستضد َمع َبالتزامن َالجذعية َللخلايا َالمميزة َالمستضدات َعن َللتعبير CD34َمتدرج َإ، َالخلاياَلا أن 

،IL-3َ،SCFَ،flt-3Lَ،M-CFUَ%َإلىَجانبَوجودَالعواملَ)23المستنبتةَفيَالوسطَالمدعمَبمصلَجنينَالبقرَ
IL-6)َََالاستنبات َليلة َمن َبدء  َانخفاضا  َالأقل 1ََكان منَالاستنباتَحيثَتراجعتَنسبَالتعبير14ََحتىَاليوم

وتمايزتَالخلاياَوفقدتَالمستضداتَالمميزةَللخلاياَالجذعية.ويليهاَفيَذلكَنسبَالتعبيرَللخلاياَالمستنبتةَفيَوسطَ
َمَبكلاَالمصلين.%،َثم َنسبَالخلاياَفيَالوسطَالمدع23مدعمَبالمصلَالبشريَ
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(:َمخططاتَأعمدةَتوضحَأثرَنوعَالمصلَفيَصونَالتعبيرَعنَالمستضداتَالمميزةَللخلاياَالجذعيةَالمولدة22َ-4الشكلَ)

َخلالَاستنباتَالخلاياَوتحريضهاَعلىَالتمايز.)المعزولةَبالطريقةَالإيجابية(َللدمَ

َ
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َ
(:َمخططاتَأعمدةَتوضحَأثرَنوعَالمصلَفيَصونَالتعبيرَعنَالمستضداتَالمميزةَللخلاياَالجذعيةَالمولدة25َ-4الشكلَ)

َخلالَاستنباتَالخلاياَوتحريضهاَعلىَالتمايز.)المعزولةَبالطريقةَالسلبية(َللدمَ

عواملَالنموَوََالأمصالكلَمنَغابَفيهَإضافةَتحليلَالنمطَالمناعيَللخلاياَفيَالشاهدَالسلبيَالذيََكماَأنَ 
FSCَوالجانبيََ SSCر صد تَعلىَمحوريَالتبعثرَالأماميَسمحَبملاحظةَتمايزَجزءَبسيطَمنَالخلاياَ،والتمايز

رغمَانخفاضَانقسامهاَوالتراجعَفيَحيويتهاَكماَهوَموضحَفيَالشكلَ)أ:َ#(R1ََللتمثيلَالبيانيَالنقطيَبرسمَالبوابةَ
َنحوَاليمينَ Quadrantادتَنسبةَالخلاياَالمتموتةَمماَاستوجبَتعديلَإشارةَالتربيعزََ(LR)َففيَالربعَالأيسرَالأدنى

وانخفضَالتعبيرَحتىَعنَبغرضَاستثناءَجيمعَالخلاياَغيرَالحيةَوالأشلاءَالخلوية،ََفيَالتمثيلاتَالبيانيةَالنقطية
َ.URفيَالربعَاليمينيَالعلويََ(،َب24-4)هوَموضحَفيَالشكلََكماَ+CD45+CD34الجمهرةَالخلويةَ
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َالمناعيَلخلاياَالشاهدَالسلبيَدراسةَالنمطعندَانخفضَالتعبيرَعنَالمستضداتَالمميزةَللخلاياَالجذعيةَكماَ
وبقيةَالمستضداتَالغشاايةَالمميزةCD34ََالتعبيرَعنَالمستضدَالنوعيَللخلاياَالجذعيةَالمولدةَللدمَتتبعَمنَخلالَ

(َ َالجذعية CD117َللخلايا ،CD33َ ،CD123َ ،CD105َ ،CD38َ ،HLA-DR)ََفي َموضح َهو ََََََََكما
(َ َج(24 -4الشكل َدلَ َ،، َمستضداتَجديدة َعن َتعبير َظهر َالمغذيوبالمقابل َالوسط َفي َالخلايا َتمايز َََتَعلى

Stem cell II Hematopoietic ََوحيدات َعبَ َ-نحو َكبيرة َ)بالعات َالمستضدات َعن CD14َرت ،CD13َ،
CD15َ،CD11cَ،CD64َ،CD10)َََد(.24-4)كماَهوَموضحَفيَالشكل،َ

 

َ



81 
 

َ

َ.المتمايزةَخلاياَالشاهدَالسلبيلَالنمطَالمناعي:َ(24-4)الشكلَ

َأنَ وَََََََ هَتمايزَ%َقد23َبتركيزإلىَوسطَالاستنباتَالمصلَالبشريَإضافةََو جد  خلاياََالجذعيةَنحوالخلاياََوج 
معَغيابَسريعَلمستضداتَالخلاياَالجذعيةَبعدَاليومََ%4بنسبةCD14 CD10ََرتَعنَالمستضد اتَعدلاتَعبَ 

%َأو23َ%َبالنسبةَللأوساطَالمدعمةَبمصلَجنينَالبقر2َفيَحينَأنَهذهَالنسبةَكانتَأقلَمنَََالخامسَمنَالزرع
َ َمتساوية َبنسب َالمصلين َبكلا 12.3َالمدعمة َج( َب، َ)أ، َالخطية َالبيانية َالتمثيلات َمقارنة َعند َََََََََََفي%

سهَكلَمنهماَإلىَالوسطَنفل12.3َالمصلَالبشريَبنسبةَ%معَالبقرََضافةَمصلَجنينإَأنَ َبينما.َ(23-4الشكلَ)
برزَفيهَالخطَالنقويََإذَتمايزَالخلاياَالمستنبتة،لَالوسطَالأنسبَلإكثارَوتحريضَشكَ والمدعمَبالسيتوكيناتَذاتها،َ
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CD33+المستضداتَالسطحيةداتَعبرتَعنَ،َوتمايزتَالخلاياَإلىَوحيCD13 ،CD15 ،CD14 ََ54َبنسبة%
َ َأ(23-4)الشكل : َ َالنسبةَتقريباَ وهي َالبشريَ%14َضعف َبالمصل َالمدعم َالوسط َفي ََََََََََََفقطَالموجودة
،َ CD14 ،CD11cبالعاتَكبيرةَعبرتَعنَالمستضداتَالسطحيةوتمايزتَالخلاياَنحوَ،َكماَ:َب(23-4الشكلَ)

HLA-DRََََأضعافَسبع:َأ(َوهي23َ-4)َالشكل%َفيَالوسطَالمدعمَبمصلَجنينَالبقر14َأيضا َكانتَنسبتها
َ.َ:َب(23-4%َفيَالشكلَ)2َالنسبةَالموجودةَفيَالوسطَالمدعمَبالمصلَالبشري

َ
أثرَنوعَالمصلَالمضافَإلىَوسطَالاستنباتَفيَتوجيهَتمايزَالخلاياََوضحبيانيةَخطيةَتَتمثيلات(:23َ-4الشكلَ)

َ.1-بالإضافةَإلىَأثرَوجودَأوغيابَالعاملَانترلوكين

%َلم12.3َ%َوالمصلَالبشري12.3َيَالوسطَالمدعمَبمصلَجنينَالبقرَفIL-6َالعاملََوجودَحتىَأوَغيابَوتبينَأنَ َََََ
،CD14َ)َالوحيداتَمستضداتَكلَمنَعنَالخلاياَتمايزتَوعبرتَلأنَ كبيرة،َالبالعاتَالوحيداتَوَالالخلاياََظهوريؤثرَعلىَ

CD15َ ،CD13)َ(َ َالكبيرة َالبالعات CD14َومستضدات ،CD11cَ ،HLA-DRَ َمراحلَ( َخلال َتدريجيا  َزادت بنسبة
الشكلََمنَالاستنباتَثمَتراجعتَخلالَأيامَالاستنباتَاللاحقة21َ%َعلىَالتواليَفيَاليوم13َوَ%53الاستنباتَحتىَالقيمةَ
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منَالاستنبات14ََكانتَأعلىَفيَاليومIL-6ََََإلاَأنَنسبةَالخلاياَالعدلاتَفيَالوسطَالذيَغابَفيهَالعاملَد(،جَوَ:21)
َ:َد(.23-4تَاللاحقةَالشكلَ)%َثمَبدأتَبالتراجعَخلالَأيامَالاستنبا51َحيثَوصلتَنسبتهاَحتىَ

َنتااجناَََََ َالإنترلوكينَأنَ َأيضاَ َوبينت َأدَ 1َ-إضافة َالاستنبات َوسط َمستضداتَإلى َعن َالتعبير ون َص  َإلى ى
-1خلالَالأسبوعينَالأولَوالثانيَمنَالاستنباتَ)الأيامCD34َ،CD117َ،CD105َ، CD123َالخلاياَالجذعيةَ

عنَالتعبيرIL-6ََالعاملََكبح(َمنَجهة،علما َأنهاَتراجعتَفيَالتعبيرَتدريجي ا َطيلةَمدةَالاستنبات،َوبالمقابل14َ
CD14َمستضداتَالتمايز ،CD64ََوالتيَلمَتتجاوزَنسبة َالشكلَ)1، َالمتمايزة :َج(23َ-4%َمنَمجموعَالخلايا

باستثناءََ:د(23-4%َمنَمجموعَالخلاياَالمتمايزةَالشكلَ)51والتيَكانتَنسبتهاIL-6ََبالمقارنةَمعَتلكَالمعاملةَبدَ
بداَذلكَجلي ا َلدىَاستنباتَالخلاياَوََزَسيرورةَالتمايزَللخلايا.حفَ غيابهََ،َفيَحينَأنَ HLA-DRوCD33َالواسمةَ

َ َالحالتين َكلتا َفي َالجذعية َالسلبية َبالطريقة َالمنتقاة َأو َالإيجابية َبالطريقة َالمنتقاة َفيسواء َموضح َََََََََكماهو
َ(َعلىَالتوالي.27-4)الشكلَ(َو21َ-4الشكلَ)

 
فيَتمايزَالخلاياَالمستنبتةََوانخفاضَالتعبيرَعنَالمستضداتَالسطحية1ََ-أثرَغيابَالعاملَانترولوكينَ(:21-4)لشكلَا

َالجذعيةَالمولدةَللدم.المميزةَللخلاياَ
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َ
فيَتمايزَالخلاياَالمستنبتةََوانخفاضَالتعبيرَعنَالمستضداتَالسطحية1ََ-أثرَغيابَالعاملَانترولوكينََ(:27-4الشكلَ)

َالمميزةَللخلاياَالجذعيةَالمولدةَللدم.

