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زراعة الخلايا الحيوانية Animal Cells Cultivation      


منذ بداية القرن العشرين ازدادت أهمية زراعة الخلايا الحيوانية والتي تشمل زراعة خلايا اللبائن، خلايا ذوات الدم البارد، خلايا الحشرات وغيرها باعتبارها ادوات في الدراسات الخاصة بعلم الاجنة وعلم الاحياء المجهرية والتي اعتمدت في البداية على عدد محدود منها وحديثا امكن انتاجها في انظمة معلقة Suspension او بوجود انظمة حاملة دقيقة Microcarier system ، وقد استخدمت تجاريا لإنتاج اللقاحات ضد شلل الاطفال، النكاف، الحصبة الالمانية وداء الكلب، وكذلك أنتاج الانترفيرون، والهرمونات، والأجسام المضاد وغيرها.
المشاكل التي تواجه هذه الزراعة تجاريا 

· حساسية الخلايا العالقة للشوائب الموجودة بالماء.
· كلفة الوسط الغذائي المستخدم.
· التلوث الذي تسببه الاحياء المجهرية النامية عليه.
· تطورت هذه الزراعة باستعمال تقنيات حديثة منها اندماج الخلايا Cell fusion, نقل الكرموسومات وادخال البلازميدات.
خط الخلية Cell line: يتم الحصول على الخلايا الحيوانية اما من الخلايا السرطانية Cancer cells او من خلايا طبيعية Normal Cells وهذه يتم زراعتها صناعيا لتعطي مزارع مختبريه تكون على هيئة مزارع اولية او ثانوية.
المزارع الأولية Primary culture:- هي ادامة نمو خلايا ناتجة (مفصولة) من عضو او نسيج معين لكائن حي (كبد او كلية) او من الدم Blood  وتنمى في حاوية زجاجية او بلاستيكية مناسبة، وتمثل مورفولوجيا ووظيفا مجموعة غير متجانسة. ويمكن الحصول عليها ميكانيكيا او انزيما بمعاملة النسيج عدة مرات بانزيم Trypsin . وتكون المزارع الاولية على نوعين حسب نوع الخلايا في المزرعة.

 Adherent cells  الخلايا التي تحتاج الى الالتصاق anchorage dependent cells للنمو بشكل مزرعة ذات طبقة واحدة ملتصقة بسطوح الزجاج او الكولاجين او احد المعادن. وعادة تشتق من اعضاء مثل الكلية حيث تكون الخلايا مثبته او مغمورة في النسيج الرابط.
Suspension cells الخلايا التي لا تحتاج الى الالتصاق للنمو او لا تلتصق على اسطح اوعية الزرع وتسمى anchorage independent cells . وعادة تشتق من خلايا الدم مثل الخلايا اللمفاوية.
المزارع الثانوية Secondary cultures:- نحصل عليها من اعادة زراعة المزارع الاولية مختبريا primary culture is sub-cultured وتسمى عندها مزرعة ثانوية او خط الخلية  secondary culture or cell line ويستعمل مصطلح الزرع الثانوي Subculture او ( المناقلة passage) لوصف نقل الخلايا من وعاء زرعي الى وعاء زرعي اخر. والذي يكون مطلوبا دوريا لتوفير مغذيات جديدة و مساحة نمو لخطوط الخلايا مستمرة النمو.
وان خطوط الخلايا قد تكون محدودة النمو  Finite cell lines او مستمرة النمو  Continuous cell lines. 

