
 

 

  

 مروريمقاله 

 47- 72 :صفحات ،13890، بهار1شماره،12دوره،ناباروريوباروريفصلنامه

  سازي و عوامل موثر بر آن  شبيه 
  

  *5،1الفضل شيرازيابو، 1محمدمهدي آخوندي ،  4،3، امير حسن زرناني2، محمود جدي تهراني1سارا برجيان بروجني ،1يدريح بنفشه
  رانيا ،تهران ،نايس ابن ـ يجهاددانشگاهي ستيز علوم نينو يها يآور فن پژوهشگاه ،مثل ديتولي وتكنولوژيب پژوهشكده -1
  ايران تهران، سينا، ابنـ  جهاددانشگاهي زيستي علوم نوين هاي آوري فن پژوهشگاه ،مونوكلونال يباد يآنت پژوهشكده -2
  ايران تهران، سينا، ابنـ  جهاددانشگاهي زيستي علوم نوين هاي آوري فن پژوهشگاه كنولوژي،نانوبيوت پژوهشكده -3
  ايران تهران، تهران، درمانيـ  بهداشتي خدمات و پزشكي علوم دانشگاه ايمونولوژي، تحقيقات مركز -4
  رانيا هركرد،ش شهركرد، دانشگاه دام، نيجني فناور پژوهشكده ،ياديبني ها سلول و يساز هيشب گروه -5

  

  چكيده
كـوچكي كـه    است و به معني شـاخه   "Klon"يوناني  سازي، برگرفته از كلمة ، به معناي شبيهCloningواژه  :زمينه و هدف

سازي در حقيقت توليد مثل غيرجنسي و يا  شبيه. باشد مي ،و تبديل به يك درخت بارور گردد نمودهتواند خود را تكثير  مي
فاقـد   MIIسـلول سـوماتيك بـه تخمـك      DNAانتقـال   غالباً از طريقكه  استمتعدد از يك ارگانيسم  هاي تكثير كپي يا كپي

عليرغم مزايا و كاربردهاي گسترده اين فناوري ليكن بازده نامناسب آن بـه ويـژه در توليـد نتـاج بـا       .ابدي تحقق ميهسته 
ل وام ـعطـرح   ،گـردآوري ايـن  هـدف از  . مـوده اسـت  ن قابليت حيات قابل قبول، كاربرد آنرا همچنان با چالشي جدي مواجه

   .باشد ميژنتيك  كارايي روند شبيه سازي با تاكيد بر تغييرات اپي بر تاثيرگذار
 ,Scopus, PubMedهـاي اطـلاع رسـاني الكترونيـك، شـامل       منـابع ايـن نوشـتار بـا جسـتجو در پايگـاه       :روش بررسـي 

ScienceDirect هيچ دامنه زماني در نظر گرفته نشد و روند بـروز رسـاني تـا زمـان     در فرايند جستجو . آوري گرديد جمع
  .ارسال مقاله پيگيري شد

تئوريـك و   مستلزم ارتقا دانـش  كارايي اين فناوريافزايش با توجه به تعدد عوامل تاثيرگذار بر روند شبيه سازي،  :نتايج
به ويژه بلـوغ  (بلوغ تخمك كيفي بهبود شرايط طريق  ازانجام اين مهم  .باشد ميمراحل انجام كار  پيرامونفني  هاي مهارت

حداقل آسيب فيزيكي به سـاختار  ، اعمال MIIهمزماني سيكل سلولي سلول دهنده هسته باسيتوپلاسم تخمك  ،)سيتوپلاسم
در  و و الحاق سـلولي،  كشتتخمك در روند خارج سازي هسته تخمك و انتقال هسته دهنده، بهبود شرايط سايتواسكلتال 

وضـعيت همـه تـواني در هسـته سـلول       به منظور اعطـاي ژنتيك  تغييرات اپي القاي هاي موثر در جهت يت كاربرد روشنها
هـاي   با توجه به اهميت و نقش ترانس كريپتها و پروتئين. باشد پذير مي ، امكانريزي مجدد بهبود شرايط برنامهجهت دهنده 

در حمايت از تقسيمات جنيني تا مرحله فعال شدن ژنـوم جنينـي    MIIبا منشا مادري موجود در سيتوپلاسم تخمك مرحله 
)Embryionic genomic activation; EGA ( و نيز قابليت سيتوپلاسم تخمك مرحلهMII  در القاي برنامه ريزي مجدد هسته

ــوماتيك   ــلول س ــاني ) reprogramming(س ــت   EGAو همزم ــرانس كريپ ــخص ت ــاهش مش ــادري،    و ك ــا م ــا منش ــاي ب ه
reprogramming بايست همزمان با  ژنتيك مي هسته سلول سوماتيك مبتني بر تغييرات اپيEGA  معهـذا  . تكميل شده باشـد

گزينـي از وضـعيت دينـاميكي     از آنجائيكه الگوي تغييرات اپي ژنتيك در طـي رونـد تكـاملي جنـين در مراحـل قبـل از لانـه       
هـاي   بايست از الگوي اين تغييرات در جنين مجدد هسته مي ريزي هاي درماني در القاي برنامه برخوردار بوده، اتخاذ روش

  . طبيعي تبعيت نمايد
، لـيكن هـر گونـه    هـاي كارآمـد   روشا استفاده از در روند شبيه سازي بهاي حاصله  عليرغم تمامي پيشرفت :نتيجه گيري

ت شيميايي در جنين مرحله قبل بواسطه مداخلاتغييرات اپي ژنتيك ايجاد شده انحراف از الگوي طبيعي بيان ژنها ناشي از 
الوصـف   مـع . تواند نتايج نامطلوبي را در مراحل تكاملي فتوسي و حتي مراحل بعدي بدنبال داشـته باشـد   گزيني، مي از لانه

تغييرات اپي ژنتيك و مشخص نمودن عوامل اختصاصي ضروري موجود  فهم دقيق روند وقايع مولكولي طبيعي مرتبط با
هاي درگير در وقايع مذكور را فراهم نموده و بـدين   تغييرات اپي ژنتيك، امكان درك بهتر مكانيزمبا  در سيتوپلاسم تخمك

   .نمايد هاي مرتبط را ميسر مي ترتيب امكان بهبود بازده شبيه سازي و فناوري
  

  .شبيه سازي، خارج سازي هسته، برنامه ريزي مجدد هسته، تغييرات اپي ژنتيك :كليد واژگان
آخوندي محمدمهدي، ، امير حسن محمود، زرناني ، جدي تهرانيسارا برجيان بروجني ،بنفشه يدريح :مقاله اين به اداستن نحوه

  .47-72 :، صفحات2، شماره )1390( 12سال . و عوامل موثر بر آن سازي شبيه . ابوالفضل شيرازي

ابوالفضل : مسئول مكاتبه *
اي ه پژوهشگاه فناوريشيرازي، 

 هادجنوين علوم زيستي 
سينا، دانشگاه  دانشگاهي ـ ابن
: صندوق پستيشهيد بهشتي، 

  تهران، ايران ،19615 -1177
   :رايا نامه

shiraziabbas@yahoo.com 
a.shirazi@avicenna.ac.ir 

  

  8/7/89: دريافت
  1/10/89: پذيرش

  

D
ow

nloaded from
 http://w

w
w

.jri.ir

http://www.jri.ir


  
  
  
 

 1390بهار / فصلنامه باروري و ناباروري                                             

 سازي و عوامل موثر بر آن  شبيه JRI

48 

  

   هدف و نهيزم
و  Moran هـاي  نـام ه دو گوسـفند ب ـ  العاده پس از تولد خارق

Megan تو به دنبال تحقيقات Campbell و Wilmute  در سـال 
1995، Wilmute  موفـق بـه تولـد     1996و همكاران در جولاي
 ي شـده بـا اسـتفاده از سـلول    سـاز  اولين گوسفند شـبيه  ،دالي

شدند كه موجب تحسـين و   ،كاملاً بالغ و تمايز يافته سوماتيك
  ).1،2(تعجب ساير محققين گرديد 

هـاي قابـل    سال اخيـر تغييـرات شـگرف و پيشـرفت     15طي 
محققـين بـه منبـع     تحقق يافتـه و  1سازي در روند شبيه توجهي

سـازي  دست يافته و شـبيه  هسته هاي دهنده  وسيعي از سلول
هـا نظيـر مـوش، خرگـوش، خـوك، اسـب،        گونه بسياري ازدر 

د، بـز و  گوسفن ،گاوسگ،  گربه،، ميمون، موش صحراييقاطر، 
   .)3( است رسيدهانجام به با موفقيت ... 

عليرغم پتانسيل بالا و گستره وسيع كاربرد شبيه سازي در 
و  مختلــف، معايــب عديــده پيرامــون ايــن فنــاوري هــاي حــوزه
، كاربرد آن را از بعد كـارايي بـه   منفي حاصل از آن هاي پيĤمد

در خصوص كاربرد، مزايا و معايب شبيه . ه استكشاند چالش 
 .به موارد ذيل اشاره نمودبه طور اجمال توان  سازي مي

  سازي  مزاياي شبيه
از : هـاي جـانوري در معـرض خطـر انقـراض      حفظ گونه -1

ــدي   ــي هن ــاو وحش ــه گ ــژاد  )4( 2جمل ــاو ن ، )Han Woo )5، گ
و ) 8( 5قـوچ كـوهي مفلـون   ) 7( 4دار ، گاو كوهـان )6( 3گاوميش

  ).9( 6گربه وحشي آفريقايي
بـا توسـعه تكنيـك    : هاي جانوري منقرض شده گونه احيا -2

اي،  بـين گونـه   شبيه سازي و دست يابي به دانش شبيه سازي
هاي منقرض شـده از   محققين موفق به توليد مجدد برخي گونه

 9و گـرگ خاكسـتري   8گـرگ سـياه حبشـي    ،7جمله گرگ قرمـز 
اي از  ايده توليد جنين شبيه سازي بـين گونـه  ). 10،11(اند  شده
گـرگ خاكسـتري بـا     موفـق هاي منقـرض شـده بـا تولـد      گونه

                                                            
1- Cloning 
2- Gaur (B. gaurus)  
3- Yak (B. grunniens) 
4- Zebu (B. indicus) 
5- Muflon (O. orientalis musimon)  
6- African wild cat (F.silvestris) 
7- Canis rufus 
8- Canis simensis 
9-  Canis lupus 

چند (هاي سوماتيك گرگ مرده  استفاده از تخمك سگ و سلول
ــرگ  ــس از م ــاعت پ ــت   ) س ــوت گرف ــين ق ــن محقق   ). 5(در ذه

هاي منقرض شده از جمله  گونه حيايابه طوريكه امروزه تفكر 
ماموتهـا، دايناسـورها و    از حيوانات منقرض شده مانندبرخي 

با استفاده از اين تكنيك در برخي محافل علمي مورد توجـه  ... 
  ).8(قرار گرفته است 

هـاي   از طريـق دسـتكاري  : جـانوري  جديد  توليد يك گونه -3
اضـافه  درماني، حـذف خصوصـيات نـامطلوب و يـا      ژنوم، ژن

  ).1،2(نمودن برخي خصوصيات ويژه به ژنوم 
 تغييراتهاي برتر، تسريع روند  افزايش سرعت تكثير ژن -4

ودر نهايــت توليــد و تكثيــر ســريع نژادهــاي ) 12،13(ژنتيكــي 
  ).1(مقاوم به برخي از بيماريها 

مقاصـد اقتصـادي    اتوليد انبوه حيوانات ممتاز ژنتيكي ب ـ -5
)14،15.(   

سيت حيوان از طريق انتخاب نوع سلول دهنده انتخاب جن -6
)14،16.(  

با هسـته   10اي سيتوپلاسم تخمك درك بهتر تعاملات پايه -7
هـاي كنتـرل كننـده رونـد      سلول سوماتيك و بررسي مكانيسم

  .هاي ژنتيكي تكاملي جنين و چگونگي شكل گيري بيماري
 -پيشــگويي ســريعتر، ارزانتــر و بهتــر وضــعيت ســلولي -8

