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 الملخص
 التالفة والخلايا الأنسجةيا الجذعية كمصدرٍ لاستبدال شهدت العقود الماضية اهتمامأً متعاظماً بالخلا

وبدأ في سورية تأسيس بنوكٍ لدماء . البشرية المفقودة فيزيولوجياً أو إمراضياً خلال حياة الفرد البالغ
، التي من المأمول أن تمنح الفرصة مستقبلاً لعزل الخلايا الجذعية المولدة للدم وأنسجتهالحبل السري 

(HSCs)لايا الجذعية المتوسطة  والخ(MSCs) واستخدامها لأغراض الأنسجة المكتنفة في هذه 
 أنسجة من (MSCs) هذا البحث إلى اختبار بروتوكولاتٍ لعزل خلايا جذعية متوسطة فَده. علاجية

  . الحبل السري لمواليد سوريين، وتكثيرها في أوساط استنبات ملائمة، وتنميطها، وتحريض تمايزها
يا جذعية متوسطة من عينتي حبلٍ سري لولادتين قيصريتين اعتماداً على خاصية التصاق عزلت خلا

نُمطت . هذه الخلايا بالسطوح، واستنبتت الخلايا المعزولة في وسط مغذٍ خاص يسمح بنموها وتكاثرها
مات سطحية نوعية الخلايا بتقنية الجريان الخلوي باستخدام أضداد وحيدة النّسيلة مفلورة موجهةٍ لواس

، وحفِظَ الاستنبات إمرار جزء من هذه الخلايا عدة مرات في وسط جرى. بالخلايا الجذعية المتوسطة
جرى استقصاء قدرة هذه الخلايا . الجزء الآخر في الآزوت السائل، وقيمت عيوشية الخلايا بعد التجميد

تمكّنا في هذا . لإندوميتاسين والهيدروكورتيزونعلى التمايز إلى خلايا شحمية في وسط استنبات يحتوي ا
أبدت هذه الخلايا خاصية . عزل خلايا جذعية متوسطة من عينتين لنسيج الحبل السري البحث من

، +CD90( الالتصاق على السطوح البلاستيكية، وأظهرت مرتسماً نوعياً من المستضدات السطحية
+CD105 ،CD13+ ،CD117+ ،+CD44 ،CD34dim .( ض الإندوميتاسين والهيدروكورتيزون فيحر

وسط الاستنبات تمايز هذه الخلايا إلى خلايا شحمية، وترافق ذلك مع تغير في الشكلياء وظهور قطيرات 
أمكن حفظ هذه الخلايا بالتّجميد في الآزوت السائل مع . من الدسم أبدت تلوناً إيجابياً مع أحمر السودان

إن هذا البحث، وبحسب معلوماتنا، %. 90ية بلغت وسطياً نسبةً تقارب الـ المحافظة على عيوشية عال
هو الأول من نوعه في القطر لعزل خلايا جذعية متوسطة من نسيج الحبل السري، ومن المأمول أن 
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ABSTRACT 
The last decades witnessed an increasing interest in stem cells as an 

alternative source for injured tissues and lost cells either physiologically or 
morbidly during the adult’s life. Today, few new umbilical cord (UC) blood and 
tissue banks have been established in Syria aiming at storing these tissues as a 
source for the future use of hematopoietic stem cells (HSCs) or mesenchymal 
stem cells (MSCs) found in the cord tissues.   This research aims at establishing 
and testing protocols for isolation, in vitro proliferation, phenotyping, and 
differentiation of MSCs embedded in umbilical cord tissues of Syrian 
newborns.  

MSCs were isolated from two caesarian births depending on their 
adherence characteristic on plastic surfaces, and cells were cultured in MSC 
medium for their growth and proliferation. Cell phenotyping was performed by 
flow cytometry using fluorescent monoclonal antibodies specific to MSCs’ 
surface markers. Cultured cells were passed several times and a portion of 
these cells was cryopreserved in liquid nitrogen, and cell viability was assessed. 
Differentiation of these MSCs into adipocytes was conducted using culture 
medium Indomethacin and hydrocortisone. 

In this study we were able to isolate MSCs from umbilical cord blood using 
standard protocols. These cells grew in culture as adherent cells and exhibited a 
profile of surface antigens (CD90  ،+ CD105+ ،CD13+ ،CD117  ،+ CD44  ،+ CD34-/dim) 

specific to MSCs. Indomethacin and hydrocortisone induced differentiation of 
cultured cells into adipocytes. Cell differentiation was accompanied by changes 
in cell morphology and emergence of lipid droplets that stained positively with 
Sudan Oil. Finally, MSCs were successfully cryopreserved in liquid nitrogen 
with average viability of approximately 90%. To the best of our knowledge, this 
work is the first of its kind in Syria in which MSCs were isolated from 
umbilical cord tissues. We are hopeful that this study will pave the way for 
future research centered on stem cells that constitutes one of the pillars for 
regenerative medicine and treatment of numerous diseases.   

