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CD34 الجذعية الدموية لمخلايا  تنميط المناعيدراسة العوامل المؤثرة في ال

حساب و +
 ISHAGEليا بتطبيق بروتوكول العدد المطمق 

 
 فيحاء أبو فخر

 الممخص
لتقييم عددىا  CD34+ الجذعية الدموية مخلايال لمتنميط  المناعي  ISHAGEبروتوكول يستخدم  ىدفو:خمفية البحث و 

في   التي تتدخل تحديد العوامللى إ الدراسةىدفت  جراء الصحيح ليذا التحميل.دون الإعدة عوامل تحول ا. وحيويتي
CD34تعداد الخلايا 

 . زدراعلما لذلك من دور في نجاح ال  لياوضبط ىذه العوامل لمحصول عمى عدد دقيق  +
بتطبيق بروتوكول  ، المناعي لمخلايا الجذعية الدموية  بتقانة التدفق الخمويجراء التنميط إ: تم الطرائق المواد و

ISHAGE   دراسة العوامل  التي يمكن أن تؤثر عمى تعداد الخلايا و CD34
مدة ىا و تركيز و  ،CD34ضد ىي نسيمة و +

كمعدل تدفق تتعمق بالجياز  التي عوامللاو ، اءالحمر  كرياتالمحمول الحال لمو  ،مدة تخزين العينةو ، امع الخلاي ياحضن
مريض في  11. طبقت الدراسة عمى عينات من تأثير ضبط القطاعات وبوابات التحميلو  ،التبعثر الأماميعتبة و ، العينة

-Gمشفى الأطفال قيد التحضير لمزرع الذاتي باستخدام الخلايا الجذعية المقطوفة من الدم المحيطي بعد التحريض بـ 

CSF . في  من الدم المحيطيو ، في اليوم السابق من عممية قطف الخلايا الجذعية من الدم المحيطي ناتعيتم سحب
 من منتج القطف.يوم عممية القطف و 

ن إ، عمى التواليMY10 (P =0.03 ,0.06 .)و  581أفضل من النسيمة  CD34 8G12نسيمة ضد  كانت:  النتائج
ل عمى تعداد الخلايا.  حصائياً إحل الكريات الحمراء بوجود مثبت انعكس بشكل ىام نَّ إ  % كان الأمثل.10تركيز الضد 
صحة مع  100وعتبة تبعثر أمامي  P= 0.04 ,0.02)خمية / ثا ) 3000معدل تدفق لمخلايا ىذه العوامل بد أن يرافق 

عدادات  CD34في الحصول عمى تعداد صحيح لمخلايا  كبيراً   وراً دتؤدي حيث جياز الضبط بوابات تحميل البيانات وا 
+ .

CD34أضعاف من الخلايا  7احتوى منتج القطف عمى 
  29.98±  175مقارنة مع الدم المحيطي بعد التحريض ) +

 خمية / مكرولتر(. 300±1250  مقابل
تحسين استثمار ىذه العوامل لالتركيز عمى  العوامل المؤثرة في تعداد الخلايا الجذعية متعددة. ل بد منإنَّ : الستنتاجات
 . زدراعلمحصول عمى العدد الدقيق لمخلايا الجذعية لما لذلك من أىمية في نجاح عممية ال  ISHAGE  بروتوكول

CD34عد الخلايا  ،الكممات المفتاحية: التنميط المناعي
 .ISHAGEبروتوكول  ،+
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Study of the factors affecting the immunophenotyping of CD34
+
 

hematopoietic stem cells and their absolute count by applying  

ISHAGE protocol 

 
Faihaa Abu Fakher


 

Abstract 
Background and objective: ISHAGE protocol is used for immunophenotyping CD34

+
 

hematopoietic stem cells  to assess their number and viability. Several factors prevent its correct 

application. This study aimed to determine these factors and control them to obtain an accurate 

count  of CD34
+
 cells  which is the key of success of transplantation. 

Materials and Methods: Immunophenotyping of hematopoietic stem cells was performed using 

flow cytometry technicque by applying ISHAGE protocol with variables that effect the count of 

CD34
+
 cells. Factors were antibody anti-CD34 clone, its concentration, duration of incubation,  

duration of sample storage,  Lysing solution and factors related to the device such as the flow 

rate, Forward Scatter threshold,  adjusting sectors and analysis gates. The study was applied on 

samples from 11 patients of the Children's Hospital prepared for autotransplantation using stem 

cells harvested from peripheral blood after G-CSF mobilisation. Samples were drawn from 

blood the day before harvesting, the day of  harvesting and from the apheresis  product. 

 Results: The anti-CD34 8G12 clone was better than 581 and MY10 clone (P = 0.06, 0.03, 

respectively). The concentration of 10% of anti- CD34 antibody was optimal. The erythrocytes 

lysing solution with fixative had a significant effect on the cells count. These factors must be 

accompanied by a flow rate of 3000 cells/sec (P= 0.02, 0.04), a threshold of 100 with correctly set 

data analysis gates and device settings which  play a major role in obtaining a correct CD34
+
 

cells count. The apheresis product contained 7 times more cells than the peripheral blood after 

stimulation (175   ± 29.98  versus 1250±300  cell /µl). 

Conclusions: Factors influencing stem cells count are multiples. It is necessary to focus on these 

factors to improve the investment of ISHAGE protocol in obtaining the exact number of stem 

cells  because of its importance in the success of the transplantation. 