هاي ژنتيكي تقريبـاً   توليد كپي  موجود زنده بواسطه بيولوژيكي
  ).1،2(مشابه از آن 

و ) شبيه سازي درماني(هاي درماني جديد  توسعه تكنيك -9
هـاي انسـاني بـا توليـد      هاي سلولي جديد از بيماري ايجاد مدل

و تهيه منابع كافي و مناسـب از  ) قبل از لانه گزيني(انبوه جنين 
  ). 17( 11هاي بنيادي جنيني سلول
و  سـلولي در سـرطانها    ديناميسمكمك به درك صحيح  -10

  ).13( هاي بنيادي جنيني هاي سلول آشكار شدن پتانسيل
ــد    -11 ــه منظــور تولي ــه ب ــات تراريخت ــد حيوان تســهيل تولي

به دليل قابليـت و سـرعت تكثيـر بسـيار     : هاي دارويي پروتئين
هاي  سلول توان تعداد نامحدودي از هاي دهنده مي بالاي سلول

ــاقي  ــل ژن الح ــوان     12حام ــيت حي ــين جنس ــد و همچن را تولي

                                                            
10- Ooplasm  
11- Embryonic stem cells  
12- Transfected cells  

D
ow

nloaded from
 http://w

w
w

.jri.ir

http://www.jri.ir


  
  
  
 

 1390بهار / فصلنامه باروري و ناباروري                                                                                  

... و حيدري  JRI 

49  

شبيه سازي  در روش). 16,15(تراريخته را نيز مشخص نمود 
نقـص در  و مشكلات مطـرح در خصـوص احتمـال موزائيسـم     

بـه   DNAموقعيت استقرار كروموزومها كـه در روش تزريـق   
، منتفـي  است شايعداخل پرونوكلئوس تخمك لقاح يافته بسيار 

  ).17(گردد  مي
برنامـه ريـزي مجـدد     انجام مطالعات وسـيع در زمينـه   -12
، بررسي عملكرد ژنهـا و ژن درمـاني   2، نقش پذيري ژني1ژنوم

)15.(  
  سازي معايب شبيه

ــات مختلفـ ـ  -1 ــاد درج ــوزومي از   يايج ــتلالات كروم از اخ
ايـن  ): 9(تا تغييرات ساختاري شـديد كرومـوزومي   3آنپلوئيدي

وزومي بـه دليـل عـدم همزمـاني سـيكل      قبيل اخـتلالات كروم ـ 
هـايي   هاي دهنده و تخمك به خصـوص در گونـه   سلولي سلول

دهـد   باشـد، رخ مـي   سلولي در آنهـا كوتـاه مـي    كه اولين چرخه
 1به ترتيب با طول چرخـه   Xenopus, Rana(مانند دوزيستان 

فراوانـي ايـن   . و برخي از پستانداران نظير مـوش ) ساعت 3و 
 اسـت ) 19(داران بسيار كمتر از دوزيسـتان  اختلالات در پستان

، 64ميزان در گاو، گوسفند و موش بـه ترتيـب   به طوريكه اين 
  ).18(درصد گزارش شده است  93و  40
بـروز ايـن مشـكل را     :عدم بيان و يـا بيـان نـاقص ژنهـا     -2
هاي دهنده بـا   توان در پستانداران از طريق مجاورت سلول مي

در محـيط كشـت قبـل از انتقـال     تركيبات القـاء كننـده مناسـب    
اختلالات مشاهده شده در فنوتيـپ حيوانـات   ). 20(مرتفع نمود 

گرفته و اين تنـوع   سازي شده، از الگوي بيان ژنها نشأت  شبيه
بسته به نوع سلول دهنده متفاوت است  4گزيني حتي قبل از لانه

)21.(  
درصد آبستني و بقاء آن بسته بـه  : آبستنيميزان كاهش  -3
به عنـوان مثـال آبسـتني و     . باشد سلول دهنده متفاوت مي نوع

ســازي شــده بــا اســتفاده از  هــاي شــبيه زايمــان موفــق جنــين
هاي گرانولـوزاي جـداري بـالغ و     هاي كومولوس، سلول سلول
هاي اپيتليال اويداكت بـالا و ميـزان سـقط جنـين بسـيار       سلول

بـا  در حـالي كـه درصـد آبسـتني     . پايين گـزارش شـده اسـت   

                                                            
1- Genomic reprograming 
2- Genomic imprinting  
3- Aneuploidy  
4- Implantation  

هاي فيبروبلاست بسيار پايين است  هاي حاصل از سلول نجني
، 22-24(گردنـد   اول آبسـتني سـقط مـي    و اكثر جنينها در نيمـه 

هـاي شـبيه سـازي     الوصف درصد آبسـتني جنـين   مع. )15،18
تـر   بسـيار پـايين   IVF5 حاصل از هاي شده در مقايسه با جنين

  ).23،25(باشد  مي
هـاي   ده مانـدن جنـين  احتمـال زن ـ : كاهش تولد نتاج زنـده  -4

  سازي شده بدون توجـه بـه گونـه، بسـيار پـايين و بـين        شبيه
% 1هـاي دهنـده كمتـر از     و حتي در مورد برخي سلول% 10-1

  ).  2،16،19،24،26(گزارش شده است 
 هـاي عـدم بازسـازي تلومر  : تولد جنين با نقايص تكاملي -5

هاي اختصاصـي در   كروماتين سلول دهنده، بيان نادرست ژن
مراحل ابتدايي تكامل جنـين و زمـان تشـكيل جفـت يـا جنـين،       

ــي ژنتيــك   ــرات اپ ــه شــدن (الگــوي نادرســت تغيي ، DNAمتيل
تغييرات پـروتئين هيسـتون از قبيـل اسـتيله شـدن، فسـفوريله       

هاي مختلف  هاي كشت مختلف، روش ، كاربرد محيط...)شدن و
و كشت جنين زمينـه سـاز بـروز     7، الحاق6خارج سازي هسته

ايـن  بيشترين احتمال بـروز  . باشند ص تكاملي در جنين مينقاي
و  8رولاوم ـ(در مراحل ابتدايي رشـد و تكامـل جنـين    اختلالات 

  ).5،25(باشد  مي) بلاستوسيت
در گوسـفند، قسـمت اعظـم    : سـقط جنـين  ميـزان  افزايش  -6

ــاي   يهاآبســتن ــين روزه ــه اول، ب ــا ) 26،29( 35-60در نيم   و ي
در حاليكــه در گــاو، بيشــترين . دابنــي خاتمــه مــي) 29( 35-21

آبسـتني بـه خصـوص روز     30-60ميزان سقط بين روزهـاي  
) 23،27(آبسـتني   90و يا پس از روز ) 26،30(آبستني  40-30

هـاي   ، اخـتلالات و نارسـايي  سـقط شايعترين علـل  . دهد رخ مي
هــاي بــزرگ و محــدود  جفــت بــه ويــژه ادم، وجــود پلاســنتوم

) 30(، خونريزي كارنكولي )16،26( 9، هيدروآلانتوئيس)31،32(
. عنوان شده اسـت ) 30،33(كوتيلدونها   و كاهش تعداد و اندازه

تـوان بـه    هاي شبيه سازي شده مي از ديگر علل سقط در جنين
، اخـتلالات متـابوليكي   )26,16(هـاي تنفسـي و ريـوي     نارسايي

ــوس   ــت مليت ــر دياب ــتلالات ادراري)24،26(نظي ــلي،  ، اخ ـ تناس

                                                            
5- In Vitro Fertilization  
6- Enucleation 
7- Fusion  
8- Morula 
9- Hydroallantosis  
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و ) 31(هـــا  كليـــوي بـــه خصـــوص در بـــره هـــاي نارســـايي
    .اشاره نمود )24(هاي كبدي  نارسايي

عليرغم مزايا و كاربردهاي گسترده شـبيه سـازي و درصـد     
 Sematic cellهـاي حاصـل از    توليد قابل قبول بلاستوسيست

Nuclear Transfer (SCNT)،     از نظـر  لـيكن بـازده ايـن روش
. باشـد  از حد انتظار مـي  توليد نتاج زنده و پايدار همچنان كمتر

با توجه به معايب و مشكلات عديده مذكور، هـدف از پـژوهش   
حاضر تشريح عوامل تاثيرگذار بر روند شبيه سـازي، معرفـي   

با تاكيد دستكاري اين تغييرات هاي  ژنتيك و روش تغييرات اپي
 در نتيـك دخيـل  ژ هـاي اپـي   بر اهميت و لزوم شناخت شـاخص 

  .باشد شده، مي يه سازيشبهاي  رشد و تكامل جنين
  

  يبررس روش
هـاي اطـلاع رسـاني     منابع اين نوشتار با جسـتجو در پايگـاه  

ــك،  ــاملالكترونيـ  Scopus, PubMed, ScienceDirect شـ
ــع ــد جم ــد   . آوري گردي ــي از كلي ــتجوي اينترنت ــد جس در فراين
، )مقالـه  epigenetic modification and SCNT )215هاي  واژه

Nuclear reprogramming and SCNT )299 و ) مقالــــه
Reconstructed oocyte and SCNT )232 بهـره گرفتـه   ) مقاله

آغاز جستجو هيچ دامنه زماني در نظر گرفته نشد و  يبرا. شد
  . تا زمان ارسال مقاله پيگيري شدرساني روند بروز 

 
  بحث

ــد     ــودن درصــد تولي ــايين ب ــراي پ ــددي ب ــل متع ــاكنون عل ت
هـاي   تمس ـختلالات عملكردي سيبلاستوسيست و وقوع بالاي ا

هاي شبيه سازي شده، عنوان شده است كه از  حياتي در جنين
هاي  نيتوان به ناهمگوني و ناسازگاري پروتئ مهمترين آنها مي

هـــاي ســـلول دهنـــده، هتروپلاســـمي  نيتخمـــك بـــا پـــروتئ
عدم برنامه ريزي كامل و مناسب ژنـوم هسـته   ميتوكندريايي، 

امناسب تغييرات اپـي ژنتيكـي سـلول    انتقال داده شده، الگوي ن
به ويژه متيلاسيون ژنوم و متيلاسيون و استيلاسـيون  (دهنده 

عــدم بيــان و يــا بيــان (بيــان نامناســب ، )غيرطبيعــي هيســتون
ــرداري  هـــاي جنينـــي و نقـــص در رونوشـــت  ژن) نـــاقص بـ

  .جفتي اشاره نمود هاي در سلول  imprintingهاي ژن
  

   سازي عوامل موثر در روند شبيه
ســازي را  عوامــل مــوثر در كســب موفقيــت در رونــد شــبيه

 ،سـلول تخمـك   ،1توان به عوامـل مـرتبط بـا سـلول دهنـده      مي
روش خـارج   ،همزماني سيكل سـلولي سـلول دهنـده و تخمـك    

انتقـال هسـته،    سازي تخمـك پـس از   سازي هسته، روش فعال
ــك هســته  ــي ژنتي ــرات اپ ــده و هتروپلاســمي   تغيي ســلول دهن

  .ه بندي نمودميتوكندريايي طبق
  دهنده سلول به مربوط عوامل -1

انتخاب نوع سلول دهنده يكـي از  : نوع سلول سوماتيك -1 -1
 SCNT2عوامل موثر و تعيين كننده درصـد موفقيـت در رونـد    

هاي مختلفي به عنوان سـلول دهنـده    تاكنون از سلول. باشد مي
: اسـتفاده شـده كـه بـه ترتيـب اهميـت شـامل        SCNTروند  در

شـده از   جدا(اي فيبروبلاست جنيني، فيبروبلاست بالغ ه سلول
گرانولوزي  ، 3، كومولوس)پوست، عضله، رحم، اويداكت و ريه

هاي ستيغ  هاي بنيادي جنيني، سلول ، بلاستومر، سلول4جداري
هـاي ژرمينـال    سـلول  ،6هـاي ژرمينـال جنينـي    سلول ،5تناسبلي