Key Words: Umbilical Cord, Mesenchymal Stem Cells, Phenotyping, 
Differentiation. 
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  مقدمة
 الأعظم من خلايا الجسم بكونها خلايا غير متمـايزة          واد الخلايا الجذعية عن الس    تمتاز

فـي   العديد من الأنماط الخلوية المختلفـة         استثنائياً لتتطور معطيةً   potentialتمتلك كموناً   
ه الخلايا بدور المنظومـة      تقوم هذ  كما ونموه، الحي   الكائنحياة  من   المبكّرة   المراحلأثناء  

 الانقـسام   علـى  الفائقة قدرتهاإلى   ونظراً. وإصلاحهانسجة   من الأ  كثير لصيانةالداخلية  
 أو الإنـسان ( الفاقد من الخلايا طوال حياة الكائن الحي   سد الخلايا   هذه تُعوضاللامتناهي،  

 الخلوية  الدارةر   من أطوا  G1 أو   G0 ين الجذعية في الطور   الخلايا معظم تكمن). الحيوان
Cell Cycle )1(،ـة هـي  ص النظر عن مصدرها بثلاث خصائبغض تتسم وفريدةٍ عام  :

 على  القدرة و ،"اللاتمايزخاصية  " التخصص أو    عدم و ، على الانقسام والتجدد الذاتي    القدرة
   الـصنعي الوسـط إعطاء أنماط خلوية متخصصة عند تعرضها لعوامل تمايز سواء فـي     

in vitro  الكائن الحي فيأو in vivo .  
فمـن حيـث    .  على التمـايز   لقدرتهاأو  / أنماط الخلايا الجذعية تبعاً لمصدرها و      تتعدد

 ـة جذعيخلايا) i الخلايا الجذعية إلى تصنّفالمصدر،  ة جنيني Embryonic Stem Cells 
(ESCs)،   ة من الكتلة الخلويـة الداخليـةمتأتي Inner Cell Mass (ICM)  ـ فـي   سيةالكي
 العظم  نقي بصورة رئيسة في     توجد بالغة   ة جذعي خلايا) ii و للجنين، Blastocystالأريمية  

Bone Marrow Stem Cells (BMSCs) عـن  مسؤولةًأخرى، وتكون  أنسجة فضلاً عن 
 الحبـل خلايـا دم    ) iii و ،الأنسجةتعويض الفاقد الفيزيولوجي أو المرضي من خلايا تلك         

تشمل خلايا الحبـل الـسري   . Umbilical Cord Stem Cells (UCSCs) ونسيجهالسري 
 Hematopoeitic للـدم ة الخلايا الجذعية المولّد:هما ، من الخلاياسيين أسانوعين بدورها

Stem Cells (HSCs)،   والخلايـا الجذعيـة المتوسـطة Mesenchymal Stem Cells 
(MSCs) الـسدوية  أو   الميزنـشيمية  بالخلايا أيضاً المسماة Stromal . خلايـا   تـشترك 
UCSCs     الـرغم   على ، الجذعية البالغة  الخلايا مع -وإلى حد بعيد  - في معظم خصائصها 

 من حيث   اأم . تصنف كخلايا مشابهة للخلايا الجذعية الجنينية      منهامن وجود نسبة ضئيلة     
 ،Pluripotent كثيرة القـدرات     بكونها نية الخلايا الجذعية الجني   فتتسم ايز،القدرة على التم  

 تكون قادرة على    Multipotent متعددة القدرات    خلايا الجذعية البالغة    الخلايا حين تعد    في
 الرغم مـن محدوديـة الخلايـا الجذعيـة          وعلى. الأنسجةالتمايز إلى أنماط محدودة من      

خلاقيـة   ليس مقيـداً بالقواعـد الأ   استخدامها فإن قدراتها التمايزية،    في MSCsالمتوسطة  
 عزلهـا فـي     بسهولة هذه الخلايا    تمتاز كما.  الجذعية الجنينية  الخلاياتحكم   التيالصارمة  

 ـالتصاقها إلى  نظراً in vitro الصنعي الوسط سـتنبات البلاسـتيكية،   سطوح أوعيـة الا ب
 تأثيراتها المثبطة   فضلاً عن  إلى خلايا غضروفية وعظمية وشحمية،       التمايز على   قدرتهاو

  .  )4-2(البحثية الفرق من عديد الأنظار محط هاعل من جمما ، الكائن الحيفيللمناعة 



  ا وتمايزها عزل الخلايا الجذعية المتوسطة من نسيج الحبل السري وتنميطه  ـالجمالي ويوسف والعقلة

 118 

 الحبل السري   دم و عظم هما نقي ال   رئيسان مصدران   MSCs الجذعية المتوسطة    للخلايا
 الخلايـا الجذعيـة البالغـة       أنوعلى الرغم من أن الدراسات الحديثة قد بينت         . ه نسيج أو

يلاتهـا فـي نقـي العظـام         دم الحبل السري هي أندر مـن مث        في Circulating الجوالة
 علىمن مجموع الخلايا وحيدة النواة في النسيجين         % 0.01-0.001 مقابلب% 0.0001(

الخلايا البالغة  ب استجابتها لعوامل النمو ومحرضات الانقسام أكبر مقارنة         أن إلاّ   ،)التّرتيب
ل نـضجاً    خلايا دم الحبل السري أق     عد، تُ فضلاً عن ذلك  . )8-5(المتوضعة في نقي العظام     

 الزرع لدى مفضلةً   تعد ومن ثم  ،فعلها المحرض للمناعة  إلى  من خلايا نقي العظام بالنسبة      
 فـإن سـهولة   وأخيـراً، . )Stem Cell Allo-Transplantation)8 الجذعية للخلاياالغيري 

بزل نقي العظم   بالحصول على عينة الحبل السري بعد الولادة تكسبها أفضلية بينة مقارنة            
 عزل الخلايا الجذعية المتوسطة     غير أن .  المتطلب للتخدير لدى إجرائه    Invasiveضع  البا

 والوقت لفصل الخلايا عن محيطها المكـون        للجهدمن نسيج الحبل السري عملية متطلّبة       
  .     )9(من ألياف الكولاجين والسكريات البروتينية 

 وهـي  ،Wharton’s Jelly (WJ) نسيج الحبل السري على هلامـة وارتـون   يحتوي
وتنـشأ  . وشـريانَيه  السري الحبل وريد من بكلٍّعبارة عن نسيج ضام شبه مخاطي يحيط     

 عشر مـن تطـور   الثالث خارج الجنين في اليوم  Mesodermالهلامة من الأديم المتوسط     
 شبيهة بالأرومات الليفية العضلية     Stromal من خلايا سدوية     WJيتألف نسيج   . )10(الجنين