 دةجمَّ الم  ة ذعيَّ الخلايا الجَ  استنبات .4-5

َالتحريَعنَإمكانيةَََََ ََتم َللدم َالمولدة َالجذعية َالحبلَالسريََ+CD34حفظَعيناتَمنَالخلايا المعزولةَمنَدم
،َاستنبتتَفيهاَالخلاياَبعدَفكَأشهر(1َ-3تراوحتَبينَ)ولفتراتَزمنيةََبتجميدهاَفيَدرجاتَحرارةَمنخفضةَالبشري

(َ َالفقرة َتماماَ 9:3تجميدها َفيَظروفَاستنباتَمماثلة َالطَ َ( َالمَ َازجةلاستنباتَالخلايا َأنَ دةجمَ وغير َووجد حفظََ،
%َبعدَإزالةَالتجميد،َكماَأبدتَالخلايا54َأدىَإلىَانخفاضَعددَالخلاياَالحيةَبنسبةَوصلتَإلىَالخلاياَبالتجميدَ

َ.َ(22-4الشكلَ)َمايزوالتَ دةَمنَحيثَالاستنباتَجمَ دةَنتااجَمشابهةَللخلاياَغيرَالمَ جمَ المَ 
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َ
خلوَالربعَالعلويَاليمينيَشبهََ)أ(َيشيرَإلىَانخفاضَحيويةَالخلاياَالتيَحفظتَبالبرودة،َحيثَنلاحظََفيَ(:22َ-4الشكلَ)

)ب(ََبالمقارنةَمعَالربعَالعلويَاليمينيَفيَ%98المقدرةَبدََكدليلَعلىَحيويةَالخلايامنَالحادثاتَالملونةَبالبروبيديومَأيودايدَ
وقدرتَنسبةَالحيويةDNAََنهاَالصباغَالبروبيديومَأيودايدَولونَالداَنفذَعبرَجدرَضمَحادثاتَ)جمهرةَخلويةَغيرَحية(َيَالذ

شارةَلحيويةَالخلاياَقبلَالتجميدَوالثانيَمثلَإمطابقةَلمخططيَهستوغرامَالأولَمثلََالتمثيلَالهستوغراميَ)ج(َ،َوفي66%
َعلىََشارةَإ زالةَالتجميد.انخفاضَهذهَالحيويةَبعدَالإانزاحتَنحوَيمينَالمخططََمماَدل  َذابةَوا 

َتجميدَالخلاياَمدةَمنَالزمنَجدَ وبتتبعَالنسبةَالماويةَلحيويةَالخلاياَخلالَأيامَالاستنبات،َوَ َََََ ثم ََأشهر(1َ-3)َأن 
فيَنفسَالشروطَضَمنَحيويتهاَبالمقارنةَمعَالخلاياَغيرَالمجمدةَوالمستنبتةَفكَتجميدهاَواستنباتهاَمنَجديدَقدَخفَ 

َ%51َبمقدار َمعوضة َالحية َالخلايا َنسبة َوترتفع َلتعود َالمجمدة َغير َللخلايا َبالنسبة َالتجميد َفك %َمن13َبعد
53َ%َحيويةَفيَاليوم73َالتراجعَولكنهاَليسَأقلَمنمنَالاستنباتَلتبدأَب21َحيويتهاَوتستقرَبعدَذلكَحتىَاليومَ

 (.21-4الاستنبات،َكماَهوَموضحَفيَمخططَالأعمدةَالمزدوجَالشكلَ)منَأيامَ

 

َ
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َ
،َبالصباغَالمتألقَبروبيديومَأيودايدَالميتةَلوينَالخلايالحيويةَالخلاياَالمقدرَبتَمخططَأعمدةَللنسبَالماويةَ(:21-4الشكلَ)
مدتَثمَأزيلَتجميدهاَواستنبتتيوضحَانخفاضَحيويةَالخلاياَالتيََوالذي َتجمدبنفسَشروطَاستنباتَالخلاياَالتيَلمََج 

َ.مباشرةَبعدَالعزلَطازجةواستنبتتَ

 ةذعيَّ . تمايز الخلايا الجَ 4-6

 دراسة شكل الخلايا خلال الاستنبات. 4-6-1

َالجَ تميَ  َالمولدَ ذعيَ زتَالخلية َللدَ ة َبشكلة َالَ الَهام َلشكلَالخلية َالغاطسةَمشابه َتحتَالعدسة لمفاويةَمنَحيثَحجمها
َالضَ  َالداخليَ للمجهر َالخلية َمساحة َمجمل َشغلت َكبيرة َفنواتها َواي َضيقَومحاطة، َسيتوبلاسمي َمجال ََََََََبها

َ:َأ(51-4)َالشكل

بشكلَكراتَتحتَالمجهرَالمقلوبَمَمنذَعزلهاَوحتىَاليومَالخامسَمنَاستنباتهاَنةَللدَ ةَالمكوَِّذعيَ كماَبدتَالخلاياَالجَ 
َبقيتَمعلقةَفيَوسطَالاستنباتَالشكلَصغ َ:َب(51-4)يرة يَدعمتَبالأمصالَوعواملَفيَالأوساطَالتلوحظَوَ،

َالاستنباتَالانقسام َمن َالثاني َالأسبوع َنهاية َحتى َالأول َالأسبوع َبعد َمعلقة َخلوية َنساال َََََََََََََالشكلَتشكل
أماَالخلاياَالمستنبتةَفيَالوسطَالخالَمنَعواملَالنموَوالعواملَالمحرضةَعلىَالانقسامَوالتمايزََ.جَود(َ:4-51)

أخذتَبالتراجعَتدريجياَخلالَاستنباتهاَومجملَالمشاهداتَكانتَلأشلاءَوبقاياَخلويةَإلىَجانبَندرةَالخلاياَالملتصقةَ
َ:َي(.51-4الشكلَ)َأوالمتمايزة

بدأَجزءَمنَحيثَ:َط(51َ-4)نموَوانقسامَالخلاياَالمستنبتةَالشكلَفيَالأوساطَالمدعمةَكانَمنَالسهلَمشاهدةَوَ
َوأخذتَشكلاَ َالتمايز، َلعوامل َالأسبوعَالأولَمنَالاستنباتَاستجابة َبالالتصاقَفيَقاعَأطاباقَالزرعَبعد الخلايا

َوجودَفيَوسطَالاستنبات.مغزليا َأوَحافظتَعلىَشكلهاَالدااريَحسبَنوعَالمصلَالم
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َفيَالوسطَالمدعمَبمصلَجنينَالبقرَ َالمستنبتة َالدااريَ%25حيثَلوحظَأنَالخلايا فيَحينَأنََتميزتَبشكلها
شكليهاَالخلاياَبَلوحظت،َوَمتطاولاَ َاَ مغزليَاَشكلا%َكانَله23الخلاياَالمستنبتةَفيَالوسطَالمدعمَبالمصلَالبشريَ

َوال ََدااريالمغزلي َالوسط ََدعمَالذيفي َمتساوية َبنسب َوالبقري َالبشري َالمصلين َََََََََََََََََََ%12.5بكلا
َ.:َه،َو،َن(51-4)َالشكل

 

 (َالخلاياَالجذعيةَالمولدةَللدم.)َنموَوانقسامَوتمايزَ(:َتتبعَلمراحلَاستنبات51-4الشكلَ)

لدةَللدمَتحتَالخلاياَالجذعيةَالموَ.َ)ب(:1000Xَ:َالخليةَالجذعيةَالمولدةَللدمَملونةَبملونَغيمزاَتحتَالعدسةَالغاطسةَتكبيرَ)أ(َ
النساالَالخلويةَللخلاياَالجذعيةَالمولدةَللدمَتحتَالمجهرَالمقلوبَ.َ)ج(:X411َةَفيَوسطَالاستنباتَتكبيرَالمجهرَالمقلوبَمعلق
فيَالوسطَالمغذيََمعلقةَقةَفيَقاعَبارَالاستنباتَوالنسيلةالخلاياَالآخذةَبالتمايزَملتص:َ.َ)د(Xَ211نباتَتكبيرمعقلقةَفيَوسطَالاست

:َ.َ)و(تحتَالمجهرَالمقلوبX411َمصلَبشريَتكبيرََ%25شكلَالخلاياَالمتمايزةَالمستنبتةَفيَوسطَمدعمَبدَ.َ)ه(:200Xَتكبير
َتحتَالمجهرَالمقلوب.200Xَمصلَبقريَتكبيرََ%12.5مصلَبشريَ+ََ%12.5مدعمَبدَشكلَالخلاياَالمتمايزةَوالمستنبتةَفيَوسط

:َمشهدَتحتَالمجهرَالمقلوب.َ)ط(400Xَمصلَجنينَالبقرَتكبيرََ%25:َشكلَالخلاياَالمتمايزةَالمستنبتةَفيَوسطَمدعمَبدَ)ن(
للأشلاءَالخلويةَوبقاياَالخلاياَالمستنبتةَفيَ منظرَ:)ي(َتحتَالمجهرَالمقلوب.X411َلانقسامَخليةَمتمايزةَفيَوسطَالاستنباتَتكبيرَ

َتحتَالمجهرَالمقلوب.Xَ211َالوسطَغيرَالمدعمَبأيَمنَعواملَالنموَأوَالأمصالَالمغذيةَتكبير

 ج ب أ

 و ه د

 ي ط ن
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 . تقييم الفعالية الوظيفية للخلايا المتمايزة )البالعات الكبيرة(4-6-2 

،َالمرتسمَحيوية،َالنقاوة،َالCD34علىَكلَمن:َمردودَالخلاياََأثراَ CD34َكانَلطريقةَانتقاءَالخلاياَكماََََََ
َ َالخلوي َالنمط َوخاصة َللعزلة َ-CD34+ CD38المناعي ،َ َلها َهاماَ أَأيضاَ كان ََثرا  َالخلاياَفي َتمايز سرعة