نابـالغ،  تليـال غـدد پسـتاني، سـرتولي      هـاي اپـي   ، سـلول 7اوليه
، ماكروفـاژ، لنفوسـيت، مونوبلاسـت،    Bو Tبـالغ   يها لكوسيت
  .باشند هاي عضلاني، كبدي، تيروئيدي و طحال مي سلول

پـس از تولـد دالـي،    : هاي فيبروبلاسـت جنينـي   سلول -1-1-1
سـازي بـه    تحقيقات صورت گرفته در زمينه شـبيه  قسمت عمده

ن خصوص در نشـخوار كننـدگان معطـوف بـه اسـتفاده از اي ـ     
علت اصلي اين انتخاب، . سلولها بعنوان سلول دهنده شده است

سرعت رشد و تكثير بالاي اين سلولها و پتانسـيل بـالاي آنهـا    
در انجام تقسيمات متوالي تا رسيدن به مرحلـه پيـري و مـرگ    

 مهمتـرين عيـب ايـن سـلولها، انـدازه     ). 14،22،34،35(باشد  مي
سـلول   ه انـدازه هـر چ ـ . اسـت ) mµ20-12(نسبتاً كوچـك آنهـا    

دهنـده و  (دهنده كوچكتر باشـد احتمـال تمـاس مـؤثر سـلولها      
. كمتر و بالطبع درصد الحاق سلولها كمتر خواهد بـود ) گيرنده

از طرف ديگر برداشتن حجمي از سيتوپلاسم، هر چند كوچك، 

                                                            
1- Donor cell 
2- Somatic Cell Nuclear Transfer 
3- Cumulus cell 
4- Moral granulosa cell 
5- Genital ridge cell 
6- Embryonic germ cell 
7- Primordial germ cell 
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در زمــان خــارج ســازي هســته، ســبب افــزايش فضــاي بــين  
ــابراين بشــده  ١زوناپلوســيدا و غشــاء پلاســمايي تخمــك  در ن

هاي كوچك به عنوان سـلول دهنـده،     صورت استفاده از سلول
اين معضل به ويـژه در  . كمتر خواهد شد بمراتبدرصد الحاق 

  ).10،34،35(نمايد  جلب توجه مي 2سازي شبيه عمولروش م
اغلـب ايـن سـلولها از    : هاي فيبروبلاسـت بـالغ   سلول -2-1-1

لي ايـن سـلولها   از معايـب اص ـ . گردنـد  پوست و عضله اخذ مي
هاي فيبرو بلاست جنينـي، نيمـه عمـر كوتـاه و      نسبت به سلول

و سـرعت  ) 16،35(تـر آنهـا در محـيط كشـت      پير شدن سـريع 
تنها مزيـت قابـل توجـه آنهـا     . است) 35،36(تر آنها  تكثير پايين

و G0 تر بودن بارز مرحله  روياني، طولاني يها نسبت به سلول
سلولي كمتر   سرعت سيكل سلولبا پير شدن . درآنهاست G1يا 
 افـزايش  G1 و يـا  G0و طول سيكل و نيز طـول فازهـاي    هشد

  ). 35،37(يابد  مي
ايـن سـلولها جمعيـت سـلولي     : هاي كومولـوس  سلول -3-1-1

هـاي گرانولـوزا    تري نسبت به سـلول  اختصاصي و تمايز يافته
در اواسـط   LHبوده كه به دنبـال افـزايش ناگهـاني هورمـون     

مزايـاي  ). 38(آورنـد   يز نهـايي خـود را بدسـت مـي    سيكل، تما
اصلي اين سلولها شامل استحصال سريع و آسان آنهـا بـدون   
وارد آمدن هرگونه آسيب به دام، مجاورت طبيعي اين سـلولها  
با تخمـك و احتمـالاً واكـنش متقابـل سيتوپلاسـمي بـين آنهـا،        
سازگاري بهتر با سيتوپلاسم تخمك، درصد بالاي الحـاق ايـن   

ولها بــا اووپلاســم، درصــد بــالاي توليــد بلاستوسيســت،  ســل
و نيـز توقـف طبيعـي سـيكل     ) 38-41(آبستني و زايمان موفق 
از . باشـد  مـي ) G1 )22،27،35و يـا  G0 سلولي آنهـا در مرحلـه   
توان قابليـت محـدود ايـن سـلولها جهـت       معايب اصلي آنها مي

رشد و تكثيـر در آزمايشـگاه، متوقـف شـدن رونـد تقسـيمات       
شـبيه سـازي   عـدم توانـايي   ني در مراحل ابتدايي تكامل و جني

مبني بر تولـد   يهاي گزارش). 35،40،42(اشاره نمود موجود نر 
در  روشنتاج زنده شبيه سازي شده به دنبال استفاده از ايـن  

  .وجود دارد) 46(و  بز ) 44،45(، موش )43(، خوك )41(گاو 
  ها دارايايــن ســلول: هــاي گرانولــوزي جــداري ســلول -4-1-1

  

                                                            
1- Periviteline  
2- Zona intact cloning 

هستند و ميانگين مدت زمان دو برابر شـدن   3خاصيت پرتواني
سـاعت   42±1/1ايـن سـلولها در محـيط كشـت     ) PD( 4جمعيت
ــن ســلولها، دسترســي آســان و  ). 47(اســت    مزيــت اصــلي اي

  آسپيراسـيون تخمـك   جمع آوري سريع اين سلولها بـه وسـيله  
قـف  توسط دستگاه لاپاراسكوپي و يـا سـونوگرافي و نيـز متو   

و تنهـا عيـب آنهـا،     G1و  G0 بودن سيكل سلولي آنها در مرحله
انحصـاري  سـازي   شـبيه امكـان  هاي كومولـوس،   همانند سلول

  ).48(حيوانات ماده است 
از بلاسـتومر را   سازي با استفاده شبيه: بلاستومرها -5-1-1

ايـن سـلولها داراي   ). 32(نامنـد   مي) EC( 5شبيه سازي روياني
تحقيقـات  . هسـتند ) 30(و يـا پرتـواني   ) 1( 6خاصيت همه تواني

سازي، اساساً معطوف بـه اسـتفاده از    اوليه در خصوص شبيه
بـا  . هاي جنيني به عنـوان سـلول دهنـده بـوده اسـت      بلاستومر

هاي سـوماتيك   توجه به اينكه اين سلولها نسبت به ساير سلول
باشند، پـس از انتقـال نيـاز بـه حـداقل مـدت        تر مي تمايز نيافته

). 10،28،34،49(دارنـد   7ريـزي مجـدد   ان لازم بـراي برنامـه  زم
اخيراً گزارشي مبني بر عدم نياز اين سلولها براي سازماندهي 
مجدد پس از انتقال و برنامه ريـزي خودبخـودي آنهـا وجـود     

از معايـب اصـلي اسـتفاده از ايـن سـلولها محـدود       . )49( دارد
سـازي شـده،    هـاي شـبيه   بودن تعداد آنها و طبعاً تعـداد جنـين  

هـاي حاصـله، كوتـاه     نامشخص بودن پتانسيل ژنتيكـي جنـين  
، مـوثر  )طول سـيكل سـلولي  % G1 )15بودن بارز طول مرحله 

نبودن روش همزماني كشت آنها در محيط حاوي مقادير پايين 
هاي شبيه سـازي بـا    عدم توانمندي جنين و%) 1/0-5/0( 8سرم

سـلولي   ه شـدن كولاستفاده از اين سلولها در عبور از مرحله ب
  ).16،28،34،36،49(اشاره نمود 

اين سلولها پرتوان و كاملاً : هاي بنيادي جنيني سلول -6-1-1
ــوژي داراي   ــه و از لحــاظ مورفول ــايز نيافت غشــايي نســبتاً تم

هــاي كــاملاً  بــا هســتكهســته كــاملاً بــزرگ وشــفاف شــفاف، 
و نســبت بــالاي هســته بــه سيتوپلاســم مشــخص و برجســته 

هاي چربي فـراوان    سيتوپلاسم اين سلولها وزيكولدر . هستند
                                                            
3- Pluripotency 
4- Population doubling 
5- Embryonic cloning 
6- Totipotency 
7- Reprogramming or remodeling 
8- Serum starvation 
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در گـاو  (اين سـلولها در پاسـاژهاي متعـدد    . گردد مشاهده مي
كاريوتيـپ  ) مـاه كشـت در آزمايشـگاه    12پاساژ يا  50پس از 

كنند و قـادر بـه تشـكيل اجسـام شـبه       طبيعي خود را حفظ مي
ــي ــه   . هســتند 1جنين ــين مرحل ــن اجســام، مشــابه جن ــاهر اي ظ

مختلف سلولها تمـايز   توانند به انواع ست است و ميبلاستوسي
معايــب اصــلي ايــن ســلولها مشــكل بــودن اســتخراج و . يابنــد

تخلــيص آنهــا، ســرعت رشــد و تكثيــر پــايين در شــرايط       
ــافتن   ــايين، خاتمــه ي آزمايشــگاهي، درصــد آبســتني بســيار پ
آبستني و سقط، به خصوص در نيمه اول آبستني كه غالباً بـه  

نقـص در تشـكيل كوتيلـدونها و يـا خـونريزي       دليل عدم و يـا 
ميانگين دو برابر شدن جمعيت ايـن  . كارنكولي است، مي باشد

  ).30،34(ساعت است  24هاي مختلف معمولاً  سلولها در گونه
انتخاب سلول دهنده بـا قطـر و   : اندازه سلول سوماتيك -2-1

جنـين   يو روند تكامل يهاي مناسب، درصد الحاق سلول ويژگي
در صورت انتخاب سلولي بـا قطـر   . دهد حت تأثير قرار ميرا ت

پلاسـمايي  ءبا غشـا  بسيار كوچك، به دليل عدم تماس مؤثر آن
كاهش يافته و حال آنكه با انتخاب  يتخمك، درصد الحاق سلول

سلولي با قطر بسيار بزرگ، عليرغم درصد الحـاق بـالا، لـيكن    
ــوزومي  ــي پلوئ (اخــتلالات كروم ــا پل ــدي ت ــدياز آنپلوئي در ) ي

هــاي حاصــله افــزايش و درصــد توليــد مــورولا و       جنــين
ــي     ــاهش مـ ــخص كـ ــور مشـ ــه طـ ــت بـ ــد ي بلاستوسيسـ ابـ

)12،14،26،31،33.(  
هاي اوليـه   تلاش: سلول سوماتيك  ت حيوان دهندهيجنس -3-1

هـاي   ، اساساً معطـوف بـه اسـتفاده از سـلول    SCNTدر زمينه 
اويـداكت،  هـاي اپيتليـال پسـتان، اپيتليـال      سـلول (حيوان مـاده  

. به عنـوان سـلول دهنـده بـوده اسـت     ) كومولوس و گرانولوزا
گزارشات ضد ونقيضي در خصوص تاثير جنس حيوان دهنده 

بـه   SCNTسلول سوماتيك بر روي كارايي و درصد موفقيـت  
  . خورد چشم مي

Hosseini   ــلول ــه س ــا بررســي و مقايس ــاران ب ــاي  و همك ه
ــاثير كومولــوس، فيبروبلاســت قــوچ و فيبروبلاســت مــي  ش، ت

جنسيت حيوان دهنده سلول را روي ميزان آسيب سلولي پـس  
، ميزان برنامـه ريـزي مجـدد    Perivitellineاز انتقال به فضاي 

                                                            
1- Embryoeid body 

سـلولي،   8-16هاي  ، درصد جنين3، درصد تسهيمNR(2( هسته
ت يمورولا و بلاستوسيست را منتفي دانسته و تنها تاثير جنس ـ

ايـن  . انـد  ش نمـوده سلولي گزار 5-8هاي  را روي درصد جنين
سـلولي شـبيه سـازي شـده بـا       5-8هاي  محققين درصد جنين
ــه طــور معنــي  اســتفاده از ســلول ــر را ب دار بيشــتر از  هــاي ن

و همكاران نيز با  Kato). 38(اند  هاي ماده گزارش نموده سلول
هـاي   اخذ شده از گاوهاي نر نابالغ و جنـين  يها سلول  مقايسه