Myofibroblasts       ومن ألياف الكولاجين وسكريات بروتينية Proteoglycans    أو حمـض 
 بـذلك   لتحمـي  الليفية وألياف الكولاجين     بالأرومات يشكّل هلامة تحيط     الذيالهيالوروني  

وقد أشير حديثاً إلى أن الخلايـا غيـر   . )11( الضغط المطبق عليهامنأوعية الحبل السري    
 من السطح المـشيمي، بينمـا تتوضـع         باًلتكاثر تقع قري  الناضجة المحتفظة بالقدرة على ا    

 Perivascular Cells الليفية المتمايزة، والمـسماة بالخلايـا تحـت الوعائيـة     وماتالأر
(PVCs)       وهو ما يتفق مع وجود نمطين رئيـسين         السري، بشكل أقرب إلى أوعية الحبل 

يا من الـنمط الأول شـكلاً       للخلايا السدوية المعزولة من نسيج الحبل السري؛ تبدي الخلا        
  . )10(خلايا النمط الثاني الأقرب إلى الشكل المغزليبمكعباً وهي كبيرة الحجم مقارنة 

 ،Regenerative Medicine الطب التجديدي  الجذعية المتوسطةالخلايا تطبيقات تشمل
 في ذلك مرضى الكـسور      بما واسعة جداً من المرضى      ائح شر المستفيدين لائحة   وتتضمن

 النخاع الشوكي والدماغ وعضلة القلب وداء باركنسون والسكري مـن           اتالجروح وأذي و
 من الخلايا الجذعية    حفظومن هنا تنبثق أهمية     . )12( من أذيات القرنية   أنماطاًالنمط الأول و  

 هذه  لاستنبات وتطوير أو تبنّي برتوكولات      متخصصة في بنوك    ونسيجه السري   الحبلدم  
  . لاحقاً ها منوالإفادةايزها  وتموتكاثرهاالخلايا 

 حتى  أو immunogenicستمناعية   الا قدرتها انخفاضتتّسم الخلايا الجذعية المتوسطة ب    
 الخلايـا   ههـذ إلى  كما ينسب   . اغتراسها لدى المتلقي   مما يزيد من فرص نجاح       ها،انعدام
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لبحـوث حاليـاً    المثبطة للمناعة خلوية الوساطة، وتجرى ا    وكيناتإفرازها للعديد من السيت   
على مستوى التّجارب السريرية لتقييم قدرة الخلايا الجذعية المتوسطة في التّقليل مـن رد              

 برزت  ،على صعيدٍ آخر  . )14،  13(الفعل المناعي تجاه الغرسات النسيجية لدى نقل الأعضاء       
 الاستفادة  يمكنإذْ  ،  ها وتطوير حديثاً أهمية الخلايا الجذعية في اكتشاف الصناعات الدوائية       

 الجذعية في إنتاج جمهرة من خلايا نسيج معين، أو حتى نسيج            للخلايا الموجه   التمايزمن  
ومن  ،)16،  15( مشاركات دوائية جديدة     أو يمكّن من اختبار مواد دوائية جديدة        بمامتكامل،  

قايسات  الم تتمتّع.  الحصول على نموذج أكثر مقاربةً للخلايا البشرية ضمن النسيج الحي          ثم
 بالتكرارية المطلوبة التي قد تظهر الأهمية الإحـصائية         نسجة  التي تجري في مثل هذه الأ     
 .النسيج الدواء ضمن ع إمكانية محاكاة توزفضلاً عنلتأثير الدواء تحت الاختبار، 

هالخلايا المتوسطة من نسيج الحبل الـسري    عزل إمكانية اختبار بحثنا الحالي إلى     فَد 
 ، تقنية الجريـان الخلـوي     ة اعتماداً على مستضداتها السطحية بواسط     الخلايا هذه   وتنميط

 وتمـايز   تنمـيط  ل يؤسس كما ، الشّروط الملائمة  في إلى خلايا شحمية     تمايزها تحريضو
الخلايا الجذعية المتوسطة المعزولة من نسيج الحبل السري تحضيراً للتطبيقات المستقبلية           

 تشهد اليوم انطلاقةً لتأسيس    ولاسيما أن سورية  طب التجديدي    في ال  يةالعديدة للخلايا الجذع  
  . في عدد من المؤسسات الوطنيةسريبنوك دم ونسيج الحبل ال

  مواد البحث وطرائقه
   والتّجهيزاتالمواد

 Dublicco’s Modified Eagleذلـك  فـي  بمـا  الخلـوي  الاستنبات أوساط اِشتُريت
Medium (DMEM) وسطو الغلوكوز، تركيز منخفض (IMDM)،  البقـري  والمـصل 

 الجنينـي Fetal Bovine Serum (FBS)،  ـة  الفوسـفات  ودارئـةالملحيPhopsphate 
Buffered Saline (PBS)، ــسين وإنزيمــي ــاز) Trypsin 0.05% (التريب  والكولاجين

(Collagenase I, 10X)، اداتالحيوية والص  Penicillin وStrepromycin، ،والغلوتامين 
 Stem Cell شركة من Mesencult المتوسطة الجذعية بالخلايا الخاص نباتالاست ووسط

Technologies ،ةالكندي الفطري المضاد على الحصول وتم Amphotericine شـركة  من 
(Euroclone) ،شـركة  مـن  الـسودان  وأحمـر  الفورمـالين  ومادتي الإيطالية Sigma 