َالانتقاء َلصالحَطريقة َالمتغيراتَفروقاتَمعنوية َهذه َسجلتَجميع َوقد َالنمو، َلعوامل المغناطيسيََواستجابتها
المناعيَالسالبَمقابلَطريقةَالانتقاءَالمغناطيسيَالمناعيَالموجب.َفقدَحققتَالخلاياَالجذعيةَ)المعزولةَبطريقةَ

)المعزولةََ+CD34يومَاستنباتَفيَحينَأنَالخلاياَالجذعية21ََالانتقاءَالسالب(َالتمايزَبسرعةَأكبرَلمَيتجاوزَ
َال َالنتيجة53ََمدةَحتىَاليومَبطريقةَالانتقاءَالموجب(َتجاوزتَهذه العزلَمعَنتااجََاتفقتمنَالاستنباتَوهذه

َتقييداَ َ-CD43+CD38لىَأنَالنمطَالخلويَإَوالتنميطَالتيَأشارت َالنمطَالأقل بصفاتَشبهََالذيَت مت عوََهو
 لهَبالاستجابةَلعواملَالانقسامَوالنموَبشكلَأسرع.َسمحتجنينيةَ

أنَالخلاياَالمعزولةََإلىَجانبقدَتمايزتَوتخصصتَوظيفيا.ََبي نَأنهاَللخلاياالتنميطَالمورفولوجيََفرغمَأنَ 
َالشروَ َفي َوالمستنبته َالطريقتين َبالعاتبكلا َباتجاه َللتمايز َالنوعية َواضحاَ َط َتعبيرا َالسطحيةََأبدت للمستضدات

َ(51-4)وضحَفيَالشكلَهوَمكماََنَالاستنباتلأسبوعَالثانيَمالمسؤولةَعنَالتمايزَتجاهَوحيداتَوبالعاتَخلالَا

َتجاهَخطَوحيداتَ CD14عبيرَعنَالمستضدعَالتَ لتتبَ  َالتمايزَهوَ ،بالعات-الأساسيَفيَتمايزَالخلايا إلاَأنَهذا
َعنَطريقَ َتوثيقه َالذيَتم َالوظيفيَالأمر َالتمايز َيتعدىَمرحلة َبطفيليَتمايزَشكليَوبنيويَفقطَلم َالخلايا خمج

الحاصلةَضمنَالجسيماتََقياسَشدةَالأكسدة)للتأكدَمنَأنَالخلاياَقادرةَعلىَبلعمةَالطفيلي(َوعنَطريقََاللشمانيا

شاطَالحالةَفيَالخلاياَالمتمايزةَ)للتأكدَمنَقدرةَالخلاياَعلىَإنتاجَوسااطَاستقلابَتتفاعلَمعَالأوكسجينَوتعكسَالنَ 
ةَمختلفةَمنَالاستنباتَفيَوسطَالتمايزَفدراسةَكلَفتراتَزمنيَ الأنزيميَضمنَالخلاياَالمتمايزةَلقتلَالبكتريا(َخلالَ

المعزولةَبطريقةَالانتقاءَالسالبCD34ََمنَاستنباتَالخلايا21ََمنَوظيفةَالبلعمةَوالأكسدةَلمَتتحققَحتىَاليومَ
َ َاليوم 53ََوحتى َاستنباتَالخلايا CD34ََمن َالنتيجة َوهذه َالموجب. َالانتقاء َبطريقة َإَدعتالمعزولة ضرورةَلى

 للتأكدَمنَكفاءةَالتمايزَوعدمَوجودَخللَوظيفي.َالكشفَعنَأحدَوظاافَالخلاياَعلىَالأقلَبعدَتمايزهاَمورفولوجياَ 
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بشكلCD14ََاستجابةَالخلاياَالأكثرَبدايةَالمعزولةَبطريقةَالانتقاءَالسلبيَوتعبيرهاَعنَالمستضدََ(:51-4)َالشكل

َأكبرَمنَالخلاياَالمعزولةَبطريقةَالانتقاءَالإيجابي.
 تقييم شدة الإخماج بطفيلي اللشمانيا .4-6-2-1

ََََََ َمعَطفيليَاللشمانيا َالمستنبتة َالجذعية َحضنَالخلايا َالاستنباتَ)َعندتم َلتقييم35َ-21-14-7-5-0أيام )
ظهرَ،َغابَفيهاَالنشاطَالبلعميَللخلاياَحتىَ(11-5الفقرةَ)َالفعاليةَالوظيفيةَللخلاياَوالتأكدَمنَتمايزهاَكماَذكرَفي

َقبيلَ ََمنَالاستنبات 53اليوم َوحتىَاليوم َالإيجابية، َبالطريقة َالمعزولة َللخلايا منَالاستنباتَبالنسبة21ََبالنسبة
أكثرَبدايةَاستجابتََنَالخلاياَالمعزولةَبالطريقةَالسلبيةَهيَخلاياأعلىََللخلاياَالمعزولةَبالطريقةَالسلبية،َمماَدلَ 

َةَزمنيةَأقلَبالمقارنةَمعَنظيرتهاَالمعزولةَبالطريقةَالإيجابية.لعواملَالتمايزَبصورةَأكبرَوحققتَتمايزهاَخلالَمدَ 

خالَرغمَأنهاَاستنبتتَفيَوسطَوكانتَقادرةَعلىَالبلعمةَقدَحققتَالتمايزَالوظيفيَنسبةَمنَالخلاياََأنَ َجدَ و وَََََََ
َوالتمايزمنَعواملَ َ)َالانقسام َو17َكانتَ(،52-4الشكل َالسلبية َبالطريقة َالمعزولة ياَ%َللخلا14.66%َللخلايا

بفرقََعلىَالتوالي0.01َ ± 0.02َ،2.53 ± 2.02بلغتَالشدةَالإخماجيةَفيهماَكماَ،َالمعزولةَبالطريقةَالإيجابية
َ.(5-4لصالحَالخلاياَالمعزولةَبالطريقةَالسلبيةَالجدولَ)pََ<0.05َمعنويَ

لوَ ََتس جِّ َالإخماجية َأعلىَلكلَمنَالخمجَالخلويَوالشدة َالنموَوالانقسامَنسبَماوية َبعوامل فيَالأوساطَالمدعمة
بالمقارنةَمعَالوسطpََ< 0.05ََبالإضافةَإلىَالمصلَالبشريَأوَمصلَجنينَالبقرَأوَكلاَالمصلينَبفروقَمعنويةَ

-IL3)َ،IL-6َ،SCFَ،Flt3(،َولوحظَأنَالوسطَالمدعمَبالعوامل5َ-4غيرَالمدعمَكماَهوَموضحَفيَالجدولَ)
ligandَ،M-CSFهوَالوسطَالأمثلَللتحريضَعلىَالتمايزَ مصلَجنينَبقريَ%12.5مصلَبشريَ+ََ%12.5(َو
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فقدَحققَالنسبَالأعلىَلكلَمنَالنسبةَالماويةَللخمجَوكذلكَالشدةَالإخماجيةََبالعاتَكبيرة،-يفيَللخلاياَوحيداتالوظ
َعلىَاختلافَطريقةَعزلَالخلايا.

َ
:َخلاياَمتمايزةَمعالجةَ)ب(َوغيرَمخموجةَبطفيليَاللشمانيا.َالخلاياَالمتمايزةَمثبتةَوملونةَبملونَغيمزا)أ(:ََ(:52-4)الشكلَ

وبعددَكبيرَبالمقارنةَمعَالخلاياَفيَََ Amastigoteطفيليَاللشمانياَفيَطورَالدبعواملَالنموَوالتمايزَيبدوَضمنهاَ
:َالمتمايزةَوبداخلهاَالطفيليَلكنَبعددَأقلَضمنَالجسمَالحال،َالخلاياَمثبتةَوملونةَبملونَغيمزاَتحتَالمجهرَ)ج(الشكل

 .411Xالمقلوبَتكبيرَ

 

 

 

َ
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َالإخماجيةَللخلاياَالمعزولةََبكلاَطريقتيَالانتقاءَالسلبيَوالإيجابي.النسبَالماويةَللخمجَوالشدةََ:(5-4)الجدولَ

الشاهد غير 
 المعالج

 %22مصل بشري 
مصل جنين البقر 

22% 
%بشري+12.2

 % بقري12.2
 طريقة العزل القياس

17% ±1 21%  ±1.01 21%  ± 0.99 98.33% ± 1.01 
النسبة المئوية 

 للخمج
 الانتقاء السلبي 

2.53 ± 0.01 2.01 ± 0.01 1.94 ± 0.00 3.02َ±َ0.01 
الشدة 

 اللإخماجية

%14.66 ± 1 %74.33 ±0.99 %82.66 ±0.99 %98 ±1.01 
النسبة المئوية 

 للخمج
 الانتقاء الإيجابي

2.02 ± 0.02 1.84 ± 0.04 1.11 ± 0.01 2.64 ± 0.03 
الشدة 

 الإخماجية

1.75 0.001 0.01 0.70 
النسبة المئوية 

 للخمج
P 

0.000 0.000 0.000 0.000 
الشدة 

 الإخماجية

 

 . قياس شدة الأكسدة ضمن الجسيمات الحالة4-6-2-2

َ)َتمَ  َالاستنبات َأيام َعند َالمستنبتة َالجذعية َللخلايا َالتأكسدية َالشدة َالفعالية35َ-21-14-7-5-0قياس َلتقييم )
53َفيهاَالنشاطَالأنزيميَللخلاياَحتىَاليومَ،َغابَ(11-5أكدَمنَتمايزهاَكماَذكرَفيَالفقرةَ)الوظيفيةَللخلاياَوالتَ 

منَالاستنباتَبالنسبةَللخلاياَالمعزولةَبالطريقةَالسلبية،21ََبالنسبةَللخلاياَالمعزولةَبالطريقةَالإيجابية،َوحتىَاليومَ
أكبرَوحققتَنَالخلاياَالمعزولةَبالطريقةَالسلبيةَهيَخلاياَأكثرَبدايةَاستجابتَلعواملَالتمايزَبصورةَأعلىََمماَدلَ 