هـاي مـاده، وجـود هرگونـه       نـين نر با گاوهاي مـاده بـالغ و ج  
ت حيـوان دهنـده و درصـد توليـد     يدار بـين جنس ـ  ارتباط معني

اين در حالي است كـه  ). 50(اند  بلاستوسيست را منتفي دانسته
و همكاران حاكي  Wakayamaو همكاران و نيز  Sticeگزارش 

دار بين جنسيت حيوان دهنـده و درصـد    از وجود ارتباط معني
بـه نحـوي كـه انتخـاب سـلول      . باشـد  ميتوليد بلاستوسيست 

دهنده از حيوان نر، درصـد توليـد بلاستوسيسـت را بـه طـور      
ليكن انتقال ايـن جنـين بـه    ). 30،45(دار كاهش داده است  معني

رحم حيوان، درصد آبستني بالاتري را به دنبـال داشـته اسـت    
)30 .(  

عليرغم عـدم وجـود    :سلول سوماتيك  سن حيوان دهنده -4-1
دار بين سن حيوان دهنـده سـلول و طـول سـيكل      يمعن ارتباط

سـلول سـوماتيك،    سلولي، ليكن با افزايش سـن حيـوان دهنـده   
ابـد  ي دار كـاهش مـي   درصد توليد بلاستوسيست به طور معنـي 

)51 .(Tian    هـاي اخـذ    و همكاران با مقايسـه و بررسـي سـلول
ــالغ   ، )ســاله 16ســاله و  10-12ســاله،  2(شــده از گاوهــاي ب

روزه، هـيچ   57  هاي تـازه متولـد شـده و جنـين هـاي       گوساله
سازي شده  هاي شبيه داري در درصد تسهيم جنين تفاوت معني

اند؛ لـيكن   هاي بالغ و جنيني مشاهده ننموده با استفاده از سلول
ــين  ــب جن ــلول  اغل ــاي حاصــل از س ــل   ه ــالغ در مراح ــاي ب ه

آبستني سقط شده و يا در صورت زنده مانـدن طيـف    پيشرفته
  ).15(سيعي از اختلالات را نشان دادند و

   :هاي دهنده سلول يهمزمان نمودن سيكل سلول: 5-1
سـيكل سـلولي در    :سيكل سلولي و طريقه كنتـرل آن  -1-5-1

، )مرحله رشد( 4هاي يوكاريوت شامل سه مرحله اينترفاز سلول

                                                            
2- Nuclear reprogramming 
3- Cleavage rate 
4- Interphase 
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 2و ســايتوكينز) مرحلــه تقســيم هســته( 1ميتــوز يــا كــاريوكينز
اينترفاز . باشد مي) هاي آن وپلاسم و ارگانلمرحله تقسيم سيت(

مهمترين و  G1بوده و  G25و G13  ، 4Sخود شامل سه مرحله 
برخي سـلولها از مرحلـه   . باشد ترين مرحله اينترفاز مي طولاني

G1   ــه ــارج و وارد مرحل ــكون ( G0خ ــه س ــي) مرحل ــد م . گردن
هاي اين مرحله بـا حفـظ فعاليـت اختصاصـي خـود، در       سلول

مراحل مختلف سيكل .  مانند باقي مي) كمون(رفعال وضعيت غي
هـاي مختلـف سيتوپلاسـمي كنتـرل و      سلولي بوسـيله پـروتين  

ــي ــيم م ــردد تنظ ــا، 6ســايكلينها. گ و ) Cdks( 7ســايكلين كينازه
سيكل سـلولي  مهمترين كنترل كنندگان  APC(9( 8سايكلوزومها

هاي مختلف داخل و خـارج   فعاليت آنها توسط مكانيسمبوده و 
   .گردد يم ميظلولي كنترل و تنس

يم كننــده رونــد ســيكل ســلولي، ظــهــاي تن از بــين ســايكلين
و G210فاكتورهـاي پيشـبرنده مراحـل   ( Bهـاي گـروه    سايكلين

M11( ســايكلين ،A ) فاكتورهــاي پيشــبرنده مراحــلS12  وM( ،
و ) G113مرحلــه  فاكتورهــاي پيشــبرنده( Eو D هــاي ســايكلين
نقـش مهمـي را   و  )Sمرحله  فاكتورهاي پيشبرنده( Kسايكلين 
مقادير اين سايكلينها در سلول با پيشرفت سـيكل  . كنند ايفا مي

  . نمايد سلولي تغيير مي
پيشرفت تقسـيمات  در كنترل روند خانواده سايكلين كينازها 

و بقـاء   ، تكثيـر سـلولها   Sبـه  G1 سلولي بـويژه تبـديل مرحلـه   
 لين كينـاز در پسـتانداران سـايك   .نمايند موجود زنده دخالت مي

سبب كنترل مرحلـه   Eو  Dهاي  با اتصال به سايكلين Cdk2؛ 2
G1  و با اتصال به سايكلينA   سبب كنترل مرحلهS گردد مي .

Cdk1  هاي  سايكلينبا اتصال بهA  وB   سبب كنترل مرحلـهS 
  Mو  G2ســبب كنتــرل مراحــل  Bو بــا اتصــال بــه ســايكلين  

بـا  نيـز   )CdK4, 5, 6(  6و 5، 4هـاي سـايكلين كيناز  .گـردد  مـي 
                                                            
1- Kariokinase 
2- Cytokinase 
3- Gap1 
4- Synthesis 
5- Gap2 
6- Cyclins 
7- Cyclin-dependent kinases (Cdks) 
8- Cyclosomes 
9- Anaphase-promoting copmplex (APC)  
10- G2- phase promoting factor (G2PF) 
11- M- phase promoting factor (MPF) 
12- S- phase promoting factor (SPF) 
13- G1- phase promoting factor (G1PF) 

سـيكل سـلولي    G1سبب كنتـرل مرحلـه    Dسايكلين اتصال به 
سطح اين سـايكلين كينازهـا در سـلول نسـبتاً ثابـت      . دنگرد مي

با توجه به اينكه فعال شدن آنها اساساً وابسـته بـه    كن؛ ليبوده
اتصال آنها به گروه فسفات سايكلين مربوط بـه خـود بـوده و    

باشـد، بنـابراين    سـيار متغيـر مـي   سطح سايكلينها در سـلول ب 
توجه به ميزان فعاليت سايكلين كينازها بسيار مهمتر از ميزان 

  . كمي آنها در سلول است
بــا  Aبــه ويــژه ســايكلين  Mفاكتورهــاي پيشــبرنده مرحلــه 

وارد هسته شده و سلول را بـراي رونوشـت    Cdk2اتصال به 
داري از با ادامه رونوشت بـر . نمايد آماده مي DNAبرداري از 

DNA سطح سايكلين ،E   سـايكلين  به شدت كاهش و سـطحB 
در اين مرحلـه سـلول وارد مرحلـه    . نمايد شروع به افزايش مي

G2 فاكتورهاي پيشبرنده مرحله . گردد ميM  سـايكلين  به ويژه
B  با اتصال بهCdk1  ،موجب شكل گيري دوك تقسيمNEBD ،

ــامي ژن ــراكم ش ــ توقــف تم ــرداري و مت دن هــاي رونوشــت ب
اين سايكلين با فعال نمودن سايكلوزومها . گردند كروماتين مي

)APC (برد سلول را به سمت مرحله متافاز پيش مي.  
نيـز  ) APC(مرحلـه آنافـاز   پيشبرنده كمپلكس سايكلوزومها، 

اين مجموعه محرك وقايعي هستند كـه منجـر   . شوند ناميده مي
فــتن در ســلول، از بــين ر Bهــاي  بــه كــاهش ميــزان ســايكلين

چسبندگي كروماتيـدهاي دختـر و تسـهيل جـدا شـدن آنهـا از       
 B، سـطح سـايكلين  APCبه دنبال فعال شدن . گردد يكديگر مي

دار افـزايش و   بـه طـور معنـي   D بسيار كاهش، سنتز سايكلين 
كروماتيدهاي دختر روي صفحه متافازي از يكديگر جـدا و بـه   

از طرف ديگـر سـايكلوزومها    .)52( جوانب كشيده خواهند شد
 Geminin (Gmnn). دارند Gemininسزايي در كاهش ه نقش ب
اسـيد آمينـه، وزن ملكـولي     200اي متشـكل از   ن هسـته يئپروت
بـوده و    APC-ubiguitinعضوي از سيستم و KDa 25 تقريباً
هاي مرحله  سلول. سزايي در كنترل سيكل سلولي دارده نقش ب

G1 تـدريج بـا شـروع مرحلـه     ه ن بوده ب ـيتئفاقد اين پروS  در
بــه حــداكثر ميــزان خــود  Mســلول تظــاهر يافتــه وتــا مرحلــه 

 بـدنبال فعاليـت زيـاد كمـپلكس     Mدر انتهـاي مرحلـه    .رسد مي
APC    يابـد  و سايكلين كينازها ميزان آن به شـدت كـاهش مـي .
سزايي در مهار لود شدن كمـپلكس  ه ن داراي نقش بيتئپرو اين

MCM )   ــرداري ــپلكس ضــروري جهــت آغــاز رونوشــت ب كم
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ــاريوت  ژن ــاي يوك ــاي پرو )ه ــرد فاكتوره ــار عملك ــي يتئ، مه ن
بـويژه   Brg1, Scmh1, SW1/SNFرونوشت برداري از جملـه  

cdt1 ) جلوگيري از رونوشت برداريDNA  رانـد   1به بيش از
مهمتـرين  ( cdt1وبيكويتيناسـيون  يهـار رونـد   ، م)در هر سيكل

آن، ) غيرفعـال شـدن  (وليز تئ ـو پرو) فاكتور رونوشت بـرداري 
تازه  DNAجلوگيري از رونوشت برداري مجدد (خاتمه ميتوز 

، كنترل روند تقسـيم و تمـايز   )Sرونوشت برداري شده مرحله 
و ) بويژه در سيستم اعصاب مركزي، اسكلتي و چشـم (سلولي 

نـده تقسـيمات سـلولي در راسـتاي تمـايز ســلولها      هماهنـگ كن 
ن بسـتگي تـام بـه نحـوه بيـان ژن      يتئميزان اين پـرو . باشد مي

Gmnn وليز تئ ـليكن با تمهيـداتي نظيـر كنتـرل رونـد پرو    . دارد
ubiquitin   مهـار رونـد مـذكور سـبب     (در زمان تقسيم ميتـوز

ر جديد رونوشت دوو شروع  Gemininكاهش مشخص ميزان 
تـوان تـا حـدودي     مـي  RNAiو نيـز  ) گـردد  مي DNAبرداري 

 فرايند خاموشي ژنها وابسته به RNAi. ميزان آنرا تنظيم نمود
RNA هاي سركوب كننده، خاموش كننده ژنها  باشد كه بنام مي

پس از رونوشت برداري و يا سـاپرس كننـدگان همزمـان نيـز     
اين فراينـد نقـش بسـزايي در تنظـيم عملكـرد      . شوند ناميده مي

هـاي مهـاجم بـه سـلول      هاي دفـاعي بـدن در مقابـل ژن    لسلو
، كنتـرل عملكـرد   ...)هاي ويروسي، انگلي، ترانسپوزونها و  ژن(

همچنـين  هاي فعال مرتبط با روند تكثير و تمايز سـلولها و   ژن
 RNAiبواسطه  Geminin مهار. يم نحوه بيان آنها داردظتندر 

متعاقـب آن  اي از ژنـوم و    سبب رونوشت برداري مجدد قطعـه 
اين موضوع در درمان سـرطان و تخريـب   . گردد آنپلوييدي مي

هاي توموري اهميت فراواني دارد چرا كـه بـدنبال مهـار     سلول
رشـد و تكثيـر   ) در عـرض چنـد روز  (ن به سـرعت  يتئاين پرو
. گـردد  هاي توموري كاهش و روند آپپتوزيس آغـاز مـي   سلول

هـاي تومـوري    ولز اهميت است كه هنوز سـل ئالبته اين نكته حا
اوليه و پـيش سـاز بـه ايـن اسـتراتژي پاسـخ مناسـبي نشـان         