Key words: immunophenotyping, enumeration CD34
+
 cells, ISHAGE protocol.    
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 :والدراسة المرجعية لمقدمة ا .1
زدراع عمى مراكز الاالمشافي و في تمجأ المخابر الطبية 

CD34الـ إلى عد الخلايا مستوى الع
لتقييـ نوعية الغرائس  +

CD34حصاد الخلايا  وعدوتحديد م
عند تطبيؽ معالجات  +

تحريضية لزيادة أعدادىا في الدوراف المحيطي باستعماؿ 
الخلايا  غرائس. تشكؿ (2, 1)الأدوية أو السايتوكينات 

إحدى المعالجات الداعمة لمرضى الأوراـ الجذعية الدموية 
يف حديثاً والمعالجيف بجرعات عالية مف الإشعاع المشخص

 مف الدـ المحيطي. تؤخذ ىذه الخلايا أو العلاج الكيميائي
)منتج  نواتج فصؿ الدـ أو ,دـ الحبؿ السُّريوو  نقي العظاـو 

كانت ىذه الغرائس , سواء ( apheresis productsالقطؼ:
  مف المريض نفسو, أو مف متبرع Autotransplantذاتية 

قبؿ ازدراع ىذه  .Allotransplants (3-7)مطابؽ نسيجياً 
يا ئاحتوا مف حيث, لذلؾمتيا ءالغرائس لابد مف تقييـ ملا

وىو المعيار  ,عمى أعداد كافية مف الخلايا الجذعية الدموية
لضماف نجاح  فعاليتياو  ,الأساس لجودة ىذه الغرائس

2x10تطمب تأميف ي ذيال زدراعالا
 عمى الأقؿ جذعية خمية 6

 . (1)المريض  وزفكغ مف  1 لكؿ
 Flow)عبر استخداـ تقانة الجرياف الخموي ىذا التقييـ  يتـ

cytometry)  ًبأضداد  حيث يتـ وسـ ىذه الخلايا مناعيا
لايزاؿ . CD34 (8-11)موجية لمواسـ السطحي ليذه الخلايا 

 ISHAGE (The Internationalحتى الآف بروتوكوؿ 

Society of Hematotherapy and Graft Engineering 

protocol
CD34والمعتمد لمتنميط المناعي لمخلايا  ,(12) 

+ 
ى دخمت عمأ حيث خاضع لممراجعة والتقييـ,تحديد عددىا و 

دخؿ . (13,14)بعض التعديلات في سنوات لاحقة البروتوكوؿ
في العديد مف  رامج لضبط الجودةىذا البروتوكوؿ في ب

, وبرنامج (15)في بريطانيا NEQASنامج الدوؿ مثؿ بر 
CD34 Task Force  الذي تشرؼ عميو مجموعة العمؿ

في دوؿ  EWGCCA ةالأوربية لمتحاليؿ الخموية الطبي

عتمادية الذي وضعتو , وبرنامج الا(16)تحاد الأوربي الا
 CAPختصاصيي عمـ الأمراض الأمريكية )اجمعية 

Accrediting Program,) (CAP, 2014)((17 تعود .
 دقيؽو  بسيط إلى أنوأسباب اعتماد ىذه البروتوكوؿ عالمياً 

عالي الحساسية وقابؿ لمتطبيؽ باستعماؿ أي نوع و  سريعو 
المزودة  بطريقة التدفؽ الخمويمف أجيزة قياس الخلايا 

الناتجة ببرامج حاسوبية مخصصة لجمع وتحميؿ القياسات 
ف التطبيؽ الصحيح ليذا إلّا أ .مف الجرياف الخموي

تتدخؿ في  البروتوكوؿ عمى بساطتو تحكمو عوامؿ عدة
 أظيرت دراسة حديثة بأف  تعداد الخلايا الجذعية الدموية.

% مف المخابر الطبية المشاركة في أحد برامج ضبط 43
بالشكؿ  ISHAGEالجودة لـ تكف تطبؽ بروتوكوؿ 

تؤثر  مؿ التيأىـ العوامنا قي . في ىذه الدراسة(18) الصحيح
CD34الخلايا  دعدفي 

التطبيؽ الصحيح ليذا  تحد مفو  +
 . البروتوكوؿ

  :ووطرائق البحث  مواد  2. 
 : المواد والتجييزات .1.2

تنميط  تـحيث  2017و 2014تمت الدراسة ما بيف عامي 
أضداد وحيدة  باستخداـ الخلايا الجذعية الدموية مناعياً 

 8G12 (Clone), النسيمة CD34لػالنسيمة فأرية ىي ضد ا
(HPACA-2),  المصنفة في ورشة العمؿ الخامسة حوؿ

الفيكوايريثريف تنميط خلايا الدـ البيضاء, مقروناً مع 
((Phycoerythrin بػ الذي يرمزPE, (Catalog 

No.345802 ,) المصنفة في ورشة العمؿ 581والنسيمة  ,
, PEبيضاء, مقروناً مع الخامسة حوؿ تنميط خلايا الدـ ال

(Catalog No. 555822),  والنسيمة MY10   (Catalog 

No. 245689 ) مقروناً معPE .ضد الػCD45, النسيمة  مف
HLI1  المصنفة في ورشة العمؿ الرابعة حوؿ تنميط خلايا

                                  مقروناً مع الفموريسيف إيزوثيوسيانات الدـ البيضاء,
( (Fluorescein isothiocyanate يرمز لو بػFITC 
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(Catalog No.555482).  ؿ لكريات المحموؿ الحااستعمؿ
 FACS lysingعمى مادة مثبتة الحاوي  الدـ الحمراء

solution( ,Catalog No. 349202),  تحضير كما تـ
غير المشتمؿ عمى  دـ الحمراءاللكريات  المحموؿ الحاؿ

الأمونيوـ  ملاح وىي: كموريدالأ ـباستخدا مادة مثبتة
(Sigma catalog No. A-5666بيكربونات البوتاسيوـ ,)    

 (Sigma catalog No. P-4913 ,)والػNa4EDTA 
(Sigma catalog No. ED4SS,)  مف شركةSigma.   تـ

 Flow count (Coulter شراء معمؽ خرزات العد المتفمورة 

catalog No. 7547053)  مف شركةBeckman Coulter 
أنابيب التحميؿ . استخدمت )الولايات المتحدة الأمريكية(

أنابيب جمع و  (Falcon, 352054)مؿ  5المعقمة سعة 
نع اتحوي عمى م  Vacutainer tubesعينات الدـ بالتخمية 

. استخدمت EDTA (Catalog No. 356457)تجمط  
( لتقييـ حيوية Sigma, C979Q87 (صبغة أزرؽ التريباف 

   Olympus. لخلايا وتمت قراءة التمويف بمجير ضوئيا
اعتمدنا في ىذه الدراسة طريقة العد التي تعتمد عمى 

 (14) ( single platform-ISHAGE) استعماؿ جياز واحد

التدفؽ مف الطراز  بطريقةىو جياز قياس الخلايا و 
FACSCalibur   الجياز الموجود في ىيئة الطاقة الذريةو .