َتمايزهاَخلالَمدةَزمنيةَأقلَبالمقارنةَمعَنظيرتهاَالمعزولةَبالطريقةَالإيجابية.
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َوََََََ َالخمجَبطفيليَاللشمانيا، َبوساطة َالخلايا َفيَتقييم َحققتَالتمايزَالوظيفيَأنَ َدَ جَ وَ كما َقد َمنَالخلايا َنسبة
فيَكلتاَحالتيََشبهَمهملَمنَعواملَالانقسامَوالتمايزَكانَرغمَأنهاَاستنبتتَفيَوسطَخالَلتَنشاطاَأنزيمياَ وسجَ 

ةَبوساطةَالبكترياَضَ حرَ أماَبالنسبةَللخلاياَالمَ َ،لخلاياَالمعزولةَبالطريقةَالإيجابيةالبيةَوَلخلاياَالمعزولةَبالطريقةَالسَ ا
E.coliَ َضَالفزيولوجيَحرَِّأوَالمFMLPََأوPMAَ َلتَجضَوسَ حرَِّنوعَالمَ َاتَالأكسدةَعلىَاختلافدَ تَشَ يسَ فقدَق

شاطَالتأكسديَهاَكانَالنَ ة(َأهمَ ضَ حرَ لبيَ)الخلاياَالمعالجةَوغيرَالمَ اهدَالسَ سبةَللشَ بالنَ pََ< 0.05َمعنويََبفرقَقيماَ 

َالمَ  َالوسط َفي َالمستنبتة َدعَ للخلايا َمتساوية َبنسب َوالبقري َالبشري َالمصلين َبكلا َمعنويََ%12.5م َبفرق وكذلك
لصالحَالخلاياَالمعزولةَأيضا َأعلىَوبفرقَمعنويَكماَكانتَشداتَالأكسدةَ(6َ-4الجدولَ)َالأوساطبالنسبةَلباقيَ
 .(55-4)َالشكلوََ(6-4الجدولَ)َلبيةبالطريقةَالسَ 

 
َ E.coliضةََبكلَمنَالمحرضاتلشدةَالتأكسديةَللخلاياَالمحرَ تمثيلاتَهستوغرامَتعبرَعنَاَ(:55-4الشكلَ)

ضة(.َالانزياحَمحرَ دونَإضافةَعواملَالنموَوالتمايزَوغيرَبالمطابقةَمعَالشاهدَالسلبيَ)الخلاياPMAََوFMLPَو
فيَهذهَالمخططاتَعنَالشاهدَالسلبيَيشيرَإلىَدورَعواملَالنموَوالتمايزَفيَالفعاليةَالوظيفيةَللخلاياَالمتمايزةَ

َتجاهَبالعاتَكبيرة.

 

 

َ
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النسبةَالماويةَلتفلورَالمدادَدهيدرورودامينَالذيَيعكسَالشدةَالتأكسديةَوالنشاطَالأنزيميَفيَالجسيماتَالحالةََ:(6-4)الجدول
 .للخلاياَالمتمايزة

 الاختبار
%مصل 12.5

مصل  %12.5بشري+
 بقري

 السلبيالشاهد  % مصل بشري22 % مصل جنين البقر22

 الانتـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــقاء الســــــــــــــــــــــــــــــــــــلبي
0.00َ ± 0.01َ0.01 ± 0.00َ0.05 ± 0.005َ0.06± 0.08 بدون تفعيل
E.coli 6.55 ± 0.23َ3.68 ± 0.01َ3.05 ± 0.03َ1.09 ± 0.02َ
FMLP 11.81 ± 0.01َ10.86 ± 0.13َ10.55± 2.13َ3.34 ± 0.34َ
PMA 12.07 ± 0.12َ11.83 ± 2.11َ11.48 ± 1.55َ2.72 ± 0.07َ

 الانتــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــتقاء الإيجــــــــــــــــــــــــــــــــــــابي
0.00َ ± 0.00َ0.01 ± 0.00َ0.01 ± 0.004َ0.05 ± 0.05 بددون تفعيل

E.coli 4.45 ± 0.20َ3.60 ± 0.12َ3. ± 0.01َ1.04 ± 0.00َ
FMLP 10.11 ± 0.01َ9.09 ± 0.87َ9.85± 0.13َ1.00 ± 0.00َ
PMA 10.12 ± 0.01َ10.18± 0.13َ10.13 ± 0.07َ1.02 ± 0.01َ

P 0.05>P 0.05>P 0.05>P 0.05>P 

 

َ
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  Discussionالمناقشة -5

ل إليه باحثفي ضوء       م د  ع   لم يقتصر تفسير حالةلموضوع الدِّراسة نفسه،  ان تطرَّقو و ن آخر و ما توصَّ
خلايا إلى كونها  مة للدَّ د  ولِّ ة الم  ذعيَّ الخلايا الج  على سطح  ةوعيالنَّ  اتعبير عن المستضدسب التَّ في ن جانسالتَّ 

نَّ فحسب،  Heterogenousغير متجانسة قد تكون  تي ق العزل المستعملة وال  ائة طر إلى حساسيَّ أيضاً ما وا 
ى هذه ة في الأفراد التي تتلق  مويَّ ة الد  الخلويَّ  مهراتالج الي على تواتر تعويضتها، وبالتَّ يَّ حيو و  هار في عددتؤث  

ق دِّرت و  .(Rivadeneyra-Espinoza, et al, 2006) )سلوكها في الكائن الحي( الخلايا بعد الاغتراس
 عم الخلويالموهوب له الطُّ  بالغالالشخص منوَّاة لكل واحد كيلو غرام من وزن ال الخلاياإلى الدُّنيا الحاجة 
نجاح تعويض المنظومة ضمان لوذلك  (Encabo et al; 2003)خلية ( 107×1 107×2 -بحوالي )

خليَّة منوَّاة لكل واحد كيلوغرام أي ما يعادل  107×20)ق دِّر ت بـ )الدُّمويَّة والمناعيَّة لديه، وفي دراسات أحدث 
ل إلى مثل توصُّ ولل . (Singh et al; 2009)/كيلوغرام من وزن المريض البالغ.جذعية خليَّة (105×1.7)

ذعيَّة المشتقَّة من العيِّنة الواحدة من دم الحبل  هذه الجرعة من الخلايا في ظل عدم كفاية عدد الخلايا الج 
والمقارنة فيما بينها ، الإكثارو الس ري، هدفت العديد من الأبحاث والدِّراسات إلى تحسين وتطوير طرائق العزل 

قاوة وطبيعة النَّمط أو الطَّابع المناعي المرغوب به في عملياَّت لتوفير العزلة الأمثل من حيث المردود والنَّ 
 الاغتراس عند الكائن الحي.

CD34 الخلوي مطيادة في نسبة الن  الز   يبدو أنَّ راسة في هذه الد  و      
+
CD38

-
طريقة  د تطبيقة عنتجاالنَّ  

آليَّة بالإضافة إلى لعزل لإتمام االلازم زمن التعود إلى قصر  مقارنة بطريقة الانتقاء الإيجابي لبيالانتقاء السَّ 
+CD34غير المباشرة في انتقاء الخلايا طريقة ال ومبدأ هذه

 ،(Tuija,et al, 2005). 

بعت طريقة العزل الإيجابي انخفض المردود الخلوي إلى ي ات  ابقة الت  راسات الس  في معظم الدِّ ه كما أنَّ      
ات الغسل زيادة عدد مر  ذلك إلى سبب رجَّحت الأبحاث و  ،الخلايا حيوية  الأمر بالنسبة ل% وكذلك 05حوالي 

      ات للحصول على نقاوة عالية عشر مرَّ والتي وصلت إلى المغناطيس  ضمننة أثناء تمرير العي  
(Kikaraine, et al, 2006). 

يعود المعزولة +CD34 ة للخلايا سبة المئويَّ في الن   الاختلاف أنَّ دراسة حديثة  بيَّنت ومن ناحية أخرى     
، )، وعدد الولادات، وعمر الحمل، وزمرة الدمهاعمر (بالأم  العوامل والمعطيات المرتبطة إلى مجموعة من

أكدت على ري. و في دم الحبل الس   +CD34في نسبة الخلايا  اً ر لها أث و جد أنَّ تي )الوزن، والجنس( وال   ووليدها
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يضمن قد ا ممَّ  ري،نة لحفظها في بنوك دم الحبل الس  الاعتبار عند معالجة العي   هذه العوامل بعين تؤخذ أن
 أنَّ  د  ج  و  فقد  .(Azouna, et al, 2011) رة لائف المبكِّ والسَّ   ةذعيَّ الحصول على عدد أكبر من الخلايا الج  

ري البشري دم الحبل الس   في MNCsواة الخلايا وحيدة النَّ  من +CD34ة للخلايا سبة المئوي  العدد المطلق والنِّ 
 تؤثرهناك العديد من العوامل التي  الي فإنَّ وبالتَّ  (Hao, et al, 2000)مع عمر الحمل  عكساً  قد تناسبا

 على مردود الخلايا وطابعها المناعي.