  ).53(اند  نداده
با توجه به اسـتفاده   :انتخاب سلول مناسب جهت انتقال -2-5-1 

، SCNTبه عنـوان سـلول گيرنـده در رونـد      MIIهاي  از تخمك
شناخت و انتخاب سـلول دهنـده در مرحلـه مناسـب از سـيكل      

در ايـن بـين   . ري اجتناب ناپـذير اسـت  ام) G1و يا G0(سلولي 
ــلول    ــد س ــلولها مانن ــي از س ــبي    برخ ــرتولي و عص ــاي س ه

بـه طـور   ) 22،27(هاي كومولـوس   از سلول% 90و ) 22،27،47(
و يا  G0طبيعي و بدون اعمال هيچگونه برنامه همزماني در فاز 

G1 در همـين خصـوص برخـي از محققـين     . باشـند  متوقف مي
را بـه   جنينـي ولوس و فيبروبلاسـت  هاي گرانولوزا، كوم سلول

از سـيكل سـلولي بـه سـر      G1و يـا   G0دليل اينكه اغلب در فاز 
). 26(انـد   هاي مناسب جهت انتقال معرفي نموده برند، سلول مي

Tomii هاي فيبروبلاست گاوي فاز  و همكاران با مقايسه سلول
G0  وG1 هـاي فـاز    گزارش نمودند انتقال سلولG0    نسـبت بـه

انـد   همزمـان شـده   G1ي كه در اوايل و يا اواخـر فـاز   هاي سلول
شـوند و ايـن در    دار در تولد نتاج زنده مي موجب افزايش معني

 هاي فيبروبلاسـت ترانسـژنيك فـاز    حالي است كه انتقال سلول
G1  نسبت بهG0  درصد آبستني، تولد نتاج در افزايش مشخص

ال داشـته  زنده و قابليت ماندگاري جنين پس از تولد را به دنب ـ
و  S ،G1در صورت انتقال سلول سوماتيك مراحل ). 54(است 

G2    ــه ــم مرحل ــه اووپلاس ــ، MIIب ــته؛   گيتيخگس ــاء هس   غش
)NEBD(1  ــا؛ ــدن زودرس كروموزومهـ ــراكم شـ   ، PCC(2(، متـ

 DNAهسـته و رونوشـت بـرداري از    ء شكل گيري مجدد غشا
وقوع و شدت اين تحـولات بسـته بـه گونـه،     . حتمي خواهد بود

انتقال هسته، سن تخمك، نوع سلول سوماتيك، سـطح و   روش
اووپلاسم و مدت  MPF(3(رنده بلوغ فاكتور پيشبميزان فعاليت 

متفـاوت   MPFزمان مواجهه سلول سوماتيك با فعاليت بـالاي  
بـه   G2هـاي سـوماتيك فـاز     در صورت انتقال سلول. باشد مي

، اتفـاق افتـاده   PCCو  NEBD، سـريعاً  MIIاووپلاسم مرحلـه  
هــاي طويــل بــا دو  كرومــاتين متــراكم گرديــده و كرومــوزوم

سـپس بـه دنبـال شـكل گيـري      . كروماتيد تشكيل خواهند شـد 
صـورت   DNAمجدد غشاء هسته رونوشت برداري مجـدد از  

هاي وسيع كرومـوزومي   گرفته و جنين حاصله دچار ناهنجاي
، سـرعت  Sهـاي فـاز    در صورت استفاده از سلول. خواهد شد

PCC  پس از شكل گيري مجدد غشاء هسته، . خواهد بودكندتر
رونوشت برداري مجدد به طور كامل يا جزئي صورت خواهد 

هاي كروموزومي خواهد  گرفت و مجدداً جنين دچار ناهنجاري
   G1هــاي سـوماتيك فــاز   تنهـا در صــورت انتقـال سـلول   . شـد 

                                                            
1- Nuclear Envelop Breake Down 
2- Premature Chromatin Condensation 
3- Maturation Promoting Factor  
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و بـه   PCCو  NEBD، رونـد طبيعـي   MIIبه اووپلاسم مرحله 
. اتفاق خواهد افتاد DNAوشت برداري طبيعي از دنبال آن رون

بـه اووپلاسـم    G2در صورت انتقال سلول سـوماتيك مرحلـه   
مگر . افتد اتفاق نمي DNA، رونوشت برداري مجدد از Sمرحله 

زماني كه از دترجنتها بـه منظـور افـزايش نفوذپـذيري غشـاء      
در ايـن صـورت رونوشـت    . سيتوپلاسمي هسته استفاده گردد

صورت گرفته و جنـين حاصـله دچـار     DNAجدد از برداري م
  ).55(هاي كروموزومي خواهد شد  ناهنجاري

منظور همزمـان  ه ب: سيكل سلولي يهاي همزمان روش -3-5-1
 G1و يـا  G0هاي دهنده در مراحـل   سازي سيكل سلولي سلول

  .توان استفاده نمود مختلفي مي يها از تركيبات و يا روش

تركيبات شـيميايي   :رويي و شيميايياستفاده از تركيبات دا -1
 Democolcine: كه تاكنون مرد استفاده قرار گرفته عبارتنـد از 

ــزه( ــده دپلاريـ ــا كننـ  Nocodazole ،Colcemid، )ميكروتوبولهـ
مهـار كننـده قابـل    ( Aphidicoline ،)مهاركننده ميكروتوبولهـا (

 Roscovitineو ) پليمــراز پســتانداران DNAبرگشــت و مــوثر 
  ).10،51،56،57( )اختصاصي Cdk2و  MPFدهمهاركنن(

 M سه تركييب نخست سبب توقف سيكل سـلولي در مرحلـه  
عبـور   M به دنبال قطع اين تركيبات، سلولها از مرحله. شود مي
  .گردند مي G1نمايند و وارد فاز  مي

Aphidicoline   كـــه معمـــولاً همـــراه بـــا داروهـــاي مهـــار
د سـبب توقـف سـيكل    شـو  ميكروتوبولها به كار برده مي كننده

  ).51،56(گردد  مي S /G1ي  سلولي در مرحله
Roscovitine 2كلين كينـاز  يمهار كننده سا )Cdk2(1  وMPF 

است و موجب همزماني سيكل سلولي، افـزايش وقـوع احتمـال    
برنامه ريزي و سازماندهي مجدد هسته سلول سوماتيك پـس  

هـد شـد   و نيز افزايش درصد آبستني خوا SCNR(2(از انتقال؛ 
معمــولاً همــراه بــا داروهــاي مهــار     ايــن دارو ). 11،57،58(

شـود و سـبب همزمـاني     ميكروتوبولها به كـار بـرده مـي    كننده
ــاز   ســيكل ســلولي ســلول  ــاي ســوماتيك در ف ــزايش G1ه ، اف

و بهبـود درصـد آبسـتني و زايمـان      SCNRدار احتمـال   معني
  ).10،11(موفق خواهد شد 

                                                            
1- Specific Cyclin-dependent kinase 2 (Cdk2) 
2- Somatic cell nuclear reprograming 

 ــ   ــز وجـ ــري نيـ ــيميايي ديگـ ــات شـ ــه  تركيبـ ــد كـ   ود دارنـ
هـا   ازن ـهاي پروتئين كي به واسطه تداخل در عوامل تنظيم كننده
  . گردند مي  G1 سبب توقف تقسيمات سلولي در مرحله

ــلول  -2 ــتفاده از س ــراكم   اس ــه ت ــا درج ــده ب ــاي دهن ــالا  3ه   ب
هـايي   حاوي سلولهاي متراكم   كشت :در محيط كشت%) 90-80(

ماس نزديك سلولها با تر هستند زيرا ت سيكل سلولي طولانيبا 
و  4)مهار تماسـي (يكديگر سبب متوقف شدن تقسيمات سلولي 

  ).10،49،51(گردد  مي G1تر شدن فاز  بالطبع طولاني
هـاي   اين روش سبب جداسازي سـلول  :Shake-offروش  -3

ــاز  ــي G1ف ــردد م ــن روش در    .گ ــت اي ــين دق ــي از محقق برخ
ينـد و بـا   نما عنـوان مـي  % 100را  G1هاي فاز  جداسازي سلول

اند در صورتي كه از  مقايسه اين روش با روش قبل نشان داده
اسـتفاده   shake-offهمزمان شده بـا روش   G1هاي فاز  سلول

گردد، درصد آبستني و زايمان موفق به طور معني دار بيشـتر  
هاي همزمان شـده بـا روش قبـل     از مواردي است كه از سلول

هــاي تــازه تقســيم  در ايــن روش ســلول ).59(اســتفاده گــردد 
سيتوپلاسـمي بـه يكـديگر متصـل     ارتباطات اي كه توسط  شده
  ).51(گردند  قلمداد مي G1هاي فاز  اند به عنوان سلول شده
اين كار سبب افـزايش درصـد   : افزايش تعداد دفعات پاساژ -4

گـردد؛ زيـرا افـزايش تعـداد      مـي  G1و  G0هـاي فازهـاي    سلول
ها و افزايش طول سـيكل  تر شدن سلول دفعات پاساژ، سبب پير
  ).28(گردد  مي G1سلولي به خصوص فاز 

   5هـاي حـاوي مقـادير پـائين سـرم      كشت سلولها در محـيط  -5
كشت سلولها در اين شرايط نه تنها سـبب كـاهش    :%)5/0-1/0(

و كرومـاتين   فعاليت رونوشت برداري و تغيير ساختار هسـته 
لولي گردد؛ بلكه سبب توقـف سـيكل س ـ   سوماتيك مي يسلولها

و نيـز تسـريع    )2،22،62( G0و يـا  ) G1  )15،33،60،61در فـاز  
SCNR    پس از مواجهه با فاكتورهاي سيتوپلاسمي مـي گـردد

در صورت اسـتفاده از بلاسـتومر بـه عنـوان     ). 10،22،31،49(
سلول دهنده، استفاده از اين روش همزماني موثر نخواهد بود؛ 

  هـاي  سـلول و كنتـرل سـيكل سـلولي     پيشـرفت چرا كـه رونـد   
  

  ).49،63( استهاي سوماتيك متفاوت  بلاستومر با ساير سلول

                                                            
3- Confluency  
4- Contact inhibition 
5- Serum starvation 
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هـاي اخيـر نشـان داده اسـت اسـتفاده از ايـن روش        بررسي
هـاي   همزمان سـازي سـبب افـزايش وقـوع آپپتـوزيس سـلول      

و  آبسـتني دار درصـد بلاستوسيسـت،    سوماتيك، كاهش معني
  .)64(گردد  زايمان موفق مي

مهـار  (تـراكم بـالا   كشـت بـا   ،  Shake-offسـه روش  مقايسه 
هاي حاوي سـرم پـايين نشـان داده     و كشت در محيط) تماسي

روش (تـراكم بـالا   در درجات هاي دهنده تا  است، كشت سلول
هـاي دهنـده    سبب همزماني بهتر و دقيقتر سـلول ) مهار تماسي

   .گردد مي) 51( G0و يا ) G1 )59در فاز 
 را دهنــده هــاي سـلول : دهنــده هـاي  ســلول ورود  نحـوه  -6-1
  :نمود قيتلف اووپلاسم با طريق دو از توان مي
 تولـد  :1)نيراسل روش( الكتريكي پالس اعمال با سلولها الحاق -
مهمترين رخداد در تاريخ علم شـبيه سـازي بـا     عنوان به دالي

ــه اســت   ــن روش صــورت گرفت ــن روش . اســتفاده از اي در اي
اهميت بسـيار  ل دهنده و تخمك از  همزماني سيكل سلولي سلو
در ايــن روش پــس از اخــذ ســلول  . زيــادي برخــوردار اســت

 سوماتيك از دام بالغ و همزماني سيكل سلولي آنها در مراحـل 
G0 و ياG1 )    هـاي   اغلب بـا اسـتفاده از روش كشـت در محـيط