 فـي  الخلايا لوسم المستعملة IgG1 النمط من النّسيلة وحيدة النوعية والأضداد الأمريكية،
-Fluorescein Isothiocyanate (FITC)- conjugated anti  الخلـوي  الجريـان  تجارب
CD44، وFITC anti-CD117، Phycoerythrin (PE-) anti-CD105، ــداد  والأض
 جـرى  حـين  فـي  الإنكليزيـة،  Serotec شركة من PE-IgG1و FITC-IgG1 الشاهدة

 مـن  FITC-anti CD13و FITC-anti-CD90و PE -anti-CD34 دأضدا على الحصول
 PAN شـركة  مـن  DMSO على حصلنا. الأمريكية Becton Dickinson (BD) شركة
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 عـدت . الكورية SPL Scientific شركة من الخلوي الزرع وفلاسكات وأطباق الألمانية،
 أجريـت . العيوشـية  قيـيم لت التريبان أزرق بوجود الخلوية نيوبار عدادة باستعمال الخلايا
 Becton Dickinson (BD) شركة من FACS Calibure بجهاز الخلوي الجريان تجارب

 بـالمجهر  الخلايـا  سـت رِدCellQuest . برمجيـة  باستخدام البيانات وحلّلت الأمريكية،
  .خاصة توثيق كاميرا وباستخدام Olympus شركة من المقلوب

   الخلايا الجذعيةعزل
 التي قيصريتين ولادتين طبيعية و  ولادات لثلاث من الحبل السري     نات عي س خم أخذت

 على الموافقـة    ل التوليد الجامعي في جامعة دمشق بعد الحصو       ستشفىتمت جميعها في م   
 قمنـا  نـا  أنّذكر بالالجدير من.  الشخصية لوماتهن الحوامل وإغفال مع   لنساء ا منالمستنيرة  

أثناء استنبات الخلايا نظـراً     في   لاحقةة في مرحلةٍ     عينات الولادات الطبيعية كاف    استبعادب
 واقتصرت التجارب الناجحة على عينتي الحبل السري من         ،لتلوث الجرثومي المرافق  إلى ا 

  .الولادتين القيصريتين
 يحتوي على البنسيللين    DMEMسم ضمن وسط    20~  السري بطول    الحبل قطع   نقلت

 بدارئة عدة    مراتٍ غُسِلَت و ،ن بتراكيز عيارية   والغلوتامي نوالستربتومايسين والأمفوتريسي 
 هذا المحلول ضمن نسيج الحبل عدة مرات للتخلص مـن           وحقن،  )PBS(ملحية فوسفاتية   

 بأبعادٍ   قطع الحبل السري إثر ذلك إلى قطعٍ       جزئت.  الخثرات المتشكّلة خلال الاعتيان    بقايا
 وسـط  فـي  وحـضنت  اً بئـر  12 ذي استنبات   طبق في آبار    عت ووز ، سم 1لا تتجاوز   
  مـن إنـزيم الكولاجينـاز    %) 10( على   الحاوي من المصل و   الخالي DMEMالاستنبات  

1 Collagenase I .ضِنَتوحمـدة  وفي نهاية ، الوسطهذا في)  ساعة18 قرابة (نات العي 
 الخلايا المتحـررة مـن      وجمعت الآبار من الطافي   سائل جمِع ال  ، الكولاجيناز معالحضانة  

 فـي وسـط     وبعثرت دقائق،   5دقيقة مدة   / دورة 1200 الحبل السري بالنّبذ بسرعة      نسيج
DMEM    من المصل   % 20 الحاوي علىFBS، ضِنَت48 الخلايا في هذا الوسط مدة       وح 

 DMEM/20% FBS أزيلت الخلايا غير الملتصقة واسـتبدل وسـط   ذلك، للاحقاً. ساعة
 لنمـو  لازمةوي على السيتوكينات ال والحا(Mesencult MSCs) الخاص الاستنباتبوسط 
 ، كل ثلاثة إلى أربعـة أيـام  Mesencult الوسط بدل. تكاثرها المتوسطة وة الجذعي الخلايا

 حيـث   ،%90-80 نسبة ل المقارب confluence التّمادي  حد إلى حين وصول الخلايا     إلى
ق بدرجة حرارة    دقائ 5 مدة%) 0.05( التريبسين   إنزيم ب معاملتهانزعت الخلايا الملتصقة ب   

مـن المـصل لتثـبط إنـزيم        % 10 الحاوي على    DMEM ذلك وسط    بعد أضيف.م37°
د وأعيدت بعثرتهـا ضـمن وسـط    / دورة1200 الخلايا بسرعة   نبذت ثم   من و ،التربسين

Mesencult، نقلت إلى وعاء ومن ثم T25 Flask رت هذه ، في الوسط ذاتهوحضنتوكر 
  .خلايا اللاحقة للالإمراراتالإجراءات في 
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  الخلايا بالتجميدحفظ
 الخلايا وبعثرت دقائق، 5 مدة الملتصقة الخلايا إلى%) 0.05 (التربسين إنزيم أضيف

 الخلايـا  نبذت ثم ومن ،DMEM/10% FBS وسط في البلاستيكية السطوح عن المنفصلة
 وسـط  فـي  الخلايـا  بعثرت. دقائق 5 مدة الغرفة حرارة بدرجة د/دورة 1200 بسرعة

DMEM/10% FBS ة، درجة 4 حرارة بدرجة جديدمتساوية كميات إليها وأضيفت مئوي 
 فـي  الخلايـا  وزعت. DMSO من% 20 على الحاوي DMEM/10% FBS وسط من

 علـى  يحتـوي  صـندوق  ضـمن  وحفظـت  ،Cryo-Vials الخلايا بتجميد خاصة أوعية
 إلى الخلايا بعدها ونقلت ساعة، 24 مدة م 80- حرارة بدرجة مجمدة في الإيزوبروبانول