رها خلايا تحر  تي مو ال  ق بعوامل الن  ة في دم الحبل السُّري متعل  ذعيَّ وجود الخلايا الج   بأنَّ  أيضاً  عتقدي  و      
أعداد هذه  ، بدليل أنَّ low oxygen tension ر الأوكسجين المنخفض عند الولادةتوتُّ ب وكذلكالمشيمة 

بيعية ة في دم الوليد تنخفض كثيراً بعد ساعات من الولادة لتصبح ضمن مجال الأعداد الط  ذعيَّ الخلايا الج  
  (Roy et al,2012) ة لدى البالغينلاحظ  الم  

ذعيَّة الم  عأمَّا في ما يت      أنَّ  د  و ج  ولِّدة للدَّم عن المستضدَّات النَّوعية الأخرى فلَّق بتعبير الخلايا الج 
قوية المسؤولة عن توليد سلائف للخلايا النَّ  هي CD117المستضد عبير عن عالية التَّ ال  +CD34الخلايا

منخفضة  +CD34الخلايا  تاتصففي الاغتراس، بينما  هاماً  دوراً  تؤديالبالعات الكبيرة التي ة و الخلايا المحببَّ 
 عبير عنستفاد من التَّ م الحمراء، وبذلك ي  خلايا الدَّ ل م ولِّدةها سلائف أنَّ ب CD117المستضد عبير عن التَّ 

ات الاغتراس ري البشري وانتقائها من أجل عمليَّ تحديد سلائف دم الحبل الس  كواسمة ل CD117 المستضد
ط بعمر ارتبله ا CD117 المستضد عبير عنالت   لى أنَّ إضافة بالإ (laver, et al, 1995)الأمد.طويلة 
 .(Mashaliniski, et al, 2006) المتبرع

CD34 الخلوي مطالن   وكان     
+
 CD38

 الأنماط الخلوية التي تمَّ التركيز عليها ري منفي دم الحبل الس   -
في -CD38 أنَّه كلما كان عدد الخلايا  إذ لوحظ، (Belveder, et al, 1999) منذ أوائل الثمانينيات

CD34ارتباط بين التَّعبير عن  ولم يثبت أن هناك ،الخلايا أعلى تضاعفأكبر كلما كان   +CD34العزلة
 

الخلايا  وزيادة التضاعف الحاصل في عدد من جهة CD133و CD117المستضدَّات  مع التعبير عن
 .(Encabo et al; 2003).من جهة أخرى  المستنبتة

CD34+ CD38مط الخلوي الن   ابقة أشارت إلى انخفاض نسبةراسات الس  معظم الد  و      
قي العظم في ن   -

 .(Malangone, et al, 2001)ري بالمقارنة مع دم الحبل الس  
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تمتلك قدرة  ليةطلائع أوَّ عبارة عن  -CD34+ CD38مط بالن   نستطيع القول بأنَّ  ةدراسهذه ال نتائج منو      
كمصدر ري الناجحة لاستعمال دم الحبل الس   ريريةالحالات الس  توافق و ذي ، الأمر ال  طعيمعالية على التَّ 

وبسرعة كبيرة  الت كاثر قدرتها علىل وذلك ،الخلايا عدد قليل منفيها في الحالات التي اغترسحتى  للغرسة
حديثة وكذلك الأمر في دراسة .(Wisniewiske, et al 2011) قي العظمفي ن  الموجودة  بالمقارنة مع تلك 

CD34مطين بعت طريقتين مختلفتين لعزل الن  اتَّ 
+
CD38

-
CD34 مطوالنَّ  

+
CD38

ه ت إلى أنَّ ص  ل  خ  ، حيث +
الخلايا إن ( فSorterباستخدام الفارز  الانتقاء المناعي الس لبي أو) بعةظر عن طريقة العزل المتَّ وبغض النَّ 

CD34
+
CD38

-
لخلايا لكل من اسبة بالنِّ ع النَّسيلي توسُّ النقسام و الاة حركيَّ حقَّقت زيادة معنوية في تي هي ال   

ذعيَّة  والخلايا ذات القدرة طويلة  colony-forming cells (CFU) منة للدَّ كوِّ سائل الم  والنَّ  +CD34الج 
 long term culture-initiating cells (LTC-IC) (Guzman et al; 2013) الاستنباتالأمد على 

ر بشكل أساسي عبِّ ري البشري ت  في دم الحبل الس   +CD34ة ذعيَّ الخلايا الج  من المتعارف عليه أن َّ بات و      
CD34 لخلايا من الن مطات اوبالذ   CD33عن المستضد 

+
CD38

أ شير إليه في بعض مط وهذا الن   -
 +CD34مطمع الن   مو بالمقارنةالانقسام والاستجابة لعوامل النُّ ز بقدرة  أعلى على يتمي  الد راسات بكونه 

CD33
CD43+ الخلوي مطفإن الن   نقي العظم وبالتاليالذي مصدره  -

+
 CD33   ة في هو جمهرة أساسي

قوية فقط كما هو متعارف عليه في لائف الن  اضج للس  الن   قويالخط النُّ  ي عبِّر عنولا  ،ريخلايا دم الحبل الس  
  (Hao, et al, 2000)الموجودة في كبد الجنين ة كتلكسلائف بدئيَّ ي مثل   هذا الن مط ما كانب  العظم ولر  نقي 

مرتبط  CD105عبير عن المستقبل جد أن الت  جاج و  ة المستنبتة في الز  ة الجنيني  ذعي  الخلايا الج  وفي      
ر ونمو ور الهام له في تطو  الذي أشار إلى الد  ، الأمر +CD45مط لى النَّ إ -CD45مط بتمايز الخلايا من الن  
 (Cho, et al ,2001)  من سلائفها اً موية بدءالخطوط الخلوية الد  

ها المبرمج تها وموتلبقاء الخلايا وحيوي   روريالض    TGF-βلعامللمستقبل   CD105المستضدوي ع د      
توليد الدَّم ب أهمية بالغة لعلاقتههذا المستضد  أعطىمم ا  (Fortune, et al,2003) وعدم نضجها وتمايزها

 وتجديده.

هي ري في دم الحبل الس   رة جداً لائف المبكِّ السَّ  إلى أنَّ  أشارت القديمة والحديثةراسات بعض الدِّ  أنَّ  غمر  و      
CD34مط النَّ من 

+
 HLA-DR

+ (Traycoff, et al, 1994) ،مطسبة العالية من النَّ الن    أنَّ لا  إ          
CD34+ HLA-DR-  عبير ل العديد من الباحثين فانخفاض التَّ ب  وحظ من ق  فقت مع ما ل  اتَّ  هذه الدَّراسةفي
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ري هو ميزة تعني تي مصدرها دم الحبل الس  الَّ   +CD34ة على سطوح الخلاياوبشدَّ  HLA-DRعن المستضد 
ز الخلايا الأكثر عبير عنه يميِّ التَّ  في حين أنَّ ستكون في حدوها الدنيا  ة تجاه الغرسة ردود الفعل المناعيَّ  أنَّ 

  Schenker, 2000)  &(Fasouliotis  تمايزاً 

بيل السَّ ز يحفِّ  CD-123طحي المستضد السَّ  مع 3-ارتباط العامل انترلوكين راسات إلى أنَّ ت الدِّ ص  ل  خ  و      
 همع اتَّفقتذي . الأمر الَّ  (Jin, et al,2009)سيلي  عها النَّ الخلايا وتوسُّ ة وانقسام الإشاري المسؤول عن حيويَّ 

CD34على سطوح الخلايا  CD123بارتفاع التعبير عن المستضد  هذه الدَّراسة نتائج
عبير وانخفاض التَّ  +

الحفاظ على في إلى وسط الاستنبات  IL-3حيث ساهمت إضافه العامل  ،حقةمايز اللاَّ عنه خلال مراحل التَّ 
وتراجع  IL-3تها بالمقارنة مع عيِّنات استنبات الشَّاهد السَّلبي الَّذي افقتد إلى العامل ة الخلايا واستمراريَّ حيويَّ 

 ها.انقساممعدل و  الخلايا فيها كلٍّ من حيويَّة

م بحسب مصدرها ة للدَّ د  مولِّ ال  ة ذعيَّ ابع المناعي للخلايا الج  راسات بمقارنة الطَّ ت العديد من الدِّ اهتمَّ  حديثاً و      
ليفة، ب تحت المجموعات السَّ س  طحية ون  عبير عن بعض الواسمات السَّ فروقات في طبيعة التَّ  وجودوأثبتت 

تها في وسط الاستنبات وغير استمراريَّ و مايز، ضاعف والتَّ قة بقدرة الخلايا على التَّ المتعلِّ  وعلاقتها بالاختلافات
ة د  ولِّ ة الم  ذعيَّ ة للعلاج الخلوي والجيني باستعمال الخلايا الج  ريريَّ طبيقات السَّ ره على التَّ ذلك، والذي انعكس بدو 

 (.De Smedt et al., 2011; Liu et al., 2011; Ngoma et al., 2011م )للدَّ 

 أنَّ وزملاؤه بتقييم استعمال خلايا دم الحبل السُّري في معالجة البالغين ومع  Broxmeyerكما قام      
ة في دم الحبل د  ولِّ هذه الخلايا الم   قي فإنَّ اة أقل بكثير من تلك التي تحتويها غرائس النُّ أعداد الخلايا المنوَّ 

ائلة قصيرة الأجل راعات السَّ سيلي في الزِّ ع النُّ وسُّ ضاعف والتَّ السُّري كانت لها قدرة أكبر وأعلى على التَّ 
(Broxmeyer et al., 1992b). 

م ة للدَّ د  ول  ة الم  ذعيَّ يلوميرات في الخلايا الج  الأمر قد يعود إلى أن الت   راسات أنَّ العديد من الدِّ  بيَّنتو      
على  امتلكت القدرةري أطول بالمقارنة مع تيلوميرات الخلايا في نقي العظم وبذلك المعزولة من دم الحبل الس  

 .(Schuller et al., 2007; Zimmermann et al., 2004)ستنبات البقاء لمدة أطول في وسط الا

عيد الت طبيقي والس ريري لأحد أهم البروتوكولات العالميَّةو       ة للمعالجة وليَّ ة الد  بروتوكول الجمعيَّ ) على الص 
من العوامل التي لها أثر على واسعة بعين الاعتبار مجموعة  الذي أخذ (ISHAGEم وهندسة الغرائس بالدَّ 

 CD34نوع نسيلة الضد و ر خثُّ ونوع مانع التَّ خزين نة وشروط التَّ نوع العيِّ من  عامل معها ابتداءً أثناء التَّ الخلايا 
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 وتحديداً قياس الجريان الخلوي  جهازإعدادات وكذلك نوع المحلول الحال.المستخدمة بالإضافة إلى  وتراكيزه
 حليلت التَّ اابوَّ اعات وبت وضبط حدود القطَّ ق وعتبة قدح القياسات ومعيار جمع البيانادفُّ ل التَّ معدَّ 

(Whitby, et al, 2012)  ا في التوصُّل وحديثاً ودوره لخِّصاً بذلك أهميَّة ما آلت إليه الأبحاث قديماً ، م
 عرُّف على جمهرات خلويَّةالت ومع استمرار الأبحاث تمَّ العشرين سنة الأخيرة  وخلاللتطبيق سريري ناجح. 