، سـلول دهنـده و تخمـك در كنـار     )حاوي مقادير پـايين سـرم  
. مال مـي گـردد  شوند و پالس الكتريكي اع يكديگر قرار داده مي

شـود؛ بلكـه    پالس الكتريكي نـه تنهـا سـبب الحـاق سـلولها مـي      
تقسـيمات   يموجب فعال سازي جنين جهت القاي رونـد تكـامل  

  ).1،2،23(گردد  مينيز جنيني 
 روش ايـن  :2اووپلاسـم  داخل به سلول مستقيم تزريق روش -

در  Yanagimachiو  Wakayamaبـــراي اولـــين بـــار توســـط 
ايـن محققـين در سـال    . وي موش انجام شـد دانشگاه هاوايي ر

هاي كومولوس، سـرتولي و عصـبي    با استفاده از سلول 1998
). 45(بچه موش از سه سـويه مختلـف شـدند     5موفق به توليد 

مزيت مشخص اين تكنيك نسبت به روش قبـل، درصـد بـالاتر    
توليد بلاستوسيست و موفقيت بيشتر روند شبيه سازي اسـت  

)1،2،23.(  
   گيرنده تخمك به مربوطي رهافاكتو -2

  بعنوان سـلول گيرنـده    در روند شبيه سازي، غالبا از تخمك
  

                                                            
1- Roslin technique  
2- Honolulu technique 

توان به دليل دسترسي  علل اين انتخاب را مي. گردد استفاده مي
و استحصــال آســان آنهــا، قابليــت ايــن ســلولها در حمايــت از 

روند تكاملي تقسيمات جنيني و قابليت الحاق ايـن سـلولها    ادامه
تـوان از   ، مـي IIهاي متافاز به جاي تخمك البته). 64،65(دانست 

ايـن  . سلولي فاقد هسته نيز استفاده نمـود  زيگوت و يا جنين دو
. جايگزيني در موش برخلاف پستانداران كاربرد وسـيعي دارد 

اين است كه در آن لقـاح بـه طـور طبيعـي      مزيت اصلي زيگوت
رسـد   مـي  گردد؛ لذا  بـه نظـر   مي سازي سيتوپلاسم  سبب فعال

هـاي دهنـده پـس از انتقـال در      سـلول  ريزي مجدد هسته برنامه
  .)67،68(مورد آنها تسهيل شود 

اخـذ   هـاي  عليـرغم اينكـه تخمـك   : تخمك دهنده وانيح سن -1-2
هاي جوانتر  هاي گونه تر نسبت به تخمك شده از حيوانات مسن

رسـد رونـد    گردند و بـه نظـر مـي    تر فعال مي سريعتر و راحت
زي بعدي جنين تجديد ساختار شده بسيار ساده تر و فعال سا

 ،افزايش سن حيوان دهنـده ليكن با . )69،70،71(سريعتر باشد 
تخمك به دليل تضـعيف سـاختار سايتواسـكلتال، سـريعتر در     

گردد و  روند خارج سازي هسته دچار آسيب شديد سلولي مي
احتمال آپپتوزيس در جنين حاصله به طور قابل توجه افـزايش  

هاي اووپلاسـم   از آنجائيكه دوك تقسيم توسط ارگانل. يابد مي
هـاي سيتوپلاسـم، قابليـت     گيرد با افزايش سن ارگانـل  مي شكل

ــوگ كــاهش و   دوك در جــدا نمــودن كرومــوزوم  هــاي هومول
بـه ويـژه   (احتمال هر گونه اختلال در جدا شدن كروموزومهـا  

   ).66،71(يابد  به طور مشخص افزايش مي) آنپلوئيدي
هاي اخذ شده از گاوهاي سنين مختلف نشـان   مقايسه تخمك

داده است با افزايش سن حيوان دهنده تخمك نـه تنهـا درصـد    
دار  تسهيم، مورولاي متراكم و بلاستوسيسـت بـه طـور معنـي    

هاي شبيه سازي شـده   ابد؛ بلكه پس از انتقال جنيني كاهش مي
 درصــد آبســتني، زايمــان موفــق و نيــز قابليــت زنــده مانــدن  

 يافته استهاي متولد شده نيز به طور مشخص كاهش  گوساله
هاي  تواند قابليت بالاتر تخمك علل احتمالي اين رخداد مي). 70(

هـاي   تر در طي نمودن روند تكاملي، كيفيت بـالاتر جنـين   جوان
حاصـــله و ســـطح بـــالاي پروتئينهـــا، پـــروتئين كينازهـــا و  

ــكريپت ــد     ترانس ــا رون ــرتبط ب ــاي م ــم در اووپ SCNRه لاس
  ).71،72(هاي جوان است  تخمك
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Rizos هاي زير  هاي گوساله و همكاران نيز با مقايسه تخمك
اند عليـرغم يكسـان    سال نشان داده 4ماه با گاوهاي بالاي  30

هاي هـر دو   هاي جمع آوري شده از تخمدان بودن تعداد تخمك
ــت     ــورولا و بلاستوسيس ــد م ــروه، درص ــده از  گ ــت آم بدس

دار بيشتر از گـروه دوم   ماه به طور معني 30هاي زير  گوساله
و همكاران نيز درصد مـورولا و   Mermillod). 72(بوده است 

هاي جمع آوري شده از گاوهاي  تخمكحاصل از بلاستوسيت 
دار بيشــتر از  ســال را مشــابه يكــديگر و بــه طــور معنــي 3-1

  ).73(اند  سال گزارش نموده 3گاوهاي بالاي 
   :رندهيگ تخمك تيوضع -2-2
 يهـا  سلول راتييتغ :هسته فاقد  نشده فعال هاي تخمك -1-2-2

ــده ــس دهن ــال از پ ــط انتق ــروتئ توس ــايك نيپ ــف ينازه  مختل
ــم ــه از( اووپلاسـ ــرل MAPK(1 و MPF جملـ ــ و كنتـ  ميتنظـ

 و نيكرومات شدن متراكم سبب نازهايك نيپروتئ نيا .گردند يم
 .شــوند يمــ ميتقس ـ دوك مركــز در كروموزومهـا  شــدن مـنظم 
 بـالاي  سطح داراي II متافاز  مرحله در تخمكها نيا وپلاسمسيت

ــت ــتون فعاليــ ــكي H1 هيســ ــتند MAPK و MPF از،نــ    .هســ
 يبالا سطح با هسته مواجهه و كيسومات سلول انتقال دنبال به
 در خاصـي  يسـاختار  تغييرات سري يك نازهايك نيپروتئ نيا

 آن دنبـال  بـه  و NEBD شـامل  كـه  دهـد  مـي  رخ دهنـده  سلول
PCC، ناپديـد  م،يتقس ـ دوك مركز در كروموزومها شدن منظم 
 است آن شدن متورم و هسته غشاء مجدد تشكيل هسته، شدن

)34،51،66،74،75.(  
 تي ـفعال زاني ـم بـه  بسـته  NEBD و PCC وقوع زانيم و شدت
 زمان مدت اووپلاسم، MPF ژهيو به مذكور ينازهايك نئيپروت

 كيسـومات  سـلول  نوع آنها، با كيسومات سلول هسته مجاورت
 زاني ـم موش در. است متفاوت ،گونه و تخمك سن شده، منتقل

ــفعال و ــالا تي ــك هســته در MAPK و MPF از ييب  در و تخم
 يسـاز  خـارج  دنبـال  بـه  كه دارد وجود ميتقس دوك مجاورت
 در. گردد يم خارج تخمك از نازهايك نيا از ييبالا حجم هسته،

 در آنهـا  ياصـل  كـرد عمل و نازهايك نيا اغلب خوك در كه يحال
 يچنـدان  تفـاوت  هسـته  يساز خارج و است متمركز اووپلاسم

  .دينما ينم جاديا نازهايك تيفعال و زانيم در

                                                            
1- Mitogen Activated Protein Kinase 

هــاي داراي  تخمــكبررســيها در گوســفند نشــان داده اســت 
انـد   هايي كه هسـته آنهـا خـارج گرديـده     هسته نسبت به تخمك

نــاز بســيار مســتعدتر و داراي ســطح بــالاتري از پــروتئين كي 
باشند، بـا ايـن حـال خـارج سـازي حجمـي از سيتوپلاسـم         مي

و  MAPKمتعاقب خـارج سـازي هسـته و حـذف مقـاديري از      
MPF در ميـزان   يمنجر به كاهش قابل توجهSCNR   و توقـف

  ).68(گردد  روند تكامل جنين نمي
و فعاليــت آنهــا  MPFو  MAPKبــه منظــور افــزايش ســطح 

ركننده پـروتئين فسـفاتاز و   توان از كافئين كه يك عامل مها مي
اسـتفاده از  . نيز مهاركننـده پروتئـوزوم اسـت، اسـتفاده نمـود     

و افــزايش درصــد تســهيم    SCNRكــافئين ســبب افــزايش   
  ). 49(گردد  هاي شبيه سازي شده مي جنين

 سـازي  فعـال  بـه : هسـته  فاقـد   شـده  فعال هاي تخمك -2-2-2
 و شـود  يم ـ گفته2 سازي فعال پيش هسته، انتقال از قبل تخمك
 عنـوان  بـه  هـا  بلاسـتومر  از كـه  رود مـي  كـار  به زماني بيشتر
 فعـال  اي ـ و لقاح دنبال به). 67( گردد استفاده دهنده هاي سلول
 هيستون آنزيم و MPF، MAPK تيفعال و زانيم ن،يجن يساز

H1 نيكليسا بيتخر و ميكلس نوسانات ليبدل ازنكي B1، توسط 
 ســبب طيشـرا  نيــا .ابـد ي يم ـ كــاهش ،يپروتئـوزوم  دسـتجات 

 ليتشـك  پرونوكلئوس خارج، II متافاز مرحله از تخمك گردد مي
 ني ـا تحـت ). 29( يابـد  ادامـه  سـلول  تقسـيمات  يتكـامل  روند و

 )66،51( اينترفـاز   مرحلـه  در تخمكهـا  ايـن  سيتوپلاسم طيشرا
 كليس مختلف مراحل با دهنده يها سلول يبرا يمناسب رندهيگ

 مراحل كيسومات سلول انتقال از پس كهيطور به. است يسلول
S،G2، G1وG0، نازهـا يك نيتئپرو نييپا سطح ليدل به، NEBD 
 بسـته  DNA از يبردار رونوشت و افتاد نخواهد اتفاق PCCو
 در. شـد  خواهـد  مشاهده دهنده سلول يسلول كليس مرحله به

 يبـردار  رونوشت ،G1 و G0 مراحل يها سلول انتقال صورت
 صـورت  در. رفت خواهد شيپ يعيطب طور به و آغاز DNA از

 ادامـه  DNA از يبـردار  رونوشـت  ،S مرحله يها سلول انتقال
 انتقـال  صورت در و افتي خواهد خاتمه يعيطب طور به و افتهي

 خواهد ادامه DNA از يبردار رونوشت ،G2 حلهرم يها سلول
 شــده، يبــردار رونوشــت قــبلاً كــه DNA از يقطعــات و افــتي

 نيجن ـ مـوارد  يتمـام  در. شد نخواهد يبردار رونوشت مجدداً
                                                            
2- Preactivation 
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 گونـه  هـر  فاقـد  و يع ـيطب كـاملاً  يكروموزوم لحاظ از حاصله
 يمبني هاي گزارش البته )49،51،67،68،75( باشند يمي ناهنجار

 متعاقـب  كرومـوزومي  آسيب و G2 مرحله يها سلول انتقال بر
PCC وجـود  متعـارف  غيـر  كروموزومها با يها نيجن جاديا و 
  ).51،67( دارد
سـلول   ريـزي مجـدد هسـته    توانايي اووپلاسم در برنامه -3-2

بـراي اولـين    )NR(اصطلاح برنامه ريزي مجـدد هسـته    :دهنده
بار در روند شبيه سازي دوزيستان به كـار گرفتـه شـد و بـه     
ــته ســلول       ــولي هس ــك و مولك ــرات مورفولوژي ــاي تغيي معن