خطوط الخلايا محدودة النمو  Finite cell lines: الخلايا لها عمر محدود وتستطع المرور بعدد محدد من الاجيال (تكون عادة 20-80 population doublings) ويكون نموها بطيئا جدا حيث يكون زمن التضاعف بحدود 24-96 hours ويتوقف في نهاية الأمر. لهذه الخلايا عدة ميزات هي (contact inhibition, density limitation and anchorage dependence.)
خطوط الخلايا مستمرة النمو Continuous cell lines:  الخلايا التي تحولت (transformed)، يستمر تحت الظروف المختبرية نموها لفترة غير محدودة فعندئذ تسمى خط الخلايا المستمرContinuous culture. هذه الخلايا تظهر ميزات معينة (ploidy (aneupliody or heteroploidy), absence of contact inhibition and anchorage dependence) وتنمو اما بطبقة واحدة او في العالق وسريعة النمو (doubling time can be 12-24 hours).
 وهناك العديد من مراكز تجميع المزارع الخلوية في العالم وأفضلها مركز تجميع المزارع الامريكي ATCC الذي يمتلك اكثر من 500 مزرعة.
نمو الخلايا و وظائف مكونات الوسائط Growing of cells (functions of media components)
الوسط الغذائي Nutrient medium:- يعتمد اختيار الوسط الغذائي على نمط الخلايا المستعمل، و يحتوي هذا الوسط على اربع مكونات رئيسية هي: وسط أساس Base medium ومصل Serum  ومضافات additives ونظام داريء Buffering system. يقوم كل من هذه المكونات بوظيفة معينة وبحسب تركيز كل منها بالاعتماد على دراسات أولية حول احتياجات الخلايا. 
يمكن تحضير هذه الأوساط مختبريا او الحصول عليها جاهزة اما بشكل سائل او مسحوق معقم ويفضل استخدام ماء نقي جدا للمزارع والتعقيم بالترشيح الغشائي. و يفضل تحضير المصل مرة واحدة فعند الاستعمال وبشكل وجبات عديدة تظهر اختلافات تركيبه في حالة تحضير لكل وجبه على حدة اضافة الى تفادي شحته في اوقات معينة. ويقوم المصل بعدة ادوار منها:
· يعمل كناقل للعناصر الغذائية ذات الوزن الجزيئي الواطيء وكذلك للهرمونات الضرورية للخلايا.
· يحمي الخلايا من الضرر الميكانيكي الذي تسببه الفقاعات الهوائية عند دخولها المفاعل الحيوي.
· يساعد على التصاق الخلايا التي تحتاج الى دعم ميكانيكي بالسطح.
ويختلف نوع المصل حسب الحيوان الذي اخذ منه وعمره وجنسه وحالته التغذوية وبالنظر الى كل هذه المشكلات السابقة فقد طورت أوساط غذائية خالية من المصل ولكنه من المهم اضافة عوامل نمو و هرمونات اليها. تضاف المكونات الاخرى مثل المضادات الحيوية والمحلول الداريء بظروف تعقيميه جيدة لتفادي التلوث ويتكون المحلول الداريء من مزيج من بعض الاملاح غير العضوية للمحافظة على الـ pH والضغط الازموزي في الوسط الغذائي، يحدث نمو مثالي للخلايا الحيوانية عندما يكون(7.2 – 4.2) pH .
منحنى نمو الخلايا حقيقية النواة   growth curve: في حال ترك مزرعة من الخلايا تنمو سوف نلاحظ منحنى نمو شبيه بالمنحنى الموضح في الصورة التالية:

Figure: Eukaryotic cell growth curve

طور التطبع  Lag Phase : الوقت الذي تستغرقه مجموعة الخلايا للتعافي من المناقلة وللالتصاق على سطح الوعاء الجديد والانتشار. في البدء يكون النمو بطيئا عندما تكون الخلايا مشغولة في تحريك الغذاء المخزون  والانزيمات اللازمة، لكن سرعة النمو تتزايد بالوصول الى نهاية هذا الطور.
الطور اللوغاريتمي او الاسي  Log/Exponential phase: تزداد في هذا الطور اعداد الخلايا لوغاريتميا حيث يكون تجهيز مناسب للمغذيات ، ويتضاعف عدد الخلايا بوقت سريع جدا.

طور الاستواء Plateau Phase: تتباطأ خلال هذا الدور سرعة نمو الخلايا او تتوقف نتيجة استنفاذ الوسط الزرعي او تكدس الخلايا. ونتيجة استهلاك المغذيات المجهزة وتراكم النفايات يحدث تباطؤ النمو حتى تتساوى سرعة انتاج خلايا الجديدة مع سرعة موت الخلايا الموجودة
أنظمة زراعة الخلايا الحيوانية :- 
يوجد نظامان لزراعة هذه الخلايا على النطاق التجاري وهما نظام مزارع الطبقة الواحدة ونظام الخلايا المعلقة:
1-  نظام المزارع ذات الطبقة الواحدةMonolayer cultures system :-

تحتاج الخلايا الحيوانية هنا الى سطوح تستند عليها لكي يستمر نموها على سطح المادة المدعمة الى ان يتغطى السطح بكامله بالخلايا، بعدها يتوقف النمو بسبب ما يسمى بتثبيط التلامس او الكثافة وهذا السبب ادى الى قلة استخدم هذا النظام تجاريا، ويتم أنتاج اللقاحات الفايروسية، الهرمونات، والأنترفيرونات بهذا النظام.


توجد عدة طرائق تتناسب مع هذا النوع من النمو منها انظمة القناني المدورة، المفاعلات المضاعفة المزودة بصفائح ، مفاعلات الأسطح الليفية وفي معظمها يتم تغطية الخلايا بوسط غذائي طازج وتوفير الظروف البيئية المتجانسة وقد يصعب استخدام هذا النظام تجاريا بسبب قله المساحة السطحية اللازمة لنمو الخلايا.