 دئيَّةأكثر ب   على اعتبارهاها أيضاً أكثر نوعيَّة في العلاج الخلوي  أنَّ إلاَّ  في دم الحبل الس ري، نادرة ومنخفضة
CD34وكمثال عنها الجمهرة الخلويَّة وأقرب للحالة الجنينية. 

+
CD33

-
CD13

فت على أنَّها تي و  الَّ  .+ صِّ
يسبق  CD13وبأنَّ المستضد  CD33ر عن المستضد تي تعبِّ ة من الخلايا الَّ دئيَّ ة أكثر ب  ذعيَّ خلايا ج  

متغايرة في  +CD34على اعتبار أنَّ الخلايا عبير في مرحلة من مراحل تكوُّن الدَّم، في التَّ  CD33المستضد 
إلى الاختلافات الواردة باختلاف مصدر هذه  هذه الأبحاث بناء خطوطها الخلويَّة وفي درجة نضجها، والتفتت

 ريتي مصدرها دم الحبل السُّ م الَّ ولِّدة للدَّ ة الم  ذعيَّ ائعة عن الخلايا الج  الخلايا وبدَّلت العديد من المفاهيم الشَّ 
(Gaipa et al; 2002). 

استنبات مختلفة  واستراتيجيَّات فلم يتوقف البحث عن نظم ،+CD34سبة لنتائج استنبات الخلايا وبالنِّ      
ة جاج، من خلال محاولات لتقليد البيئة الميكرويَّ في الزُّ المعزولة من دم الحبل الس ري ة ذعيَّ ر الخلايا الج  كثالإ

إلى استنبات المختلفة،  موف على دور السيتوكينات وعوامل النُّ التعرُّ  من اً بدءة ذعيَّ المحيطة بالخلايا الج  
وكذلك تحديد أثر الأمصال الغنيَّة بالمواد  Feeder layer ية ة إلى جانب خلايا مساعدة مغذِّ ذعيَّ الخلايا الج  

ذعيَّة  لإكثارلبقاء واستمراريَّة الخلايا كمحاولة لتصميم الوسط المغذِّي الأمثل  المغذِّية الضَّروريَّة الخلايا الج 
ذعيَّة  الحد من الخلايا الآخذة بالتموُّت التي ستحرر و  أو تمايزها  Stemnessدون فقدان خصائصها الج 

 ،(Nicolau et al; 2004) سيتوكينات تحريضية أو كيموكينات تموُّت تؤثر على بقيا الخلايا المجاورة

ها المرتبة الثانية في الحفاظ على الخلايا ونموِّ  ونظام الاستنبات المتبَّع اختيار الوسط المناسبيحتل كلٌّ من و 
ة الوسط توازن حلوليَّ تضمن دارئة سط المغذ ي يتضمَّن مواد و فال طريقة العزل كخطوة أوليَّة،بعد اختيار 

 DMEMعدَّل عن وسط الم   IMDMفة وسط الـ كل  وقليلة التَّ  الأكثر رواجاً ومن الأوساط  .pHالـودرجة 
ئة لأنماط خلويَّة هيَّ لاحتوائه على حموض أمينيَّة وفيتامينات ومادة السيلينيوم، كما أنَّ هناك أوساطاً جديدة م  

مثل السيتوكينات المحرِّضة على الانقسام والتَّمايز كما هو  تتَّميَّز باحتوائها على عوامل نمو إضافيَّة حدَّدةم  
ذعيَّة الم ولِّدة للدَّم الحال في هذه الدِّراسة حيث ا ستنبتت ال  Stem line IIخلايا في وسط نوعي للخلايا الج 

، SCFمدة للدَّ ولِّ ة الم  ذعيَّ ائعة الاستخدام في استنبات الخلايا الج  كثر العوامل الشَّ أالذي د عِّم بعوامل هي من 
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IL-3 ،IL-6 ،FLT-3 Ligand. ساهم هذه المزيج من العوامل في تكثير الخلايا بعد مرورها بطور  حيث
الَّذي مرَّت به الخلايا خلال الأيَّام الأولى من الاستنبات )حتَّى اليوم الخامس( ثمَّ   Lag Phaseالتَّباطؤ

 انطلقت الخلايا بعده وأغنت أطباق الزرع.

من  أهميَّة بالغة إذ أنَّه يحتوي على أكثركما أنَّ لنوع ومصدر المصل المضاف لوسط الاستنبات       
على أنَّها مواد طبيعيَّة غير  تفو صِّ و بشكل دقيق، غير معلومة الت راكيز  وهي عموماً مادَّة مختلفة  0555

ينجم عن عدم المعرفة الكاملة لمحتوى الأمصال وكثيراً ما  ،م عرَّف ة أو م ستقرَّة، لا تزال قيد الد راسة والتجريب
مكانية تفسير على ظروف الاستنبات و  حالة من ضعف السيطرة تائج في هذه النساهمت ، لذلك ب دقَّة نتائجها 

ذعيَّة  FBSومصل جنين البقر HSفكرة عن أثر كل من المصل البشري  الد راسة في إعطاء على الخلايا الج 
انتقال الأبحاث مؤخراً إلى تصميم أوساط خالية من الأمصال لما قد تؤدي إليه من  تسعى والمولِّدة للدَّم.

                                               ري والمشيمةة مصدرها دم الحبل الس  مة بأمصال بشريَّ دعَّ بروتينات غير بشريَّة، أو تصميم أوساط م  
(Revencu et al; 2013 & Koestenbauer et al; 2009). 

ه العديد من الأبحاث و       ذعيَّة الم ولِّدة للدَّم المعتمدة لاهتمام بالطَّريقة الوحيدة نحو اتوجَّ لحفظ الخلايا الج 
(Cryoprservation)  فرغم أن َّ هذه التقنية مفيدة في حفظ الخلايا ولفترات زمنيَّة طويلة إلاَّ أنَّها تتسبَّب

وقات في حالة الكثافة الحلوليَّة ما تتعرَّض له من فر بسبب جميد بعد إزالة التَّ بأذيَّة للخلايا تختزل من حيويَّتها 
بالإضافة  ، (Konservierung et al; 2011 & Son et al; 2010) ل الكريستالات ضمن الخليَّةشكُّ ت  و 

فسَّر انخفاض حيويَّة الخلايا الم جمَّدة في هذه الدِّراسة وتراجع  وهذا، DMSOإلى الأثر السمِّي لوسط الـ 
هو خطوة انتقائية عند  جمَّدةجوء إلى العيِّنات المأعداد الخلايا المستنبتة خلال الزرع. ومع ذلك فإنَّ اللُّ 

هي الَّتي سوف تبقى حيَّة ومستمرَّة. على التكاثر ة وق درة ممتازه كفاءالخلايا السَّليمة والمتمتِّعة بالضَّرورة لأنَّ 
مثل  DMSOـإلى البحث عن بدائل لوسط الالباحثين والعاملين في هذا المجال ومثل هذه النتائج دعت 

Trehalose وSucrose تجمد                                            يا عندما خلاأنَّها ذات أثر سمِّي أقل على الالتي افت ر ض  ب
(Skorice et al; 2007 & Rodrigues et al; 2008) .  لت إليه نتائج هذا وكانت قد اتَّفقت ما توصَّ

ذعيَّة للخلايا الم ستنبتة. فلدى IL-6من حيث مساهمة العامل  مع أحد الدِّراسات البحث وْن الحالة الج   في ص 
 ثبِّط 6 –نترلوكين إالعامل  جد أنَّ جاج، و  ري في الز  س  المعزولة من دم الحبل ال +CD34استنبات الخلايا 

في  6-نترلوكين إالعامل  أهميَّة د علىممَّا أكَّ ز للانقسام، حفِّ الم   3 –نترلوكين إتمايزها في حال وجود العامل 
في أنَّ وجوده في وسط الاستنبات إلى جانب  IL-6الأثر للعامل هذا  وفسَّر.(LTC)رعات طويلة الأمد الزَّ 
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ة فيحافظ على ب قيا هذه ذعيَّ لومير في الخلايا الج  ة التيل  يزيد من فعاليَّ  FLT-3 Ligandو  IL-3ينالعامل
 . (Encabo, et al, 2003)الخلايا واستمراريتها

كل من الانقسام والحيويَّة للخلايا المستنبتة في الزُّجاج خلال مدَّة الاستنبات في هذه  تراجعويمكن تفسير 
 Self–renewal capacityاتي د الذَّ جدُّ القدرة على التَّ  تراجعب تترافقم خلايا الدَّ  وليدة تعمليَّ  الدِّراسة. بأنَّ 

تصبح هذه الخلايا أقل قدرة أو غير  ،الوظيفي صه بعد التخصُّ ، بحيث أنَّ Progenitorsة د  ولِّ الم   سلائفلل
 .(Konuma et al. 2011) ر عمرها أيضاً كما ويقص   ،ضاعفقادرة على التَّ 

ذعي ة ع تي قارنت الفروقاتوبفضل الأبحاث الَّ       لى المتعل قة بنتائج عزل وتنميط واستنبات الخلايا الج 
وء على ، تمَّ  (Andrade et al; 2011)رجة الأولىبالدَّ  أساس مصدر هذه الخلايا تباين  تسليط الض 

ذعيَّة في دم الحبل الس ري وزملائه   Silvaففي دراسة للباحث  الاختلافات فيما بينها. د أن َّ الخلايا الج  و ج 
ة في نقي العظم وكان عدد مرَّات الانقسام ذعيَّ الخلايا الج  من ساعة  42ت بالانقسام أبكر بـ أبدالبشري 
نظيرتها في نقي  في حين أنَّ  ،اسعى الجيل التَّ عها حتَّ وكان من الممكن تتب   ،فيها أعلى وبفرق معنويالخيطي 

نة دم الحبل السري البشري اجتازت ، كما أنَّ جميع الخلايا في عيِّ فقط العظم وصلت حتى الجيل الخامس
ولم تنقسم. ومن ناحية هاجعة  %3.8ي نقي العظم بقيت منها نسبة ة في حين أن الخلايا فانقسامات خلويَّ 