بعـدها ايـن   ). 76(سوماتيك پس از مواجهه با اووپلاسم اسـت  
. عريف، تغييرات كروماتين و نحوه بيان ژن را نيز شامل شـد ت

دهد  در هسته سلول سوماتيك رخ مي NRوقايعي كه در روند 
اسـپرم و تخمـك در رونـد لقـاح      DNAاساساً مشابه تغييرات 

هايي در اين بـين وجـود دارد كـه بـه      طبيعي است؛ ليكن تفاوت
فاكتورهاي اساساً وابسته به  SCNR. آنها پرداخته خواهد شد
اين عوامل خـاص، منحصـراً در   . باشد سيتوپلاسمي تخمك مي

يـا بـه   (بـارور نشـده   )  MIIمرحله (هاي بالغ  اووپلاسم تخمك
به مدت كوتاهي پس از فعال شـدن   فقطو ) عبارتي فعال نشده

تخمك وجود دارند و لازم اسـت كرومـاتين سـلول سـوماتيك     
محرك اصلي روند ). 33(مستقيماً با اين فاكتورها مواجه گردد 

SCNR فعاليت بالاي ،MPF   باشـد  اووپلاسـم مـي .MPF  از دو
كـه مشـابه    CDC2 1تيـك زير واحـد بـه نـام زيـر واحـد كاتالي     

  3باشد و زير واحد تنظيم كننـده  مي 2مخمر cdc2پروتئين كيناز 
CyclinB به دنبـال ورود سـلول سـوماتيك    . تشكيل شده است

سـبب شـروع وقـايعي     MPFي به داخل اووپلاسم، فعاليت بالا
ژنتيكـــي در  و يكســـري تغييـــرات اپـــي NEBD ،PCCنظيـــر 

در صورتيكه اين تغييرات . گردد كروماتين سلول سوماتيك مي
ژنتيك به طور منظم در روند طبيعي خود پيش نروند، دامنه  اپي

هاي كرومـوزومي در جنـين ايجـاد     وسيعي از انواع ناهنجاري
ژنتيكـي مسـئول    تغييرات اپـي نها، آاز جمله مهمترين . گردد مي

NR،  
  

  .باشند مي DNAمتيله شدن  و استيله ومتيله شدن هيستون

                                                            
1- Catalytic subunit; CDC2 
2- Yeast cdc2 protein kinase 
3- Regulatory subunit; Cyclin B 

ترين   مناسب: تخمك ژنومي اتيمحتو يساز خارج زمان -4-2
و صـفحه   pb(4( زمان بـراي خـارج سـازي جسـم قطبـي     

  و در گــــاو  h 24-22متافــــازي تخمــــك در گوســــفند 
h 26-24   ــروع ــس از ش ــيه  IVMپ ــوده و توص ــده  ب ش

 24هايي كه در گوسفند و گاو به ترتيب ظرف مدت  تخمك
مشخصي ندارنـد از   pbپس از شروع كشت، ساعت  26و 

  ).35(مطالعه حذف گردند 
هـايي   كيفيت اووپلاسم تخمـك  :اووپلاسم تيكم و تيفيك -5-2

ــالغ شــده in vitroكــه در شــرايط  از  پــايين تــرانــد بســيار  ب
لـيكن بـه دليـل     .انـد  الغ شـده ب in vivoهايي است كه در  تخمك

هـاي كشـت داده شـده در     دسترسي آسـان و فراوانـي تخمـك   
شرايط آزمايشگاهي معمولاً از اين تخمكهـا بـه عنـوان سـلول     

هـاي   در صـورت اسـتفاده از تخمـك   . گردد گيرنده استفاده مي
در آزمايشـگاه توجـه بـه نكـاتي از جملـه انتخـاب        يافتـه غ وبل ـ

مـدت زمـان و شـرايط محـيط      ،فوليكول جهت آسـپيره كـردن  
كشت تخمكها، شرايط اتمسفر حـاكم بـر انكوبـاتور و انتخـاب     

 اسـت ضـروري    هاي مناسب جهت خارج سازي هسـته  تخمك
)35(.  

  رندهيگ و دهنده يسلولها يسلول كليس يهمزمان -3
 شـبيه  هـاي  جنين كروموزومي اختلالات از اجتناب منظور به

 ميـزان  بـا  دهنده ايه سلول سلولي سيكل بايستي شده، سازي
. باشد داشته همخواني و هماهنگي II متافاز تخمك MPF بالاي

 داشته ديپلوئيد DNAكه اي دهنده هاي سلول تنها دليل همين به
ــاز در و ــا و G1 ف ــرا هســتند G0 ي ــاي ب ــار ني ــد مناســب ك  ان
)22،34،47،68،78.(  

  هسته سازي خارج روش -4
 شـبيه  ونـد ر در هسـته  محتويـات  تمـام  دقيـق  سـازي  خارج
 بسـيار   حـال  نيع در و كننده خسته و گير وقت كاري سازي،
 و كارامـد  ساده، ع،يسر يروش انتخاب. است كليدي و حساس

 مشــخص شيافــزا ســبب تخمــك بــه وارده بيآســ حــداقل بــا
 يمختلف ـ يها روش از تاكنون. شد خواهد يساز هيشب راندمان

 دهاسـتفا  تخمك يكروموزوم اتيمحتو سازي خارج منظور به
  :از عبارتند آنها نيتر مرسوم كه شده

                                                            
4- Polar body 
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 ـ -1-4  در ايـن روش محـل  : يخارج سازي هسته به روش فيزيك
ــازي و  قرار صــفحهاســت ــا از روي موقعيــت  متاف كروموزومه

بـيش از  (در اغلـب مـوارد    كنلـي  شـده تخمين زده جسم قطبي 
50 (%Pb د و معمـولاً نزديـك   نماي ـ ميخود حركت  از محل اوليه
در اين روش با وارد كردن سـر  . ي قرار نداردمتافاز صفحهبه 

   سيتوپلاســم حجمــي از و pbســوزن بــه داخــل سيتوپلاســم، 
د؛ لـيكن در ايـن روش   گـرد  خارج مـي %) 10، ترجيحاً 30-10%(

سـازي واقعـي كروموزومهـا     هيچ تضمين قطعـي بـراي خـارج   
از طرف ديگر خارج سازي حجـم بـالاي   ). 35،42(وجود ندارد 

هش قابليــت برنامــه ريــزي مجــدد اپــي سيتوپلاســم ســبب كــا
ــي ــد شــد     1ژنتيك ــده توســط تخمــك خواه هســته ســلول دهن

در اين روش به منظور افزايش اطمينان از خـارج  ). 35،44،68(
اسـتفاده و پـس از     2سازي صـفحه متافـازي از رنـگ هـوخس    

و مشـخص شـدن   ) ثانيـه  5كمتـر از  ( UVمجاورت تخمك بـا  
  .شود مي خارج ژنتيكيجايگاه هسته، محتويات 

پس در اين روش : سازي هسته به روش شيميايي خارج -2-4
ــاوراز  ــف   تمج ــيميايي مختل ــات ش ــا تركيب ــك ب ــد  ،تخم رون

در . گــردد تغييــر مــيدچــار ينز ســلول اينز و كاريوكــاســايتوك
مهـار  ( Etoposideو  Cyclohexamideن منظور  از يدگذشته ب
ــده ــي ) topoisomerase II كنن ــتفاده م ــ اس ــده. دگردي ــا بع ا ب

هـايي كـه بـا      تخمـك  گرديـد كـه  مشخص  هاي حاصله پيشرفت
Cyclohexamide  وEtoposide     ــال ــا فع ــي از آنه ــا تركيب و ي

 MPFند در انتهاي روند خارج سازي هسته فاقد آنـزيم وش مي

kinase در  درصد تسهيم و توليـد بلاستوسـيت   فعال هستند و
براين بنـا  .روشـها اسـت  دار كمتـر از سـاير    به طور معني آنها

Democolcine (DEM) و  Nocodazole (NOC) ــوان ــه عن ب
با  DEM . جايگزين مناسبي براي دو داروي فوق مطرح گرديد

اتصــال بــه دايمــر توبــولين از پليمريــزه شــدن ميكروتوبولهــا 
همچنين سبب بيرون  اده وآنها را كاهش د دانسيته جلوگيري و

 ســـطح غشـــاء اززدگـــي تـــوده كـــاملاً متـــراكم كرومـــاتين 
سـبب   اسـتفاده از ايـن تركيـب   . گـردد  مي سيتوپلاسمي تخمك

ــكرحت ــزايش درصــد    ي ــي و اف ــاملي تقســيمات جنين ــد تك رون
اتـانول  بـا  ايـن تركيـب معمـولاً همـراه     . گـردد  بلاستوسيت مي

                                                            
1- Epigenetic reprograming 
2- Hoechst 33342 

استفاده گرديده و كاربرد وسيعي در شبيه سازي مـوش، بـز،   
 ينيـز داراي تـاثير   NOC ).44،54،64(خرگوش و خـوك دارد  

بوده با اين تفاوت كه درصد خارج سازي مـوثر   DEMه مشاب
با استفاده از اين تركيب در مقايسه بـا    ژنوميتمامي محتويات 

DEM مشخص شده استفاده از  اخيراً. باشد تر مي پايينDEM 
ــات    NOCو  ــت محتوي ــي موق ــل ول ــي كام ــرون زدگ ســبب بي

كروموزومي تخمك گرديده و در صورت عـدم خـارج سـازي    
جـذب   ورت فيزيكـي، تـوده كرومـوزومي مجـدداً    ص ـه هسته ب

ــ). 79(گــردد  سيتوپلاســم تخمــك مــي ــذا ب   رســد  نظــر مــيه ل
توانـد   خارج سازي هسته بـه روش شـيميايي بـه تنهـايي نمـي     

اطمينان كافي از بدون هسته شدن تخمك را فراهم نمايد و تنها 
سبب سهولت در خارج سازي محتويات كرومـوزومي تخمـك   

  . گردد مي
برخـي از محققـين    :وژيرج سازي هسته به كمك سانترفخا -3-4

ژ تخمك قبل از خارج سازي هسته را وتمهيداتي نظير سانتريفي
اند سانتريفيوژ تخمك بدون هـيچ   به كار برده و گزارش نموده

تاثير مضر روي تخمك و جنين حاصـله، سـبب كـاهش زاويـه     
نسبت به صفحه متافـازي و افـزايش    )pb(استقرار جسم قطبي 

  ). 44،77،80( درصد خارج سازي موفق هسته خواهد شد
Hua هاي مختلـف سـانتريفيوژ    و همكاران با مقايسه سرعت
دقيقه  20به مدت  )1000و  RPM 3000 ،2000(هاي گاو  تخمك

و بررسي تاثير آن بر روي درصد خارج سازي موفق هسـته،  
ــين  ــد جنـ ــاي  درصـ ــلولي  2هـ ــد   8-16سـ ــلولي، درصـ سـ

خص شــ، م8تعــداد بلاســتومرهاي روز بلاستوسيســت و نيــز 
ــاي   ــه ســانتريفيوژ تخمــك در دوره ــد ك  3000و  2000نمودن

دار  و گـروه كنتـرل سـبب افـزايش معنـي      1000نسبت به دور 
اين محققين زاويه . درصد خارج سازي موفق هسته خواهد شد

نسبت به صفحه متافازي را با كمك  نسبي استقرار جسم قطبي
 20كمتـر از  (روه زاويـه كوچـك   رنگ آميزي هوخس، به سه گ

تقسـيم و  ) 30-180( و بـزرگ ) درجه 20-30(، متوسط )درجه
و  2000(هاي بالا  گزارش نمودند پس از سانتريفيوژ با سرعت

درجـه و   20%) 80-90(زاويه مـذكور در اغلـب مـوارد    ) 3000
درجه خواهد بود و اين در حالي اسـت كـه در سـرعت     30-20

داري با گروه كنترل نداشـته   ت معنيزاويه استقرار تفاو 1000
در مجمـوع  ). 77(درجه را نشان داده است  20-180و زواياي 
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بررسيها نشان داده اسـت سـانتريفيوژ تخمـك قبـل از انتقـال      
هسته هيچ تاثير مضري بر روي درصد لقـاح و رونـد تكـاملي    