 FACSCompالمزود ببرنامج و ي التحميؿ المستعمؿ ف
لجمع  CellQuest-Proولضبط إعدادت الجياز وببرنامج  

-BDالفموسايتومترية, مف شركة   وتحميؿ القياسات

Biosciences  .)تـ ضبط )الولايات المتحدة الأمريكية
طاقـ ضبط معاوضة التفمور العمؿ عمى الجياز باستخداـ 

(Catalog No. 349502 ,) غمد التدفؽسائؿ و (Sheath 

fluid) (Catalog No.342003,  وسائؿ تنظيؼ منظومة
( مف Catalog No. 340345) (FACSCleanالتدفؽ 
 .)الولايات المتحدة الأمريكية( BD Biosciencesشركة 

 
 

 :عيناتال 2.2.
CD34دراسة كؿ عامؿ مؤثر في عد الخلايا مف أجؿ 

+ 
دـ المحيطي, مف ال اتعينالتـ جمع  ISHAGEبطريقة 

تـ الحصوؿ عمى العينات مف المرضى  منتج القطؼ. مفو 
طفؿ, في  11وعددىـ المحضريف لازدراع الخلايا, الأطفاؿ 

تـ  .بعد الحصوؿ عمى موافقة الأىالي, مشفى الأطفاؿ
 G-CSF (Granulocyteػبعد التحريض بال قطؼ الخلايا

colony-stimulating factor)  أخذ تـ أياـ.   5لمدة
أي في اليوـ  واحد العينات الدموية قبؿ قطؼ الخلايا بيوـ

جراء عممية إبنفس يوـ القطؼ قبؿ و  ,الرابع بعد التحريض
الإبقاء عمى ىذه العينات تـ  .مف منتج القطؼو  ,القطؼ

, 24,  4بعدلتحمؿ (, 18ºC-25عند درجة حرارة الغرفة )
 حسب مخطط ىذه الدراسة. جمعيامف  ةساع 48

    .طريقة تموين وتحميل العينة 3.2.
جراء الوسـ المناعي لكؿ عينة لدراسة تأثير كؿ مف إتـ 

,  8G12 ,581 ,MY10وىي  CD34ضد مختمفة لمنسائؿ 
كما قمنا بدراسة تأثير  .تركيزىا و مدة الحضف مع الخلايا

CD34عدد الخلايا في نة مدة تخزيف العي
 48  4, 24,لمدة +

ساعة كما درس تأثير المحموؿ الحاؿ لمكريات الحمراء مع 
تمت دراسة عوامؿ  ,مثبت أو بدونو. فيما يخص الجياز

 ,تتعمؽ بالجياز كشروط تمرير العينة مف ناحية السرعة
 ,ضافة الى عدد الخرزات المسجؿإ ,عتبة التبعثر الاماميو 

ضافة الى تأثير ضبط القطاعات إ ,الخلايا المسجمة عدد
ولكؿ عامؿ  ,كؿ عينة ةدراس متتوبوابات التحميؿ. 

سـ العينة, امؿ ب 5أنبوبيف معقميف سعة  بتعميـ ,مدروس
)لكؿ عينة مكرريف(, ويوضعاف في حامؿ أنابيب مناسب, 

يضاؼ . مكروليتر مف العينة 100ثـ ينقؿ إلى كؿ أنبوب 
العيار المناسب مف خميط الأضداد المتفمورة  إلى كؿ أنبوب

(Anti-human pan CD34-PEو ,Anti-human pan 

CD45-FITC والحضف في مكاف مظمـ عند درجة حرارة ,)
دقيقة, ثـ يضاؼ إلى كؿ أنبوب  30 أو20   لمدة الغرفة
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الحمراء والحضف في  لكريات الدـمؿ مف المحموؿ الحاؿ 2
يضاؼ  . دقيقة  15رة الغرفة لمدةمكاف مظمـ عند درجة حرا

مف معمؽ خرزات العد, ثـ  مكرولتر 100إلى كؿ أنبوب 
الخلايا المعد مسبقاً  تدفؽ تحمؿ العينة مباشرة بجياز قياس

لتحميؿ التفمور المناعي ثنائي الموف وفؽ تعميمات الشركة 
الصانعة, وتسجؿ لكؿ أنبوب قياسات العدد المناسب مف 

بما يحقؽ شرط أو معيار جمع البيانات  أو الخرزات الخلايا
 المختار.