 ى ق ب يْلفي خلايا نقي العظم وبسرعة حتَّ  +CD34ابع المناعي للخلايا انخفض التعبير عن المستضد الطَّ 
لت الخلايا فيه من النَّ حدوث التوسُّع النَّ  أمَّا  ،-CD34+CD38مط إلى النَّ  -CD34+CD38مط سلي، وتحوَّ

             ة اطول خلال فترة الاستنباتولمد   ستمرَّةم   -CD34+CD38ري بقيت الخلايا في خلايا دم الحبل الس  
.(Silva et al; 2009) 

الكشف عن نمطين من الخلايا  م مصدرها نقي العظم تمَّ دة للدَّ ة المولِّ ذعيَّ في دراسة على الخلايا الج  و      
التصقت  وأخرى أكبر حجماً قة في وسط الاستنبات معلَّ جاج، خلايا صغيرة بقيت خلال تمايز الخلايا في الزُّ 
ين قد عبَّرا عن مطين الخلوي  راسة، كما كان كل من النَّ تي لوحظت في هذه الدِّ بقاع ط ب ق الاستنبات كالل  

راسة تي استخدمت في هذه الد  اضجة الَّ زة للخلايا الوحيدات والبالعات الكبيرة النَّ ميِّ طحية الم  ات السَّ المستضدَّ 
ة للتَّ عند تتبُّ   CD206مايز بالإضافة إلى المستضد العلاَّم ع تمايز الخلايا المستنبتة في الأوساط الم حرِّض 
قة في وسط رت عنه دون الخلايا التي بقيت معلَّ لتي عبَّ راسات أن الخلايا الملتصقة فقط هي ال  جدت الدَّ الذي و  

نشاطها  أعطى فكرة عنمايز ضة على التَّ حرَّ ة الم  ذعيَّ خلايا الج  عامل زمن استنبات ال ، كما بدا أنَّ الاستنبات
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بمستويات  IL-8ة ثلاثة أسابيع تفرز العامل الوظيفي المرتبط بإفرازها للسيتوكينات فالخلايا المستنبتة لمدَّ 
ة الخلايا ذاتها والمستنبتة لمدَّ  اط الأخرى من السيتوكينات، في حين أنَّ مة وغابت الأنمنخفضة وبصورة تلقائيَّ 

راسات تعطينا فكرة ومثل هذه الدِّ  IL-6و IL-8 من العوامل إفراز كلِّ كانت قادرة على  خمسة أسابيع تقريباً 
 .(Suzuki K et al; 2007) حليل الوظيفي للبالعات الكبيرة والوحيدات المستنبتة في الز جاجعن التَّ 

تتم في الكائن الحي ع دُّ منطلقاً أساسياً لدراسة لاحقة ت    In Vitroراسة في الز جاجالدِّ إنَّ مثل هذه ف وفي النِّهاية
In Vivo ، ة لا يزال غير واضح ولسوف نجد أنَّ التآثر المتبادل بين العوامل الخارجي ة والعوامل الداخليَّ كما

بل م ريثما تتم دراسة السُّ دة للدَّ ولِّ الم  ة ذعيَّ الخلايا الج   وتمايز إكثارعب الإلمام بكل ما يخص يكون من الصَّ 
 .م بمصير هذه الخلاياوتتحكَّ بدورها تي تضبط ة ال  ة والخارج خلوي  اخل خلوي  الدَّ  شاري ةالإ



 الاستنتاجات
CONCLUSIONS 
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 Conclusions  جتستنتنج الإ -6
لِّد ة للد  ذعي  من عزل وتنميط الخلايا الج   هذه الدراسةتمكنت  -1  النمطم والتي كانت فيها الخلايا ذات ة المُو 

 +CD45bright CD34bright CD38dim/- HLA-DRdim/- CD33+ CD117+ CD123مناعي )ال
CD105+ linage-)،  ةة حقيقي  ذعي  الحصول على خلايا ج   يعني أنه تم  وهذا                      
Real Stem Cells د  ل المُميِّزةات المستضد   فيها التعبير عن غاب تمكّن ا من كذلك و  ،دخط خلوي مُح 

تي تفيد في قوي والّ لية للخط النّ و  لائع الألط  ل المميِّزةات عن المستضد   ع ب ر تخلايا  الحصول على
 . مدرعات طويلة الأمد وقصيرة الأالز  

)عدد الخلايا، حيوية الخلايا، رات متغيِّ ال من على مجموعة ا  أثر  +CD34طريقة انتقاء الخلايا ل كان -2
جاج والمفيدة في م في الز  ة للد  د  ولِّ ة المُ ذعي  في مجال استنبات الخلايا الج  الهام ة  النمط المناعي للخلايا(

 طريقة الانتقاء المغناطيسي المناعي السلبي، و الأمد وقصيرة الأمد ضمن الكائن الحيرعات طويلة الز  
التي تفيد في الحصول على مردود خلوي مرتفع وبنقاوة وحيوية  هي الطريقة الأفضل لعزل الخلايا

 .عاليتين كما تساهم وبشكل كبير في سرعة تكاثر الخلايا وتمايزها
ومصل جنين البقر  FLT3-ligand)، وSCF، و(IL-3م بالعوامل المدع   Stem Line IIكان الوسط  -3

FBS لِّد ة للد  ذعي  الج  الخلايا  كثيرلت الوسط الأمثل فيه خلايا كانت الو ، خارج الكائن الحية البشري   مة المُو 
 وبالتالي، مكانقدرتها متعددة الإ على تحافظو  اتي لفترات طويلةجديد الذ  على الانقسام والت   قادرة

لِّد ة ة الأساسي  راسات البحثي  نات قابلة للاستعمال في الدِّ فظ عيِّ ح  ة إمكاني   التوص ل إلى ة على الخلايا المُو 
 ات الاغتراس.الة في عملي  م طويلة الأمد والفع  للد  

 IL-3 ،SCF ،FLT3-ligand ،IL-6، M-CSFالمدعم بالعوامل  Stem Line IIوكان الوسط  -4

تمايز الخلايا نحو توجيه و  كثارط المناسب لإالوس   FBSوالبقري  HSوكلا نوعي المصلين البشري 
 ة والمناعة المكتسبة، وسُلِّطبالعات كبيرة الهام في أبحاث المناعة الطبيعي   قوي وحيدات/الخط الخلوي النّ 

نضجها وسلامتها والاستفادة منها د من للتأك   اسة بعض وظائف الخلايا المتمايزةة در وء على أهمي  الض  
 رعات قصيرة الأمد.في الز  

ورغم ذلك تم  التأكد من كفائتها بعد إزالة التجميد  حيوي تهاانخفاض أدى إلى  +CD34ا تجميد الخلاي  -5
وتحريض تمايزها كما هو في الخلايا الطازجة غير  إكثارهااهمت في استنباتها في أوساط سبعد 

 المجم دة.



 

 

 

 التوصيات
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 Accommodationsوصيات. الت  7

م ة للد  د  ة المول  آخذين بعين الاعتبار النتائج التي حصلنا عليها بالدراسة التي أجريناها على الخلايا الجذعي  
 حقة العمل على:راسات اللا  نوصي بأن يتم في الد  ري البشري، المعزولة من دم الحبل الس  

CD34مط ة من الن  ذعي  عند عزل الخلايا الج   يلبالمناعي الس  نتقا  المنناطيسي تطبيق طريقة الا -1
+
CD38

-

 لفعالية هذه الطريقة وسرعتها وملائمتها لنرض استنبات الخلايا.
لة في هذه الدراسة لنرض عزل الخلايا طريقة الانتقا  المنناطيسي المناعي الإيجابي المعد   استثمار -2

CD34
+

وذلك لأهميتها في التطبيقات السريرية المعتمدة على العزل المباشر والإيجابي للخلايا  ودراستها 
CD34

+. 
تائج بين طريقتي العزل الإيجابية ة التي دعت إلى اختلاف الن  استمرار البحث عن الفروقات الأساسي   -3

أمثلة شروط عزل يتيح الفرصة إلى قد ا ، مم   (RNAو DNA) عيد الجزيئي للخلايالبية على الص  والس  
 الخلايا والاستفادة من إمكاناتها قدر المستطاع.

توسيع ب ، مع الاستمرارFBSم بمصل جنين البقر دة للد  ة المول  الخلايا الجذعي   إكثارننصح بتدعيم وسط  -4
نة البحث عن وسط مناسب لإكثار الخلايا الجذعية دون تمايزها كالأوساط الخالية من الأمصال أو المتضم  

 ل دم الحبل السري البشري.مص
عبير عن مستضداتها م للحفاظ على الت  دة للد  ة المول  إلى وسط استنبات الخلايا الجذعي   IL-6إضافة العامل  -5

 ة.الجذعي  
م للحفاظ على دة للد  ة المول  عند استنبات الخلايا الجذعي   FLT3 ligandو SCFو IL-3إضافة العوامل  -6

 انقسامها.ة تها واستمراري  حيوي  
، IL-3 ،IL-6 ،SCF ،M-CSFاستنبات الخلايا الجذعية المولدة للدم في الوسط المدعم بـالعوامل  -7

FLT3-ligand  وكلا المصلين البشريHS  والبقريFBS  عند توجيه تمايزها نحو خط وحيدات/ بالعات
 كبيرة.