 الآزوت حاوية من الخلايا أخرجت الخلايا، تجميد لفك. السائل الآزوت في الحفظ صناديق
 بتلـوين  الخلايـا  عيوشية وقيمت م،°37 بدرجة مائي حمامٍ في مباشرة ووضعت السائل
 وبعد DMEM/10% FBS وسط في للزرع المعدة الخلايا وزعت. التريبان بأزرق الخلايا

  .   أعلاه الموصوفة بالطريقة Mesencult وسط في الخلايا بعثرة أعيدت ذ،النب
   الخلايا بالجريان الخلويتنميط

 ضمن الخلايا بعثرت ثم ومن الملتصقة، الخلايا إلى%) 0.05 (التربسين إنزيم أضيف
 من والتّحقّق مفردة كخلايا بعثرتها أي (تفريدها إلى وصولاً ،DMEM/10% FBS وسط
  الخلـوي  للجريـان  المخصـصة  الأنابيـب  فـي  الخلايا وزعت العد، بعد). ياًمجهر ذلك

 وبعثـرت  ،FBS + EDTA% 2 بـ مزودة PBS بدارئة وغسلت ،)الأنبوب/105 × 2(
 فـي  ساعة نصف مدة الثلج على الأضداد مع وحضنت الوقاء، من مكل 100 في الخلايا

 تحري تم. الوقاء من مل 3 بـ الغسلب المرتبطة غير الأضداد من الفائض وأزيل الظلام،
 كلاً شملت التي Clusters of Differentiation السطحي التمايز معقّدات عن الخلايا تعبير

 شـاهدة  أضدادب مقارنة CD13و CD34و CD90و CD105و CD117و CD44 الـ من
 forward بيوالجـان  الأمامي الانتثار منطقتي بوابة عبر أولاً الخلايا بإمرار وذلك سلبية

and side scatter areas) FSC & SSC (ومن ،الخلوي التّدفق جهاز في تحليل يجرأُ ثم 
  . اللون ثنائي أو اللون أحادي

   الخلاياتمايز
. اً بئـر  96 يحتـوي  استنبات خلوي    طبق يف) بئر/X 103 2.5 (بتركيز الخلايا بذرت

 المحرض أضيف الوسط     ثمPBS   بدارئة بئر كلّ   في الخلايا   سِلَت غُ ، ساعة 24 مضيبعد  
 علـى  الحـاوي  IMDM/5% FBS{لتمايز الخلايا الجذعية المتوسطة إلى خلايا شحمية 

 يثـانول، في الإ ) ل/ مكرومول 1 (زونوالهيدروكورتي) ل/ ميللي مول  0.1 (ميتاسينالإندو
 مـن  مكافئـة  وم وأضيفت حج،} مع بعض التّعديلات )17( موصوف سابقاً    بروتوكول وفق
 المحرض على   الاستنبات مدة حضن الخلايا في وسط       دامت. ة الشاهد الآبار إلى نولالإيثا

 فـي .  شكلياء الخلايا مجهريـاً    مراقبة ما خلاله وجرى الوسط تغيير   دون أسبوعينالتمايز  
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 PBS بدارئة الخلايا   غسلت حيث الخلايا بأحمر السودان،     تلوين الخامس عشر، قمنا ب    يومال
 تثبيـت كل بئر وجرى إلى  مكل من محلول الفورمالين 100دره   ثم أضيف حجم ق    ،مرتين

 الخلايا عدة مـرات  ت غسلة، الخطوة التّاليفي. الخلايا مدة ساعة كاملة داخل خيمة العزل      
 وحضنت الخلايـا    ،%60 مكل من الإيزوبروبانول بتركيز      100 وأضيف   طر،بالماء المق 

أحمر السودان في    محلول مكل من    100بعد إزالة الإيزوبروبانول، أضيف     .  دقائق 5 ةمد 
 إثرهـا   دقائق تـم 5 ة، وحضنت الخلايا مد  )2:3 بنسبة(مزيج من الإيزوبروبانول والماء     

 الخلايا بالماء المقطر بلطف حتى الحصول على غسول خـالٍ           بغسلإزالة أحمر السودان    
 إيجابيـاً    أبدت تلوينـاَ   التي الزيت   يرات أخيراً توثيق وجود قط    جرى و ،من اللون الأحمر  

  .   ة السودان في الخلايا المتمايزة باستخدام المجهر المقلوب المجهز بكاميرا رقميبأحمر
   والمناقشةالنتائج

 ـ الجمعيـة  لجنة الخلايا الجذعية المتوسطة والنسيجية المنبثقة عـن          وضعت ة العالمي 
 متطلبـات  International Society for Cellular Therapy (ISCT)للمعالجـة الخلويـة   

 على وتشمل هذه المعايير قدرة الخلايا    ، الجذعية المتوسطة  لخلايا أدنى لتعريف ا    كحد ثةثلا
 ؛ الصنعي بوجود المـصل الوسط في الاستنبات البلاستيكية في شروط     بالسطوحالالتصاق  

 الجذعية  للخلايا المميزة) CD90 و ،CD105، CD73( عن المستضدات    هاوإيجابية تعبير 
تعبيرها عن المستضدات المميـزة للخلايـا       ) أو ضعف  (سلبية الآن ذاته    في و ،ةالمتوسط

 ـ       قدرتها وأخيراً،   ؛CD34الجذعية المولّدة للدم مثل      أو  ةٍ على التمايز إلـى خلايـا عظمي 
ةٍشحمي  19،  18(مواد كيميائية خاصة  / بعوامل نمو  لتحريضها كنتيجةٍ ةٍ أو غضروفي( . وبنـاء 

 فراتو من التجارب التي تختبر      مجموعة في هذه الدراسة بإجراء      اقمن ،على هذه المتطلبات  
 الخلايا التي قمنا بعزلها مـن عينتـي الحبـل           في MSCs لـالخصائص المميزة لخلايا ا   