تحميل البيانات وحساب العدد المطمق لمخلايا   .4.2
CD34

 عمى جياز الفموسيتومتري يتـ تحميؿ القياسات  .+
بإنشاء قطاعات وبوابات تحميؿ وفقاً لما ورد في بروتوكوؿ 

ISHAGE (14) (. وىي كما يمي:1الشكؿ )  في وذلؾ كما 
قطي لمخلايا المتدفقة بدوف تفمور عبر جياز تمثيؿ ن (1

 Forword Satter FSC)الفموسيتومتري تبعثر امامي )
 .SSC (Side Scatterبمقابؿ التبعثر الجانبي )

لتضـ  G1= R1أو البوابة  R1يتـ انشاء قطاع تحميؿ  (2
CD45كؿ الخلايا 

وتستبعد كؿ الخلايا الأخرى والأشلاء  +
CD45 ((CD45 ةسمبيىالخموية التي تكوف 

وذلؾ في  ,-
بمقابؿ  Anti-CD45-FITC التمثيؿ البياني النقطي لتفمور 

 .SSC الجانبي الاتجاهبعثرة الضوء في 
-Anti-CD45(   في تمثيؿ بياني نقطي جديد لتفمور 3

FITC  بمقابؿ تفمورAnti-CD34-PE يتـ إنشاء قطاع ,
 .لتضـ خرزات العد المقاسة G6=R6أو البوابة  R6تحميؿ 

في تمثيؿ بياني نقطي جديد لتبعثر الضوء في الاتجاه 4) 
تجاه الجانبي ( بمقابؿ بعثرة الضوء في الا(FSCالأمامي 

SSC  نشاء قطاع تحميؿ إيتـR4  أو البوابة       
G4=R4 & G3  لتضـ الخلايا+

CD34 .الحقيقية 
CD34يتـ اختيار الخلايا  G1مف البوابة  5)

نشاء إويتـ  +
لتضـ كؿ  G2= R2 & G1أو البوابة  R2يؿ قطاع تحم
CD34الخلايا 

+ CD45
وتستبعد الممفاويات والوحيدات  +

-Antiوالمحببات وذلؾ في التمثيؿ البياني النقطي لتفمور 

CD34-PE  الجانبي  الاتجاهبمقابؿ بعثرة الضوء فيSSC. 
+يتـ اختيار الخلايا  G2مف البوابة  (6

CD34  التي تُعبِّر
CD45إلى متوسط عف بشكؿ منخفض 

, وتُضمّف في +
, وذلؾ في تمثيؿ G3= R3أو البوابة  R3قطاع التحميؿ 

بمقابؿ بعثرة  Anti-CD45-FITCبياني نقطي جديد لتفمور 
 .SSCتجاه الجانبي الضوء في الا

في تمثيؿ بياني نقطي جديد لبعثرة الضوء في الاتجاه  7)
نشاء إ عف خرزات العد بمقابؿ الزمف يتـFSC الأمامي 

لتضـ خرزات  G7=R7&G6أو البوابة  R7قطاع تحميؿ 
 العد المقاسة بتابعية زمف التحميؿ.

-Anti-CD45لتفمور  (2 الثانيفي التمثيؿ البياني النقطي 

FITC تجاه الجانبيبمقابؿ بعثرة الضوء في الاSSC يتـ .
لتضـ  G5=R5أو البوابة  R5إنشاء قطاع تحميؿ 

رنامج التحميؿ حساب أعداد الخلايا يطمب إلى ب .الممفاويات
أو الحادثات المسجمة في كؿ قطاع تحميؿ وبوابة تحميؿ تـ 

نشاؤىا لتستعمؿ في حساب النسبة المئوية والعدد المطمؽ إ
CD34لمخلايا 

 وذلؾ بتطبيؽ المعادلات التالية:  +
CD34عدد الخلايا 

+/lµ= 
CD34عدد الخلايا 

 عدد الخرزات المضافة xالمقاسة  +
 قاسةالم الخرزاتدد ع

  
CD34 النسبة المئوية لمخلايا   

+= 
CD34عدد الخلايا 

 المقاسة +
CD45الخلايا عدد 

 المقاسة +
  .تحميؿ عينة دـ كمثاؿ   (2)ويوضح الشكؿ 

المعالجة الإحصائية لنتائج حساب العدد المطمق  5.2.
CD34لمخلايا 

+: 
ؽ لمخلايا تـ تحميؿ التبايف في نتائج حساب العدد المطم

CD34
ختبار اتحت تأثير عوامؿ مختمفة وذلؾ بتطبيؽ  +

x  100 
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عمى فرؽ   One Group Variance testتحميؿ التبايف 
, StatView Version 4.57التعداد, باستعماؿ برنامج 

(Abcus Concepts Inc. .) اعتبرت قيمةP  0.05أقؿ مف 
 حصائية.إذات دلالة 

 

 
 

الفموسايتومترية بإنشاء قطاعات  تتحميل القياسا (: كيفية1الشكل )
 ISHAGE  CD34.تحميل وفقاً لما ورد في بروتوكولالوبوابات 

لفموريسين موسوم باCD45 (. CD34 PEموسوم بالفيكواريثرين  )
 .  CD45 FITC. FSC  :Forword Scatter)) ايزوثيوسيانات

SSC  : Side Scatter 

 
 

 
 

CD34مثال يوضح نتائج عد الخلايا : 2)) الشكل
في عينة دم كما  +

يبين مواضع وحدود بوابات أو قطاعات تحميل البيانات في التمثيلات 
 .البيانية النقطية المختمفة كما شُرح في الطرائق
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 المناقشةو  .  النتائج3
حساب العدد نتيجة  في تؤثرقد العوامؿ التي  تاختبُر 

و قد  ISHAGEبروتوكوؿ  بتطبيؽCD34 + المطمؽ لمخلايا
تمت دراسة ىذه العوامؿ عمى عينات الدـ المحيطي في يوـ 

عمى عدد ميـ  لاحتوائياالقطؼ وعمى منتج القطؼ وذلؾ 
 ,مقارنة مع عينات الدـ العادية الخلايا الجذعية الدمويةمف 
يـ عدد يلييا لتقإالتي نحف بحاجة الأساسية كونيا العينات و 

CD34الخلايا 
 .ضمنيا الموجودة  +

 حساسيةفرؽ ف إ CD34.  لضدا نسائل تأثير دراسة 1.3.
بروتياز و / أو الالنورامينيداز أنظيـ  تجاه CD34الجزيء 