تمايز الخلايا الجذعية نحو نمط عند تحريض  ضرورة قياس المعايير الوظيفية )واحدة منها على الأقل( -8
.د من سلامة أدا  الخلية وتمايزهاخلوي محدد للتأك
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الوحيدات وتمايزها نحو بالعات   Sub-Populationتحت صفوف  Characterizationاستمرار توصيف -9
كبيرة، الضروري للعلاج التعويضي للوحيدات في بعض الأمراض التي تكبح تمايز بالإضافة الى دورها في 

 .Gene Theraby لعلاج الجينيا
ستمرار بالبحث عن الوسط الأمثل يد المتبعة في هذه الدراسة مع الاننصح بتطبيق طريقة التجم -01

 .Surcrose و Trehalose مثل لتجميد الخلايا الجذعية وتجريب أوساط مختلفة حديثة قد تكون أقل سمية
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ABSTRACT: 

The Hematopoietic stem cells isolated from umbilical cord blood is one of the most 

important major alternative sources for generating precursors of progenitors cells that are 

used in transplantations. This study aimed to exam the effectiveness of some isolating 

methods for Hematopoietic stem cells in order to improve the yield and viability of CD34
+
 

colonies and subpopulations that can be obtained from the human umbilical cord blood, 

and examine the impact of cryopreservation for long periods of time, then thawing cells 

and culturing them under identical conditions to contribute through in the current studies 

on human hematopoietic stem cells with a view to keep usable samples in basic research 

studies on HSCs cells for long-term and effective blood in transplantation. Isolated cells 

using indignation especially the positive immuno-magnitic election for CD34 
+
cells by 

Entering some modifications, also the negative immuno-magnetic selection for CD34
+
cells. 

after immunophenotyping cells by passing cells through flow cytometry - quadr colors, 

using a wide range of monoclonal antibodies to identify antigens or different activated 

show that the method of isolating cells impact on a range of variables that have a role in the 

outcome of culturing cells and profileration. It was concluded that the modified method of 

selection enabled to get a significant percentage of the initial precursor generated for the 

blood, which was surpassed by a moral way of negative selection, which is interpreted by 

the vast differences between the studies and research on Hematopoietic stem cells, which 

was derived from the human umbilical cord.blood, Based on the results of ways for 

isolated cells the follow-up division and reproduction in the media feeding in response to 

growth factors that supported by those circles, and to identify the differentiation with 

changing shape, and synchronization of (absence / appearance) of the expression of surface 

antigens characteristic of stem cells / antigen function to differentiate after motivate 

mediated by a combination of division factors and differentiation factors, as well as to 

investigate the safety and study the functional differentiation toward Monocyte- 

Macrophage and phagocytosis ability and the activity of phagosomes in the case of 

differentiated cells. 

Key words: Hematopoietic stem cells, umbilical cord blood, Monocyte- Macrophages, 

Immunomagnitic selection, CD34
+
. 
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ABSTRACT

KeywoRDS

Umbilical cord blood )UCB( and isolated umbilical cord blood stem cells 
)UCBSCs( have become an alternative source of hematopoietic progenitor cells 
for transplantation. The aim of this study was to test the effectiveness of some 
modifications  of human hematopoietic stem cells isolation protocols with the 
intention of improving the output and viability of CD34+ cells and progenitor 
subpopulations progeny that can be obtained from a sample of human umbilical 
cord blood. By that, we contribute to current studies on the human hematopoietic 
stem cells )HSCs( in order to bank UCB units suitable for basic research of very-
long-term hematopoietic as well as for transplantation. Cord blood samples were 
transformed to buffy coat prior to the isolation of HSCs which was performed by 
two steps involving CD34 pre-enrichment using human cord blood CD34 positive 
selection kit and an Immunomagnetic cell separation, targeting CD34  surface 
antigen. CD34+ cells were immunophenotyped by four-color fluorescence, using 
a large panel of monoclonal antibodies )CD34/PE, CD45/FITC, CD38/APC, 
CD33/Per-Cy, HLA-DR/PE, CD117/APC, CD123/Per-Cy, CD105-FITC, CD56/
PE, CD14/Per-Cy, CD19/Per-Cy and CD3/APC( recognizing different lineage 
or activation antigens.  Our results showed that the percentage of CD34+ cells 
in whole human cord blood samples was 0.02% of total cells. After isolation 
by two-step, combining CD34 pre-enrichment and Immunomagnetic isolation, 
the frequency of CD34+ stem cells represented 0.65% among total MNCs and 
83.53% among total isolated cells. This isolation leaded to a purity of over 95% 
and viability of 98.60%. In addition, we found that the percentage of CD34+ cells 
which are CD45+ was 83.53%, whereas CD34+CD38- cells  comprised 21.70%. 
About 70.85% of isolated CD34+ cells were characterized by the absence of 
human  leukocyte antigen-DR )HLA-DR(. Concerning the CD117, CD33, 
CD123 and CD105 antigens which characterize true stem cells, we found a high 
expression percentage among isolated HUCB CD34+ cells )81.26%, 57.14% 
47.45%, 58.52% for CD117, CD33, CD123 and CD105, respectively(, while a 
very small number displayed markers of advanced myeloid commitment, such as 
CD14 )Myeloid lineage, 0.7%( and CD56 )NK-cell lineage, 4.48%(, or those of 
lymphoid differentiation: CD3 )T-cell lineage, 5.22%(, and CD19 )B-cell lineage, 
1.76%(. After testing 12 samples of cord blood using modified positive magnetic 
isolation technique, no variations in subpopulations were observed from sample 
to sample. We conclude that our modified technique enabled us to obtain an 
important proportion of primitive hematopoietic progenitors, as suggested by 
the absence of HLA-DR and CD38, as well as the presence of CD117, CD33, 
CD123, and CD105 on their surface. These cells are recognized as having long-
term reconstitution capacity within the human CD34+cell population.  

Hematopoietic stem cells )HSCs(, 
CD34+ cells, Human umbilical 
cord blood, immunomagnetic 
separation, Immunophenotyping, 
Hematopoietic progenitors.
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المُستلخص

الكلمات الدالة

البديل  المصدر  يشكلان  السري  الحبل  دم  من  المعزولة  الجذعية  والخلايا  السري  الحبل  دم  أصبح 
لسلائف الخلايا المُوَلِّدَة للدم التي تستعمل في عمليات الاغتراس. تهدف هذه الدراسة إلى اختبار فعالية 
بعض التعديلات على طرق عزل الخلايا الجذعية البشرية المُوَلِّدَة للدم بغية تحسين مردود وحيوية 
نسائل الخلايا +CD34 وتحت المجموعات السليقة التي يمكن الحصول عليها من دم الحبل السري 
البشري ويمكن المساهمة من خلال ذلك في الدراسات الحالية على الخلايا الجذعية المُوَلِّدَة للدم البشرية 
بغية حفظ عينات قابلة للاستعمال في الدراسات البحثية الأساسية على الخلايا المُوَلِّدَة للدم طويلة الأمد 
لتَ عينات دم الحبل السري إلى غلالة بيضاء قبل عزل الخلايا  والفعالة في عمليات الاغتراس. حُوِّ
الجذعية المُوَلِّدَة للدم والتي أجريت على مرحلتين تضمنتا: الإغناء الأولي بالخلايا +CD34 باستعمال 
عتيدة خاصة بالانتقاء الإيجابي للخلايا +CD34 من دم الحبل السري البشري، ومن ثم الفصل الخلوي 
المناعي المغناطيسي الذي استهدف المستضد السطحي CD34. نمُِطت الخلايا +CD34 مناعيا بإمرار 
الخلايا في جهاز التدّفق الخلوي رباعي اللون، وباستعمال مجموعة كبيرة من الأضداد وحيدة النسيلة 
 CD117/و ،HLA-DR/PEو ، CD33/Per-Cyو ،CD38/APCو ،CD45/FITCو ،CD34/PE)
 ،CD19/Per-Cyو ،CD14/Per-Cyو CD56/PEو ،CD105-FITC و ،CD123/Per-Cyو ،APC
لةَ مختلفة. وقد بينت نتائجنا أن النسبة المئوية  وCD3/APC( تتعرف على مستضدات نسيلية أو مُفعََّ
للخلايا +CD34 في عينة دم الحبل السري بلغت 0.02 % من مجموع الخلايا. وشكل تواتر الخلايا 
الجذعية +CD34، بعد عزلها بإتباع مرحلتين ترافق فيهما الاغناء الأولي بالخلايا +CD34 بالعزل 
المغناطيسي المناعي، 0.65 % من مجموع الخلايا وحيدة النواة و 83.53 % من مجموع الخلايا 
المعزولة. ولقد قاد هذا العزل إلى الحصول على هذه الخلايا بنقاوة تزيد على 95 % وحيوية 98.60 
%. كما وجدنا أن النسبة المئوية للخلايا +CD34 الإيجابية للمستضد CD45 هي 83.53 %، بينما 
تبين أن الخلايا -CD34+CD38 تشَُكِّل 21.70 % من الخلايا +CD34. وَوُصِفتَ حوالي 70.85 % 
من الخلايا +CD34 المعزولة بغياب مستضد الكريات البيضاء من النمط HLA-DR( DR(. وفي ما 
يتعلق بالمستضدات CD117 وCD33 و CD123 و CD105  التي تمَُيِّز الخلايا الجذعية الحقيقة، فلقد 
أشارت نتائجنا الى ارتفاع نسبة التعبير عنها بين الخلايا +CD34 )81.26 % و57.14 % و47.45 
% و58.52 % للواسمات CD117 وCD33 وCD123 وCD105، على التوالي(، بينما أبدت مجموعة 
 CD14 صغيرة جدا من الخلايا واسمات الخلايا التي تلتزم الخط النقوي المُتقَدَِم كما هو حال الواسمة
)سلالة وحيدات النوى، 0.7 %( وCD56 )سلالة القتلة الطبيعيون، 4.48 %( أو تلك الخاصة بالتمايز 
اللمفي: CD3 )سلالة اللمفاويات التائية، 5.22 %( و CD19 )سلالة اللمفاويات البائية، 1.76 %(. 
تم في هذه الدراسة اختبار 12 عينة من دم الحبل السري باستعمال تقنية العزل المغناطيسي الإيجابي 
لةَ ولم يتم ملاحظة أي اختلافات معنوية في النسب المئوية لتحت المجموعات المعزولة. وبالتالي  المُعَدَّ
لةَ مكنتنا من الحصول على نسبة مهمة من السلائف الأولية المُوَلِّدَة للدم التي  نستنتج أن طريقتنا المُعَدَّ
 CD117 وبوجود المستضدات CD38 والواسمة HLA-DR تتصف بغياب مستضد الكريات البيض
وCD33 وCD123 وCD105 على سطوحها. وتعرف هذه الخلايا بقدرتها على الترميم طويل الأمد 

من بين الخلايا +CD34 البشرية.

الخلايا  للدم،  المُوَلِّدَة  الجذعية  الخلايا 
+CD34، دم الحبل السري البشري،

 العزل المناعي المغناطيسي، 
التنميط المناعي، السلائف المُوَلِّدَة للدم