  .السري
 سبرنا لعددٍ من البروتوكولات المنشورة فـي الـدوريات          بعد ، نتائج دراستنا  أظهرت

 لعـزل الخلايـا     يطلى بروتوكول تطبيقـي بـس      من التوصل إ   تمكّننا ،العلمية التخصصية 
 الحبل السري المأخوذة مـن الـولادات        نات عي سمتاتّ. الملتصقة من نسيج الحبل السري    

 التـي  العينات تلك ل الصارمة النّقل شروط رغم ، جرثومياً بتلوثها) 3/3 (جميعهاالطبيعية  
، وهو الأمر الذي أشـار       احتوى المضادات الحيوية الملائمة    اًعقيم استنبات   وسطتضمنت  

 منها لعـدم    التّخلّص في الآن ذاته     حتّمأثناء الولادة، و  في  إلى إمكانية تلوث الحبل السري      
 من عينتي الحبل الـسري     أي في حين لم تبدِ   .  شروطٍ عقيمة  فيقابليتها للاستنبات الخلوي    

  .  أي تلوثٍتين قيصريتينالمأخوذتين من ولاد
 من بقايـا  -قدر الإمكان - للتخلص   PBS الـ   بدارئة بشكل متكرر     الحبل السري  غُسِلَ

.  والبـيض المرافقـة    مـر  الدم الح  كريات منالخثرات المتبقية في أوعية الحبل السري و      
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 مـن نـسيج     المتحـررة  الخلايا   وجمعت Iعولجت قطع الحبل السري بإنزيم الكولاجيناز       
 هذه المرحلة وسميت ، أيامأربعةات مدة ستنب ثم حضنت في وسط الا   بالتنبيذ،الحبل السري   

 صـغيرة أو  نسائل ختامها في الخلايا تلك شكّلت بعض إذْ ،Passage 0 (P0) 0 لإمراربا
نزعت الخلايا عن السطح البلاستيكي أنزيمياً بفعل إنـزيم         ). a.1الشكل  (متوسطة الحجم   

 مـا  ل إلى فلاسك لتشكّ   ونقلت ستنباتالا بعثرت الخلايا جيداً في وسط        ومن ثم  ،التريبسين
 الأعظمـي   التمـادي  دون   مالدى وصول الخلايا إلى     . (P1) الإمرار الأول    خلاياأسميناه  

 ت أعيدت الخطوات السابقة باستعمال إنزيم التريبسين وبعثر       ،)b.1الشكل  %) (80-90~(
ير  الجـد  من).  حتى تاريخه  P10 إلى   P2 من( الإمرارات المتتابعة    على للحصولالخلايا  

 Lag Phase بطور تلكّـؤٍ  (P1) الإمرار الأول خلايا ت كلتا العزلتين، مرفيبالذكر أنه و
 عوامـل  فراتـو  بالبطء الشّديد رغم     خلاله الخلايا   مو ن واتسم قرابة الأسبوع،    استمربدئي  
 المتوسطة، وهو   الخلايا لتكاثر   المخصص Mesencult ستنباتالا يؤمنها وسط    التيالنمو  

 أيـام قبـل   7-4 يراوح بين Lag Time تلكؤ وجود زمن عنمع ما نشر سابقاً ما يتوافق 
في اليوم العاشر للزرع، لوحظ بـدء انقـسام   . )10،  7(بدء الخلايا الجذعية بالانقسام المتتابع    

 أيام، مع 5-4 قرابة Doubling Timeالخلايا بشكل متسارع، بحيث بلغ زمن التضاعف 
  .  زمن التضاعف مماثلاً في الإمرارات الأخرى وكان، أيام4-3تجديد الوسط كل 

  

40X100X 200X

a b c

  
نسيلة من الخلايا الأولية المعزولة مـن       . a: الخلايا الجذعية المتوسطة في الزجاج    ) 1 (الشكل

، )40Xتكبير  ( المزروعة في الزجاج     b .MSCs،  )100Xتكبير  (هلامة وارتون   
c .همان المختلفـان،   ن للخلايا الجذعية المتوسطة يشير إليهما الـس       ان مختلف انمط

) السهم الصغير (وخلية مكعبة الشّكل    ) السهم الكبير (حيث تبدو خلية مغزلية الشّكل      
  ).   200Xتكبير (

  
 البروتوكول  باتباعم،  196 - الخلايا المعزولة بالتجميد ضمن الآزوت السائل،        حفَظَت
 Cell Viability وجرت مقايسة عيوشـية الخلايـا   ،)methodsالطرق  (أعلاهالمشروح 

اختبرت عيوشـية الخلايـا بعـد       . بالاعتماد على إقصاء أزرق التريبان في الخلايا الحية       
، وهـي   %90 تقارب الـ    نسبةً عيوشية الخلايا    متوسط وبلغ   ،تجميدها وإعادة فك التجميد   

من جهة أخرى، لم يلاحظ وجود أي فارق فـي  . نسبة مرتفعة وملائمة للتطبيقات المختلفة    
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 الـذي وصـل إلـى    اً التي استمر إمرارها لاحقخلاياالبلايا بعد التجميد مقارنة  شكلياء الخ 
 الخلايا  هذه من   جزءٍ بإمرار لاحقاً   نستمروس. الإمرار العاشر حتى زمن كتابة هذا التقرير      
 أن تجتازها مع المحافظـة علـى     الخلايا لهذهلتحديد العدد الأقصى للإمرارات التي يمكن       

 ة وقدرتها على التّمايز، مـع          خصائصها المورفولوجيطحية وتعبيرها عن المستضدات الس
 ـدرستالإشارة إلى أن تقارير سابقة      صنعي تكاثر الخلايا الجذعية المتوسطة في الوسط ال