المحددات المستضدية  لى تصنيؼإأدى  نتقائي لمميوسيفالا
(epitopes)  لمجزيء  أو ما نسمييا بالحواتـCD34 لى إ
 ئياً أو جز  اً كمي  حساسمف الحواتـ  Iالنموذج : ثلاثة نماذج

لمبروتياز فقط   حساس II نموذجلابينما  ,فالأنظيميلكلا 
تـ  .الأنظيميفغير حساس لكلا  III النموذج الثالثأما 

موجو   8G12و ىي CD34لمضد نسائؿ اختبار ثلاث 
 II.  MY10 تبط بالنموذجر ي III  581,لمحواتـ نموذج

ؼ كؿ تعر أف الدراسة ىذه أظيرت  .I عمى النموذج يتعرؼ
 عمى محددات مستضدية مختمفة مف الأضداد مف ىذه 

CD34 , تبايف في العدد المطمؽ لمخلايا الجذعيةلى إأدى 
( 1)الجدوؿ 5%بنسبة حوالي  581و 8G12 بيف النسيمتيف

((P= 0.06 يا العدد المطمؽ لمخلا حسابتبايف  بينما
 MY10باستعماؿ النسيمة % 20بحوالي قؿ بأ الجذعية
 .(P= 0.03 ) ىاـحصائي إبفارؽ و  1))الجدوؿ

 
 فيالمستخدمة     CD34ضد الـ نسيمة   تأثير نوع (1)   الجدول

CD34. الخلايا  د  عد   متوسط
+ 

 CD34ضد   نسيمة 
CD34+          
 دم محيطي

CD34+       
 منتج القطف

8G12 180 ± 20 1115 ± 54 

581 171 ± 35 1055 ± 32 

MY10 145 ± 24 890 ± 52 

 
عامؿ ىو  CD34أف اختيار نسيمة ضد الػلذلؾ مف الواضح 

ميـ في التحميؿ وأف تكوف النسيمة المنتجة لمضد مصنفة 
وفؽ نظاـ صفوؼ التمايز في ورشات العمؿ الخاصة 

و موجية ضد النموذج بالتنميط  المناعي لمكريات البيضاء, 
تفاعؿ الضد مع أغمب بالتالي يو  ,لثالث مف الحواتـا
شارة الفمورة الناجمة عف إوبذلؾ تكوف  لمحددات المستضديةا

 .الوسـ قوية
تـ دراسة  .ومدة الحضندراسة تأثير تركيز الضد  2.3.

 CD34لنسيمتي ضد % 15, 10, 5ىي و  ,ثلاثة تراكيز
8G12 ختلاؼ في نتائج حساب العدد اتبيف وجود 581. و

CD34المطمؽ لمخلايا 
 CD34باختلاؼ عيار ضد الػ +

 . بالنسبة لمنسيمة (2)الجدوؿ  كما ىو موضح في مستعمؿال

8G12  حيث كاف العدد  ,10%ىوالأفضؿ كاف التركيز
CD34لمخلايا  المطمؽ

مف أفضؿ باستعماؿ ىذه النسبة  +
بينما لـ يكف ىناؾ فرؽ عند  (P = 0.04) %   5تركيز

بالنسبة  .(P= 0.25) %15)استعماؿ التراكيز العالية )
 تحتاجنيا أكما  ,مف سابقتيا جودتيا أقؿ بقيت 581لمنسيمة 

عدد مف أكبر ( لتمويف  (15%مف الضد الى تركيز أكبر
 .الخلايا

CD34.متوسط عدد الخلايا  فيثير تركيز الضد تأ(: 2) الجدولا
+ 

 CD34نسيمة الضد 
 تركيز الضد
)%( 

CD34+   
 دم محيطي

CD34+  منتج
 القطف

8G12 
5 160±45 1050±149 

10 185±36 1255±133 

15 183±27 1256±116 

581 
5 155±45 997±125 

10 166±36 1204±143 

15 173±27 1230±101 
استعماؿ تراكيز مناسبة مف ىذه ىذا يؤكد عمى ضرورة 

الأضداد لتكوف نتيجة التحميؿ صحيحة, لأف استعماؿ 
تركيز منخفض مف الضد بيدؼ توفير المواد يؤدي إلى 

CD34ويف منخفض لمخلايا تم
 وبالتالي ستقع قياساتيا +
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واستعماؿ تراكيز عالية قد يكوف غير  خارج بوابة التحميؿ
مجدي وىدر لممواد لذلؾ يجب أف يحدد تركيز الضد منذ 

في  8G12النسيمة % و  10تـ اعتماد التركيز  .البداية
أظيرت  ,فيما يتعمؽ بمدة الحضف .الاختبارات التالية

مع الخلايا لمدة  للأضداداختلاؼ زمف الحضف أف  الدراسة
لذلؾ اعتمدنا  ,التحميؿنتائج في دقيقة لـ يؤثر  30أو  20

 دقيقة. 20ىو الوقت الاقصر و 
دراسة تأثير المدة الفاصمة بين الحصول عمى العينة  3.3.
CD34أف تعداد الخلايا بينت الدراسة  .جراء التحميلا  و 

+ 
بدرجة حرارة المخبر      لتخزيفيختمؼ باختلاؼ مدة ا

(18-25Cº) تخزيف العينة إلى رفع تعداد الخلايا  أدى , إذ
CD34

 (. 3, )الجدوؿ +
CD34الخلايا  عدد متوسطفي تأثير مدة التخزين   :(3الجدول )

+. 
 P سا 48 سا 24 سا 4 مدة التخزين
CD34+     
 دم محيطي

147 

±29.98 

152 

25.30± 
177 

±17.87 
0.25 

CD34+ منتج  
 القطف

1045   

300± 
1100 245± 

1204±2

78 
0.31 

حصائي في تعداد الخلايا إعدـ وجود فارؽ مف رغـ عمى ال
في منتج أو المدروسة في الدـ المحيطي الأوقات بيف 