2- نظام الخلايا المعلقة Suspension cells system
يستخدم هذا النظام لجميع انواع الخلايا ومنها خلايا الانسان ومن أهم مميزاتها

- حجم المزرعة يكون كبيرا

- الكلفة الواطئة

-حالة الخلايا مستقرة لان المحيط متجانس

-سهولة استخدامها على النطاق التجاري

-يمكن ان تنمو خلايا متحولة (تشابه الخلايا السرطانية) في المزارع المعلقة عند انتاج المواد الصيدلانية وهذه تسبب نقل العوامل الضارة الى المنتوج لذا يجب تنقية المنتوج بعناية للتخلص من هذه العوامل 
وتستخدم الخلايا اللمفاوية لانتاج الكميات الكبيرة من الانتروفيرون البشري حيث تستخدم مزارع الخلايا المعلقة بنفس أسس تنمية خلايا الاحياء المجهرية في الأنظمة السائلة وهنا يستخدم خزان كبير من الحديد غير القابل للصدأ ومجهز بادوات تقليب تعمل مغناطيسيا.

* قد تشكل عملية التهوية عائقا لنمو الخلايا في هذه المزارع الكبيرة المعلقة حيث تسبب فقاعات الهواء ضررا للخلايا خاصة الهشة منها وللتغلب على ذلك تستخدم طريقة نشر الاوكسجين النقي على سطح المزرعة.
3- نظام الحوامل الدقيقة Micro carrier system: 
تم التغلب على معظم السلبيات السابقة بتنمية الخلايا التي تحتاج الى دعم سطوح تستند عليها، بتنميتها على سطوح جزيئات صغيرة والتي يمكن وضعها في معلق مع تحريك دقيق وبسيط. و يمكن ان تستعمل على نطاق تجاري. تبلغ كمية العوامل الدقيقة المستخدمة 5000 – 25000 \ سم3 لذا تعطي مساحة سطحية كبيرة لنمو الخلايا وهي ذات حجم يسهل معه حجزها في حالة معلقة.

بدأت مرحلة تطور التقنية منذ عام 1967 وقد استخدم في البداية حبيبات مغلفة بالدكسترين Cross-linked dextran مع مادة تسمى (DEAE) لمزرعة خلايا الإنسان لغرض أنتاج لقاح الفيروس شلل الاطفال Poliomyelitis، حلت هذه التقنية مشاكل التصاق الخلايا الناتجة عن كثافة الشحنة العالية في سطوحها. وجد ان استخدام تركيز الحبيبات يعادل (L\gm) قد شجع أنتاج مواد عديدة من الخلايا الحيوانية وزاد في قابلية نمو الخلايا وأطال وقت بقائها حية.

* وقد تطورت البحوث والدراسات لتحسين صفات الحبيبات المستخدمة لكي لا تؤثر على نمو الخلايا ,وتوفر هذه التقنية مميزات منها :-
1- تعطي منطقة سطحية واسعة لنمو الخلايا نسبة الى حجم المزرعة وتختلف هذه النسبة باختلاف تركيز الحوامل الدقيقة وهذه الزيادة يزيد من كثافة الخلايا لكل وحدة حجم مما يؤدي الى تركيز عالي من المنتجات.
2- تجعل المساحة الخاصة بالمخمرات اقل من الانواع الاخرى لكن بمستوى انتاجيه اعلى وباستهلاك افضل للأوساط الزرعية.
3- تكون السيطرة سهله على مختلف الظروف البيئية لمزارع الخلايا الحيوانية مثل CO2,O2,pH وغيره.
4- ترسيب وفصل الخلايا بعد انتهاء عملية الانتاج تكون ايسر من التقنيات الاخرى.
تكون الحبيبات مصنوعة اما من الدكستران، الزجاج Glass، البلاستك Plastic، الجلاتين Gelatin، السليلوزCellulose. اما انواع المواد المغلفة للحبيبات والتي تلصق عليها الخلايا هي بروتين المصلSerum، مادة Carboxy methyl cellulose ، Nitrocellulose و Cytodex ومادة Sephadex وغيرها

أهم الصفات التي تتصف بها الحوامل:-

1- يجب ان تكون الصفات السطحية للحبيبات مناسبة للخلايا لكي تلتصق وتتضاعف كثيرا.

2- كثافة الحبيبات يجب ان تكون اكثر بقليل من الوسط الزراعي لكي يتم الفصل بسهولة بعد الانتاج.