 تلـك   سـواء  للخلايـا،    اً إمـرار  50 إلى   30 بين   كانت قد اقترحت عدد إمرارات تراوح     
  .    )7، 5(المعزولة من الحبل السري أم من نقي العظم

 فـي  أحد أهم التحديات التي تواجه الباحثين في حقل الخلايا الجذعية المتوسـطة    يكمن
 عدة أنماطٍ وجود ى أشارت العديد من الدراسات إل   وقدعدم تجانس محضرات هذه الخلايا،      

 عن بعـض    تعبيرها مستوى   في و مورفولوجياً اًبعض بعضها   عن تختلف التيلهذه الخلايا   
 الناحيـة المورفولوجيـة التمييـز       من استطعنا ، دراستنا سياقفي  . سطحيةالمستضدات ال 

 بدا الـنمط    بينما الصنعي؛   الوسط ضمن شروط الزرع في      لخلايا ا منبسهولة بين نمطين    
الـشكل  (النمط الأول   بالأول مفلطحاً وكبير الحجم بدا النمط الثاني مغزلياً وأصغر مقارنة           

1.c .(      للخلايا المتوسطة المعزولة مـن      أنأشير إليه سابقاً من     تتوافق هذه النتيجة مع ما 
 الـنّمط  يمثّـل .  وربما وظيفتهـا   ، الخلايا شكلياءن يختلفان في    ي شائع نينمطالحبل السري   

  تحت الوعائيـة الخلايا تسمى التي مباشرة تحت أوعية الحبل السري    الواقعة الخلايا   الأول
PVCs، خلايا مسطحة وشبيهة بالمكعب      وهي Cuboidal      لنمط با وذات نمو بطيء مقارنة

 عـن   اً تكاثراً وأعلى تعبيـر    وأسرع حجماً   أصغر مغزلية الشكل    خلاياالذي يبدو ك   الثاني
 أن  بالـذكر  الجـدير و. )20،  10،  7( المميزة للخلايا الجذعية المتوسطة    ةالمستضدات السطحي 

ذعيـة الـسدوية     ثالث صغير جداً من الخلايـا الج       نمطٍ ذكرت وجود    قدإحدى الدراسات   
 إلـى الـسيتوبلازما     النّـواة  بنسبة و تكاثره بسرعة   تسمالمعزولة من نسيج الحبل السري ي     

 فـي  تغيـراتٍ  حدوث من الفارق في سرعة تكاثر الأنماط المختلفة للخلايا      يمكّن. )9(عالية
 ل وربما من تحـو    ، مع زيادة عدد الإمرارات الخلوية     اًنسبة هذه الخلايا إلى بعضها بعض     

 البدئية للخلايا والتّالية    الإمرارات متباينة الأنماط في     جمهرة المتوسطة من    الجذعيةلايا  الخ
 ذلـك   ر وهو ما يستوجب اختبا    ة، خلايا متجانسة في الإمرارات اللاحق     إلىمباشرة للعزل   

 مورفولوجيا الخلايا من إمرارات مختلفة وشدة التعبير عـن مستـضداتها            مقارنةعملياً و 
  .    ا اختلاف قدراتها على التمايزالسطحية، وربم

 الخلوي إيجابية الخلايا المعزولة للمستضدات السطحية       بالجريان نتائج التنميط    أظهرت
 ،CD90، CD105، CD13، CD117المميزة للخلايا الجذعية المتوسـطة التـي تـشمل        

  المميـز  CD34 التعبير سلبياً أو أصغرياً عن المستضد السطحي         كان حين   في ،CD44و
 مـنخفضٍ  مـستوى  هذه النتائج على   تدلّ). 2الشكل   (HSCsللخلايا الجذعية المولّدة للدم     

 ما دفعنا إلى تعريفها على      وهذا ،CD34 لـ الملتصقة الإيجابية التي أبدتها الخلايا      منجداً  
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   فـي تجاربنـا     CD34 لم تتجاوز نسبة الخلايا إيجابيـة المستـضد          إذْ ،CD34dim/negأنّها  
 المستـضد  عن جهة أخرى، أظهر تحليل نتائج الجريان الخلوي تعبيراً قوياً           من %.1الـ  

 CD105المستضدات الأخرى المميزة للخلايا الجذعية المتوسطة    ب مقارنة   CD44السطحي  
 جميعاً على أهميـة   وتتوافق هذه النتيجة مع معظم الدراسات الأخرى التي تدلُّ ،CD117و

هـم الـذي    ملدور ال إلى ا  نظراًيا الجذعية المتوسطة     على سطح الخلا   CD44التعبير عن   
 الخلايا والتصاقها، وتآثرهـا مـع       هجرة في glycoprotein البروتين السكري    هذا يؤديه

  . )ECM)8 ،21 ،22 المطرس خارج الخلوي مع المجاورة والخلايا
  

a b c

ed f

  
 كما يبدو في     وهو ،ز للخلايا الجذعية المتوسطة   مرتسم المستضدات السطحية الممي   ) 2 (الشكل

 ,+a-f :(CD90+, CD13+, CD44+, CD105) (المنحنيات الممتلئـة (الأشكال 
CD117+, CD34-/dim المنحنيات الفارغة(الأضداد الشاهدة ب، وذلك مقارنة(. 