لا أنو مف الواضح تأثر التعداد مع مرور الوقت إالقطؼ 
ض اخفى انلإيعود  ىذا قدو  ,لى الارتفاعإحيث يميؿ التعداد 

الأضداد تقوـ الخلايا الميتة بربط  وبالتالي ,عيوشية الخلايا
CD34ؤدي إلى رفع تعداد الخلايا مما يبشكؿ غير نوعي 

+ 
 أف درجة الحرارةإلى  الدراسات العالمية شير. تبشكؿ كاذب

4°C  لحفظ الخلايا المقطوفة مف الدـ الأفضؿ ىي
 C°4خزينو بيف بينما بالنسبة لنقي العظـ فيمكف تالمحيطي 

C°20 و
(19)

الحفاظ عمى العينة بدرجة  شرط ضبط   فإ .
العينات لأفَّ  دائماً  لـ يكف ممكناً  (25ºC-18) حرارة الغرفة

و ينفي حدوث انقطاع أيؤكد   ءشيلا و  ,تترؾ في المخبر
تـ تحري عيوشية الخلايا بتموينيا  .في التيار الكيربائي ليلاً 

حيث كانت  صيا تحت المجير الضوئيفحو  بأزرؽ التريباف

وارتفعت  %2ساعة  24خذة لمصباغ بعد نسبة الخلايا الآ
 ضرورةعمى ىذه الدراسة تدؿ   .ساعة 48بعد  5%لى إ

حفظيا بدرجة حرارة الإسراع في تحميؿ العينة بعد جمعيا, و 
 مناسبة.

النتائج  بينت .اءال لمكريات الحمر حتأثير المحمول ال .4.3
نوع المحموؿ الحاؿّ قد أثر في نتائج حساب  أف اختلاؼ

CD34العدد المطمؽ لمخلايا 
استعماؿ المحموؿ . عند +

لى إأدى , الجاىز تجارياً و  ,الحاؿ المشتمؿ عمى مادة مثبتة
الحصوؿ عمى عدد أعمى مف العدد الذي يتـ الحصوؿ عميو 

كما باستعماؿ المحموؿ الحاؿّ غير المشتمؿ عمى مادة مثبتة 
إف اختلاؼ نوع المحموؿ الحاؿ  (.4)الجدوؿ بيف في ىو م

CD34قد أثر في نتائج حساب العدد المطمؽ لمخلايا 
لأف  +

المادة المثبتة الموجودة في المحموؿ الحاؿ التجاري وىي 
مستضد عمى سطوح  - معقد الضدثبت يالبارافورـ الدىيد 

تصالبية بينما لا يتحقؽ   الخلايا مف خلاؿ تشكيؿ روابط
ؾ في المحموؿ الحاؿ غير المشتمؿ عمى مادة مثبتة وىذا ذل

CD34ما يفسر ارتفاع متوسط تعداد الخلايا 
عند استعماؿ  +

( 4الجدوؿ حصائي ىاـ )إبفارؽ المحموؿ الحاؿ التجاري 
ذلؾ فإف استعماؿ المحموؿ الحاؿ المشتمؿ عمى مادة ل

  مثبتة, يعطي نتائج تحميؿ أكثر صحة.
 

الخلايا  دعدمتوسط  فيتأثير نوع المحمول الحال  : (4) لجدولا
CD34

+. 

نوع المحمول 
 الحال

 مع مثبت
 )كموريد المونيوم

 (التجاري

 بدون مثبت
 تركيب يدوي()

P 

CD34+          
 دم محيطي

154 
±32.54 

120 
62.15 ± 

0.01 

CD34+       
 منتج  القطف

1240             

300 ± 
843 
245± 

0.002 
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ينة غمى جياز عالتأثيرات الخاصة بشروط تمرير ال 5.3 . 
FACScalibur 

لمتنميط المناعي عبر جياز  ف معدؿ التدفؽ المعتادإ
في تنميط  نحتاجخمية / ثا.  3000الفموسيتومتري ىو 

لى تسجيؿ عدد كبير مف الخلايا إ الخلايا الجذعية الدموية
خمية لزيادة حساسية  100.000لى إ 75.000يتراوح بيف 
 يعتبر نادراً  الدمويةالخلايا الجذعية تواتر لأف الاختبار 

بالتالي يتـ استخداـ معدؿ تدفؽ خموي و  ,ضمف العينات
معدؿ دراسة تأثير  تمت دراسة.  عالي لاختصار الوقت

عتبة  استخداـ و  (خمية / ثا 6000) دالمعتا ضعؼ تدفؽ
رة الضوء بزاوية أمامية القياسات عمى أساس إشارة بعث

 . 200, 150 100,تكوف   بحيث
الخلايا عدد  متوسط فيتأثير معدل التدفق لمعينة  :(5الجدول )

CD34. الجذعية الدموية
+

 

معدل تدفق 
 الخلايا

 خمية 6000
 / ثا

/    خمية 3000
 ثا

P 

CD34+          
 دم محيطي

350±76 166±27 0.02 

CD34+    
 منتج القطف

535±3500 1256±39 0.04 

إلى تبايف كبير  ىذه المتغيرات تؤديأف أظيرت الدراسة 
إف  .CD34جداً في نتائج حساب العدد المطمؽ لمخلايا 

CD34  اختلاؼ نتيجة حساب العدد المطمؽ لمخلايا
+ 

, ورفع عتبة القياسات (5الجدوؿ ) ,معدؿ التدفؽ باختلاؼ
, وىما FSCامية عمى أساس إشارة بعثرة الضوء بزاوية أم