3- الاختلاف في حجم الحبيبات المستخدمة يجب ان يكون محددا في المزرعة لكي يكون التوزيع مع التصاق الخلايا منتظم.
4- يجب ان لاتكون سامة لنمو وبقاء الخلايا وايضا غير سامة للنواتج المستحصل عليها.
5- يجب ان تكون صلبة بما يكفي لكي لا تتفتت عند استخدام الرج اثناء الانتاج0
اختيار الحوامل الدقيقة يعتمد بشكل اولي على:
1- نوع المنتج المراد انتاجة في المزرعة: فمثلا في حالة أنتاج مواد خارج خلوية ضد فيروسات تستخدم حوامل دقيقة ومصنوعة من الدكستران اما اذا كانت الخلايا تحتاج الى ازالة المنتجات باستخدام انزيم التربسين Trypsin فيفضل استخدام حبيبات الزجاج الجلاتين.
2- شكل الخلايا المستخدمة في المزرعة: فمثلا للخلايا التي تشبه الاورام الليفية Fibroblast تستخدم حبيبات ذات قابلية التصاق جيدة وتشكل طبقة سطحية من الخلايا، اما الخلايا التي تشبه الخلايا الطلانية فتستخدم حبيبات كبيرة الحجم Macrocarrier عندما تكون الخلايا حساسة جدا.
· عند استخدام هذه التقنية في المفاعلات الحيوية Bioreactors ينصح باستخدام سرع تدوير واطئة لمنع ازالة وتحرير الخلايا للملتصقة بالحوامل المدعمة ويفضل استخدام مفاعلات ذات قاعدة دائرية بسبب منع الاستقرار وتجميع الحوامل عليها.
· يصعب إضافة الـ O2 للمفاعل الحيوي باستعمال موزع الهواء الذي يؤدي الى خلق مشاكل رغوة وبدلا من ذلك يضاف الأوكسجين لسطح المزرعة ويتم بتبادله ببطء مع المزرعة.
· يمكن استخدام الطريقة المستمرة Continuous culture في هذه التقنية وذلك باستخدام مرشح خاص يجهز الحوامل في المحلول ويسمح بعبور الوسط الزرعي بصورة مستمرة ويتم السيطرة على داله الحموضة وتركيز الغاز CO2 باستمرار بإضافة مواد NaOH او NaHCO3 وبعد انتهاء عملية التخمر يمكن فصل الخلايا عن العوامل باستخدام انزيم التربسين  Trypsinاو باستخدام الطرائق الفيزيائية.
الزراعة ثلاثية الأبعاد 3D 
في زراعة الأنسجة الحيوانية، يمكن أن تزرع الخلايا أحادي الطبقة على السطوح وهذه تسمى ثنائية الأبعاد (الزراعة التقليدية) أو تزرع داخل السقالات الليفية أو المواد الهلامية لتحقيق هياكل ثلاثية الأبعاد أكثر طبيعية شبيهة بالأنسجة.  وبين إريك سيمون، عام 1988، امكانية استخدام  الغزل الكهربائي لإنتاج سقالات ليفية  من البوليمر على نطاق دون المايكرون او نانوي للاستخدام كأساس لزرع الخلايا والأنسجة في المختبر. و بين هذا الاستخدام أن أنواع الخلايا المختلفة سوف ترتبط وتتكاثر على ألياف البولي بأبعاد كروية شبيهة بشكلها الملاحظ عادة داخل الانسجة الحية. وقد وصفت زراعة الخلايا في ثلاثة أبعاد بأنها "البعد البيولوجي الجديد". و في الوقت الحاضر، حاليا، هناك زيادة في استخدام زراعة الخلايا ثلاثية الابعاد 3D في مجالات البحث بما في ذلك اكتشاف العقاقير، و السرطان، والطب التجديدي والبحوث الأساسية لعلوم الحياة. التطبيق الرئيسي لزراعة الخلايا البشرية هو في صناعة الخلايا الجذعية، حيث الخلايا الجذعية الوسيطة يمكن استزراعها و حفظها بالتجميد لاستخدامها في المستقبل.  تطور هندسة الأنسجة المعتمدة عليها يمكن أن تقدم تحسينات دراماتيكية في الرعاية الطبية منخفضة التكلفة لمئات الآلاف من المرضى سنويا.
يمكن زراعة الخلايا ثلاثية الابعاد باستخدام سقالة ، أو بدون سقالة. الزراعة القائمة على سقالة تستخدم مصفوفة ثلاثية الابعاد لا خلوية أو مصفوفة السائل. الأساليب الخالية من السقالات تكون الخلايا في العالق. وهناك مجموعة متنوعة من المنصات المستخدمة لتسهيل نمو التراكيب الخلوية ثلاثية الأبعاد مثل هيدروجيل والسقالات الصلبة، ونظم خالية من سقالة مثل الاطباق منخفضة الالتصاق يستخدم فيها الرفع المغناطيسي باستخدام الجسيمات متناهية الصغر واستخدام اطباق القطرة المعلقة.
زراعة الخلايا هو عنصر أساسي في زراعة الأنسجة وهندسة الأنسجة، لأنه يحدد أساسيات النمو والحفاظ على الخلايا في المختبر. 
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