  
 الخلايا الجذعية المتوسطة المعزولة من الحبل السري كموناً للتمايز إلى ثلاثـة             تمتلك

 العديـد مـن   رت أشاكما. )18(ة والعظمية، والشحمية،روفيأنماط رئيسة من الخلايا؛ الغض 
 وبهدف. )27-22(وعصبية ةٍ الخلايا إلى خلايا عضلي    هذهالتقارير الحديثة إلى إمكانية تمايز      

 خلوية  أنماط إلى التمايز   على نسيج الحبل السري     من بعزلها قمنا التياختبار قدرة الخلايا    
 الخلايـا المتوسـطة إلـى خلايـا         مايز ت لتحريض معدلاًئماً  أخرى، اتّبعنا بروتوكولاً ملا   

ميكرو  1(والهيدروكورتيزون  ) ل/ ميللي مول  0.1( الإندوميتاسين   باستخدام وذلك ؛ةشحمي 
 ـ ئجأظهرت النتا . )11(FBSمن  % 5 على   ويحاال IMDMفي وسط   ) ل/مول راً فـي    تغي

الخلايا الشاهدة التـي    ب مقارنةها   في أحجام  وزيادة التمايز   وسط ب رضةشكلياء الخلايا المح  
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 وفي). a،b،d،e 3الأشكال ( الإستنبات في شروط التجربة    مدةحافظت على شكليائها طيلة     
 تلونـاً   أبدت دسمة بحجوم مختلفة     قطيرات معظم الخلايا المتمايزة ل    اكتناف جلياً   كانحين  

 ـ    تشاهد قطيـرات     لم،  )3fالشكل  (إيجابياً لدى استخدام أحمر السودان        وندسـمة ذات تل
   فقـط   الإيثـانول  بوجـود    اسـتنبتت  الخلايا الشاهدة التـي      ضمنإيجابي بأحمر السودان    

 تمكّننا من تحريض تمايز الخلايا الجذعية المعزولـة فـي           ئجتدعم هذه النتا  ). 3cالشكل  (
  .لات حويصضمن مختزنةٍ الدسم من قطيرات كتنفمختبرنا إلى خلايا شحمية ت

     

d. 200X

a. 200X

f. 200X

c. 200Xb. 400X

e. 400X

  
. d شاهدة وMSCsخلايا . a. تمايز الخلايا الجذعية المتوسطة إلى خلايا شحمية )3 (الشكل

خلايا . 200X .(bتكبير ( محرضة على التمايز إلى خلايا شحمية MSCsخلايا 
MSCsشاهدة و e . خلاياMSCs ضة على التمايز إلى خلايا شحميةتكبير ( محر

400X .(c . خلاياMSCsشاهدة و f . خلاياMSCsضة على التمايز إلى  محر
بعد تلوين الخلايا بمحلولي غيمزا وأحمر السودان ) 200Xتكبير (خلايا شحمية 

    ). تشير الأسهم إلى مواضع قطيرات الدسم المتلونة بأحمر السودان(
    

 امتلاك الخلايا المعزولة في مختبرنا جميع الـصفات         بقوة و بكليتها النتائج السابقة    تبين
 التـصاقها  سواء من حيـث  ،in vitro في وسط صنعي المستنبتةيا الجذعية المميزة للخلا
 علـى   قـدرتها  أم ،MSCs السطحية المميزة لـ     للمستضدات امتلاكها أم ،على السطوح 

 هذه  تعد. التمايز في الزجاج إلى خلايا شحمية بوجود مواد كيميائية محرضة على التمايز           
 إلـى  المعزولـة  المتوسطة الجذعيةمايز الخلايا   مشجعة للشروع في تحريض ت     النتائج جد 

 الإفـادة مـن الخلايـا       مكانيـة  محرضات نوعية، واختبار إ    مأنماط خلوية أخرى باستخدا   
 خـصائص   من الإشـارة إلـى أن   لا بد  ولكن. المتمايزة في المعالجات الخلوية المستقبلية    
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 الكائندقة خصائصها داخل     ب عكسالخلايا الجذعية المتوسطة وتمايزها في الزجاج قد لا ي        
 الحيin vivo، إذا وعلى ةعواملبالحسبان  أخذنا ما الأخصة في / البيئة الميكرويغريالص

 السيتوكينات وعوامل   إفراز في ذلك    بما وتمايزهاالحي التي قد تؤثّر في تكاثر هذه الخلايا         
 فإن مـن  ذلك، لاً عنفض. )2(النمو التي تتعرض لها هذه الخلايا ضمن النسيج الذي تقطنه         

 على التمايز في الزجـاج قبـل     ذعيةل تحريض الخلايا الج   فضأيغير المعروف حتى الآن     
 حريضٍ نقل هذه الخلايا دون ت   مق الطب التجديدي، أ   ائ العضوية كإحدى طر   داخل إلىنقلها  

ة  الجذعي الخلايا إلى أن    ةأشارت دراسات عد  وقد   ؟مسبقٍ على تمايزها في الوسط الصنعي     
 لتقـوم   ة العضوية الحية إلى مكان الأذية النسيجي      ضمن تنتقل قدالمتوسطة غير المتمايزة    

 تقارير حديثة بينت أن تحسن الوظيفة       الفرضية هذه   دعمت. )28(بتعويض التالف من الخلايا   
 نتج عن   قد جرذية لعضلة القلب لدى الجرذان بعد زرع خلايا جذعية متوسطة           الانقباضية
 وليس بالضرورة عن تمايز الخلايا المزروعة       المغترسة الجذعية للخلاياالإفرازية  الوظيفة  

  .)9(إلى خلايا العضلة القلبية
  

  اتالاستنتاج
 لعـزل    بحثنا هذا هو الأول على المـستوى الـوطني          أن -وبحسب معلوماتنا - نعتقد

 وضـع  في سهمناأ ونأمل أن نكون بهذا قد       ها، وتمايز وتنميطهاالخلايا الجذعية المتوسطة    
 لاحقـاً فـي     هـا  والإفادة من  ، لعزل هذه الخلايا وتكثيرها، وحفظها بالتّجميد      لأساسحجر ا 

 خلويـة واعـدة للعديـد مـن         علاجية بدائل   لإيجاد البحثية و السريريةالتطبيقات المختلفة   
  .المستعصيةالأمراض 
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