يعود إلى أف معدؿ قد عاملاف متعمقاف بجياز التحميؿ, 
التي تدخؿ في  التدفؽ المرتفع يُخؿّ بقياسات خرزات العد

 أكبرفتكوف أعداد الخلايا المقاسة  معادلة الحساب لمعدد
يؤدي الى رفع  مماالعد المقاسة  خرزاتبكثير مف أعداد 
يظير  (2.3) الشكؿ .بشكؿ كاذب CD34تعداد الخلايا 

تج قطؼ يظير عدد الخرزات لعينة مف من تمرير نتائج
  في خمية  100.000تسجيؿ ما يقارب رغـ   12 المقاسة

G1  بعثرة ضوء غير   إلى الحصوؿ عمى مخططو أدى
كما يبدو في الشكؿ  المحممة لمخرزات في العيناتنموذجية 

   100أكثر مفرفع عتبة القياسات أدى ينما ب, 3.3))
إلى اختفاء إشارات  لمتخمص مف إشارات الأشلاء الخموية

و لذلؾ  (4.3) الشكؿ كما يظير في خرزات العد المُضافة
.  لذلؾ لابد مف الإبقاء عمى كاف مف الصعب عد الخلايا

منخفضة بما  قياساتمعدؿ تدفؽ منخفض وعمى عتبة 
يسمح بقياس أعداد كافية مف خرزات العد ولممحافظة عمى 

خطط بعثرة ضوء نموذجية لمعينات المحممة. كما وتؤكد م
.دفؽ العينة تىذه الدراسة عمى ضرورة مراقبة استقرار 
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 وامل المتعمقة بأداء الجياز عمى قياسات خرزات العديوضح تأثير الع FACSCaliburعن تمرير العينات عمى جياز  مثال  .(3) لشكلا

بعثرة ضوء غير نموذجية  . 3 : إلى خفض عدد خرزات العد المُقاسة أدى دفق المرتفعتمعدل ال . 2 .لقياسات الخرزات الشكل النموذجي 1.
دفق العينة بسبب وجود تعدم استقرار  5..  العدرفع عتبة  القياسات أدى إلى فقدان إشارات خرزات  . 4 بسبب معدل التدفق العالي. لمخرزات 

 .فقاعات ىوائية
 

2 

3 

1 

4 
5 
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دقيقة, وذلؾ خوفاً مف  15أثناء تحميميا, والذي قد يستغرؽ 
إجراء تنظيؼ  الأفضؿأية فقاعات ىوائية. مف تشكؿ 

دفؽ العينة وتنفيذ عممية تفريغ لمنظومة التدفؽ تلمنظومة 
التي تمييا, وذلؾ اليوائية بعد تحميؿ كؿ عينة و  الفقاعات مف

لمتخمص مف آثار العينة السابقة ومف أية فقاعات ىوائية 
تقترح  (.5 (3. دقيقة عالقة داخؿ منظومة التدفؽ, الشكؿ

, 100الإبقاء عمى عتبة القياسات عند القيمة  ىذه الدراسة
           دفؽ العينةتلاوالإبقاء عمى معدؿ منخفض 

رار التدفؽ في التمثيؿ ومراقبة استقخمية / ثانية(  3000)
البياني لتبعثر الضوء الأمامي عف خرزات العد بتابعية 
عادة تحميؿ العينة في حالة اضطراب التدفؽ,  الزمف وا 

 (.  5.3)الشكؿ 
العدد في تأثيره و  اختلاؼ معيار جمع البياناتفيما يتعمؽ ب 

CD34المطمؽ لمخلايا 
سواء كاف شرط جمع البيانات  , +

CD34خمية  100اسات ىو جمع قي
  , أو جمع قياسات+

 100.000و  75.000بيف , أو تسجيؿ قياسات  خرزة 1000
CD45خمية 

 يزيد لا حيث ,معنوية الاختلافات لـ تكف +
كمعيار لجمع أحدىا لذلؾ يمكف اختيار  %,2عف التبايف 
  .البيانات

  :بات التحميلابو تأثير ضبط القطاعات و  6.3.
CD34نتائج عد الخلايا  اختلاؼلدراسة ىذه ا تبين

+ 
باختلاؼ ضبط حدود قطاعات وبوابات التحميؿ, وىذا 

الذي يعطي أكبر تبايف في نتائج حساب العدد  العامؿ ىو
CD34المطمؽ لمخلايا 

 R1فعند توسيع قطاعات التحميؿ . +
10)مف 

10)الى  2
10مف  ) R2و  1

10)الى  3
, الشكؿ 2

عدد الخلايا  زاد خافتة التفمورلتضـ قياسات خلايا (, (4
CD34

بمقدار الضعؼ تقريباً, كذلؾ فإف توسيع حدود  +
الواقعة أسفؿ  events,  لتضـ الحادثات R4التحميؿ  قطاع

CD34مف عدد الخلايا  زاد المقياس 
ختلاؼ في ف الاإ. +

بشروط وضع حدود   لتزاـالا البيانات سببو عدـ جمع 

تفمور الخلايا فات تبعثر و قطاعات التحميؿ المتعمقة بص
CD34

 CD34عف المستضد  وىي أف ىذه الخلايا تعبر +
بقوة, وتعبر بشكؿ منخفض إلى متوسط عف المستضد 

CD45  وىي الصفة الأىـ, وليا صفات بعثرة ضوء جانبي
منخفضة, وصفات بعثرة ضوء بزاوية أمامية منخفضة إلى 

 R1متوسطة. لذلؾ يجب تقميص مساحات القطاعات 
CD34بما يفي بصفات تفمور وبعثرة الخلايا   R4, وR2و

+ 
تقترح ىذه الدراسة أف الضبط الصحيح  .(2الشكؿ ) ,لمضوء

لحدود قطاعات تحميؿ البيانات يجب أف يؤدي إلى 
الحصوؿ عمى تجمع نقطي منفصؿ تماماً لمخلايا في 

بمقابؿ تبعثر الضوء الجانبي  CD45التمثيؿ البياني لتفمور 
 (.2) الشكؿ ,R3ى قطاع التحميؿ الحاوي عم

 بعد ضبط العوامل CD34+ نتائج العد لمخلايا4. 
CD34تعداد الخلايا يختمؼ  . المدروسة

باختلاؼ نوع  +
عمى التعداد الأعمى  منتج القطؼالعينة, فقد احتوت عينات 

المحيطي بعد  اليدؼ مف قطؼ الخلايا مف الدـ يحقؽىذا و 
مف ىذه الخلايا. بمغ الأكبر لعدد التحريض لمحصوؿ عمى ا

CD34عدد الخلايا متوسط 
+ /µl  قبؿ الدـ المحيطي  في

 G-CSFبعد أربعة أياـ مف التحريض بػ و يوـ القطؼ 
في  بينما في صباح يوـ القطؼ بمغ العدد ±3.52  18.03

حوالي ي ما يعادؿ أ) 29.98 ± 175 الدوراف المحيطي
ىذا و  ,يوـ السابؽ لمقطؼضعاؼ العدد مقارنة مع الأتسعة 

ضرورة الالتزاـ بالتحريض خمسة أياـ حيث أف  يدؿ عمى
أعمى زيادة في العدد يكوف في اليوـ الخامس بينما بعد ذلؾ 

نجاح  تأخذ الخلايا بالتناقص.  يعكس ىذا العدد أيضاً 
التي قد تفشؿ لدى بعض  G-CSFعممية التحريض بػ

كيس القطؼ  بمغ متوسط عدد الخلايا في المرضى.
CD34

+/lµ 1250±300  أي أف تركيز الخلايا قد زاد
حوالي سبعة أضعاؼ عما ىو موجود في الدـ المحيطي 

ىو عدد ممتاز لمحصوؿ عمى و  ,بعد انتياء التحريض
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لإجراء  الكمية المطموبة مف الخلايا الجذعية الدموية
CD34كانت نسبة الخلايا  ع.ار دز الا

في الدـ المحيطي  +
في في الدـ المحيطي في يوـ القطؼ و ؿ يوـ القطؼ و بق

 .عمى التوالي %2.1%,1.13%, 0.025كيس القطؼ 
CD34إف نسبة الخلايا 

في الدـ المحيطي بدوف تحريض  +
 أظيرت. خمية /  مكرولتر( 5 أقؿ مف) %0.1 لا تتجاوز  

الخلايا بالدـ المحيطي بعد  نسبةفي  ارتفاعاً الدراسة نتائج 
 مقارنة مع عينات الدـ بدوف ضعفا 35 بما يعادؿ  لتحريضا

مقابؿ أقؿ  مف خمس خلايا /  خمية  175) تحريض
ىذا النوع  ىإل تفسر ىذه النتائج المجوء حديثاً مكرولتر (. 

الزروعات مف نقي  عف الخلايا بشكؿ كبير عوضاً  مف
والذي يحتاج إلى تخدير وتداخؿ في غرفة العمميات  العظـ

CD34الذي تشكؿ الخلايا  ـ الحبؿ السريد و مفأ
عادة  +

.% 0.1أقؿ مف 

 

 
10)من  R1 توسيع قطاعات التحميل  .  يظير الشكلضبط حدود قطاعات وبوابات التحميل (4الشكل .)

10)الى  2
10)من  R2 و  1

الى  3
(10

ذلك  كل الواقعة أسفل المقياس  eventsضم الحادثات ،  لتR4توسيع حدود قطاع التحميل  ، كذلكالتفمور لتضم قياسات خلايا خافتة  ،2
CD34يزيد من عدد الخلايا 

+.
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  الستنتاجات 5.
CD34لعد الخلايا  ISHAGEالعوامؿ التي ينطوي عمييا بروتوكوؿ  عدد مف ؤثري

كاف  نتيجة العد.  فيبدرجات متفاوتة  +
موجية لمحواتـ  CD34لا بد مف أف انتقاء نسيمة ضد  تعداد الخلايا.في تأثير ىاـ كيزىا تر نسيمة الضد المستخدمة و ل

فضؿ بكثير مف المحموؿ أالمحموؿ الحاؿ لمكريات الحمر الحاوي عمى المثبت يعطي نتائج النموذج الثالث. الحضف مع 
التعامؿ معو والتمكف نية التدفؽ الخموي والخبرة عمى الجياز و ف التعامؿ مع تقإالخالي مف المادة المثبتة. و  المحضر يدوياً 

تعاني . لماـ منو في ىذه التقنيةا  لى خبرة مف الفاحص و إكثر دقة يحتاج مف تحديد الشروط المثمى لمحصوؿ عمى النتائج الأ
 CD34+ يد منيجية لتعداد خلاياعدـ توحالعديد مف البمداف مف سوء تطبيؽ ليذا البروتوكوؿ ولا سيما استراتيجية التبويب و 

CD34تنفيذ منيجية تعداد خلايا السعي لمواءمة الجودة والاعتماد مف قبؿ ىيئات الاعتمادية  يتطمببيف المختبرات. لذلؾ 
+ 

مراعاة و  ISHAGEلبروتوكوؿ  ذه الدراسة ضرورة تدريب العامميف ذوي الصمة عمى التطبيؽ الصحيحنستنتج مف ى .(21 ,20)
بباقي أسوة  إنشاء برنامج ضبط جودة ليذا التحميؿالمتابعة عف طريؽ و  ,ىذا التحميؿفي افة العوامؿ التي تؤثر ك

حيث أف الحصوؿ عمى تعداد صحيح لمخلايا الجذعية وبكميات كافية ىو أساس نجاح عمميات  (15,16,17,20,)البمداف
   الاغتراس.
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