  .)43،77(جنين ندارد 
بـه  سـوكروز  %: 3اسـتفاده از سـوكروز   خارج سازي هسته با 

واسطه ايجاد يك ظاهر نيمه شـفاف و مـات در دوك ميتـوزي    
ــوري بســيار   تشــخيص دوك تقســيم را ــر ميكروســكوپ ن زي

اسـتفاده از ايـن تركيـب در مـوش كـاربرد      . نمايـد  تر مي راحت
هـا بـه    بسيار وسيعي يافته است؛ در حالي كـه در سـاير گونـه   

هـاي متعـدد، تشـخيص صـفحه متافـازي       دليل ايجاد برآمـدگي 
  ).44(تر خواهد بود  مشكل

هاي ديگري نيز به منظـور خـارج سـازي هسـته      اخيراً روش
ــكوپ   ــتفاده از ميكروسـ ــه اسـ ــت؛ از جملـ ــده اسـ   مطـــرح شـ

POL-Scope )Cambridge Research & Instrumentation; 

Cri  (    ،به منظور مشـاهده بهتـر و دقيقتـر دوك تقسـيمClone 

Laser System XY ه زونــا بــه منظــور ايجــاد شــكاف در لايــ
هـاي   پلوسيدا قبل ازخـارج سـازي هسـته و اسـتفاده از پـالس     

  ). 44( به منظور خرد نمودن كامل كروموزوم Laserمتعدد 
  هسته انتقال از پس نيجن يساز فعال -5
 عيوقـا  از يا مجموعـه  لقاح، از پس بلافاصله يعيطب حالت در
   از يريجلـوگ  آنهـا  جـه ينت كـه  ونـدد يپ مـي  وقـوع  به يا رهيزنج
 بـه  منجـر  كه است يآبشار عيوقا افتادن راه به و ياسپرم يپل

 يتكـامل  رونـد  بـا  مرتبط يبردار رونوشت يها ژن شدن فعال
 خـود  كه است يا دهيچيپ روند نيجن شدن فعال. گردد يم نيجن

 سـم يمكان نيمهمتـر . باشـد  مـي  يمتعـدد  يهـا  سـم يمكان شامل
 نبـال د بـه . است ميكلس نگيگناليس نيجن يساز فعال با مرتبط
 ميكلس اووپلاسم، داخل به كيسومات سلول نمودن وارد اي لقاح
 يسـلول  داخل منابع از 1فسفات يتر 1-4 -5 رندهيگ واسطه به
 در ميكلس ـ از يناگهان يموج و آزاد) ياندوپلاسم شبكه عمدتاً(

 محـل  از مـوج  ني ـا اول يري ـگ شـكل . رديگ يم شكل اووپلاسم
ــا ســپس و اســت كيســومات ســلول شــدن وارد ــوج ني  در م

 نــام بــه عــاملي اســپرم در. گــردد يمــ پخــش نيجنــ سرتاســر
 نيا كه دارد وجود COIP(2( م؛يكلس آبشار كننده القاء نيپروتئ
 ياصـل  يداي ـكاند و اسـت  تخمـك  يساز فعال مسئول نيپروتئ

                                                            
1- 1,4,5- triphosphate receptor 
 2- Ca2 oscillation-inducing protein  

. باشند يم PLC(3( ؛C پازيفسفول خانواده ياعضا ن،يپروتئ نيا
 ري ـغ خـانواده،  ني ـا ياعضـا  از ياريبس يساز هيشب روند در

 باشـند؛  نمـي  ميكلس ـ آبشـار  يانـداز  راه به قادر و هستند فعال
   بــه خــانواده نيــا ءاعضــا  mRNAقيــتزر صــورت در كنيلــ
 تخمــك، داخــل بــه هســته انتقــال زمــان در ،Zeta PLC- ژهيــو

 فعـال  رونـد  در نيبنابرا. افتد يم راه به نيجن در مشابه يروند
 PLC و COIP دي ـلتو كي ـتحر شـده  يسـاز  هيشب نيجن يساز

 نحــوه و منبــع گــريد طــرف از. رســد يمــ نظــر بــه يضــرور
 ميكلس ـ مـوج  يري ـگ شكل يچگونگ يالگو و ميكلس يآزادساز

 مرتبط يها ژن خصوص به ژنها انيب نحوه در ييسزا به ريتاث
 فيضـع  مـوج  يري ـگ شـكل  كه چرا دارد؛ نيجن يتكامل روند با

 رونـد  مسئول يها ژن از% 20 حداقل انيب يسلول داخل ميكلس
 و ژن اني ـب كـاهش  دنبـال  بـه  و دهد مي كاهش را نيجن يتكامل

ــ مربوطــه، mRNA كــاهش ــقابل از نيجن  يطــ در يمناســب تي
 شكل. نخواهد بود برخوردار خود يتكامل روند اتمام و نمودن

 يالگـو  يحـدود  تـا  تواند يم زين ميكلس يقو اريبس موج يريگ
 كـه يبطور دهد قرار ريتاث تحت را نيجن يبعد رشد و ژنها انيب

   تواند يم  ميكلس يقو موج شده مشخص كه
 و Bcl-2 خــانواده ينــيتئپرو ءاعضــا عملكــرد ميتنظــ ســبب

ــزا ــب شياف ــا مــرتبط يهــا ژن اني ــد ب ــوز رون ــا در سيآپپت  ني
 آن مضـر  اثـر  كنيل ـ گـردد؛  شـده  يسـاز  هيشب يبلاستومرها

 فعال نحوه به توجه نيبنابرا. است فيضع موج از كمتر اريبس
 تنهـا  نـه  گونه مختص و مناسب يالگو استقرار و نيجن يازس
 يسـاز  هيشـب  يهـا  نيجن تيكم و تيفيك شيافزا سبب تواند يم

 بهبـود  زنده نتاج تولد تا را نيجن يتكامل روند بلكه گردد؛ شده
 بلافاصـله  اسـت  داده نشـان  هايبررس ـ). 82،81( ديبخش خواهد
كند   مي هشكا به شروع MPFتيفعال ن،يجن يساز فعال از پس

 عرض در و% 2/63 زانيم به ساعت كي مدت ظرفبه طوريكه 
 پس ساعت هفت حاكثر NEBD و رسد يم% 8/34 به ساعت دو
  ).83-85( گردد يم كامل نيجن يساز فعال از

انتخاب روشي مناسب جهت  :روشهاي فعال سازي جنين -1-5
ايش زو اف ـ SCNRر رونـد  د تـاثير بسـزايي  فعال سازي جنين 

تـاكنون از  . دارده دي ش ـزهـاي شـبيه سـا    كمي جنـين  كيفي و
هاي مختلـف بـه منظـور فعـال سـازي جنـين        تركيبات و روش

                                                            
3- Phospholipase C  
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بسـته بـه    مناسـب  سـازي  انتخـاب روش فعـال   واستفاده شده 
اكثــر . اســت حيــواني و شــرايط خــاص مطالعــه متفــاوت گونــه

انـد بـه منظـور فعـال سـازي جنـين از        محققين توصيه نمـوده 
هـاي   روش. صـورت تـوام اسـتفاده گـردد    تركيبات مختلف به 

ــين  ــال ســازي جن ــات  شــامل فع ــاتشــيميايي، تحريك  تحريك
  . باشد مي تحريكات مكانيكيو  الكتريكي

درصــد موفقيــت در فعــال : شــيمياييتحريكــات اعمــال  -1-1-5
سازي جنين با ايـن روش بسـتگي بـه نـوع و غلظـت تركيبـات       

لحاق سلولها و شيميايي استفاده شده و نيز فاصله زماني بين ا
محققـين اسـتفاده از ايـن    . جنين دارد سازيشروع روند فعال 

بـه ويـژه   (ها  روش را به منظور فعال سازي جنين تمامي گونه
اند ايـن روش نسـبت    توصيه نموده و نشان داده) هاي اهلي دام

دار درصـد الحـاق و    به تحريكات الكتريكي سبب افزايش معنـي 
هاي شيميايي مرسوم به  حركم. گردد وس ميلئتشكيل پرونوك

  : ترتيب اهميت و كاربرد عبارتند از
 A23187( :23187( 2يا يونوفور كلسـيم  1ونومايسيني -2-1-5

قـادر بـه تشـكيل     يكـه ئبيوتيكي است و از آنجا يك تركيب آنتي
باشد به نـام   مي) مثل كلسيم(كمپلكس با كاتيونهاي دو ظرفيتي 

تـرين   تركيـب مرسـوم  ايـن  . شـود  م ناميـده مـي  ييونوفور كلس
تركيب شيميايي استفاده شده بـه منظـور فعـال سـازي جنـين      

، آزاد سـازي  Bاست و موجب تسريع روند تخريـب سـايكلين   
كلسيم از ذخاير درون سلولي، تسريع ورود كلسـيم بـه داخـل    

و  MPFو  MAPKجنين از منابع خارج سلولي، كاهش فعاليـت 
ــي  ــوز مـ ــيمات ميـ ــرگيري تقسـ ــردد از سـ در ). 15،32،71( گـ

هاي جوان، استفاده از يونوفـور بـه تنهـايي بـه منظـور       تخمك
گردد؛ چرا كه در اين تخمكها بـه   فعال سازي جنين توصيه نمي

يابـد   تغييري نمـي MAPK دنبال استفاده از اين تركيب، فعاليت 
  . گـردد  كينـاز مشـاهده مـي    H1و تنها كاهش موقت در فعاليـت 

ت هر دو كيناز مشخصـاً  هاي مسن فعالي در حالي كه در تخمك
عليــرغم اينكــه يونومايســين نســبت بــه ). 71(ابــد ي كــاهش مــي

يونوفور كليسم از قابليت بيشتري در جابجايي و انتقال كلسيم 
برخوردار است، ليكن به دليل تكرارپـذير نبـودن مـوج كلسـيم     
ايجاد شده توسط يونومايسين و ايجاد مـوج كلسـيم از منـابع    

                                                            
1- Ionomycine 
2- Calcium ionophore (A23187) 

دار در افـزايش   وجـود تفـاوت معنـي   داخل سلولي و نيـز عـدم   
ناگهاني و سـريع كلسـيم درون سـلولي، كـارايي ايـن دو دارو      

  ). 44،78،86،87(گردد  معادل يكديگر قلمداد مي
   µM5(هـا بـه ويـژه گـاو      اين تركيبـات در بسـياري از گونـه   

دقيقـه   20بـه مـدت   µM5(، خوك )34،47،50) (دقيقه 4به مدت 
، اســب )89) (دقيقــه 1-5دت بــه مــ µM5(، بــز و گوســفند )88(
)µM5  دقيقه 4به مدت) ((، الاغ )90µM5  دقيقه 5به مدت) (91 (

ــگ  ــدت   µM10(و س ــه م ــه 4ب ــيعي  ) 92) (دقيق ــاربرد وس   ك
  . يافته است

ــار       ــك مه ــراه ي ــه هم ــيم ب ــور كلس ــوارد يونوف ــر م در اكث
دمتيـــل -6( پـــروتئين كينازهـــاي دفســـفوريله كننـــده كننـــده

)) CHX4(يـــا ســـيكلوهگزاميد  و  3(DMAP-6)آمينوپـــورين 
هـاي   البتـه تفـاوت  . شود استفاده مي) 22( 5و يا اتانول) 84،88(

اي نيز در اين بين وجود دارد؛ به طوريكه مشـخص شـده    گونه
است در گاو و گوسفند استفاده از تركيب توام يونومايسـين و  

6-DMAP تشـكيل   دار درصـد الحـاق و   رغم افزايش معنـي يعل
ــب   ــت، موج ــاري   بلاستوسيس ــوع ناهنج ــال وق ــزايش احتم اف
 ها تركيب بنابراين در اين گونه. گردد كروموزومي در جنين مي

  ).87،20(گردد  سيكلوهگزاميد توصيه مي يونوفور كلسيم با 
ن كينازهاي دفسـفوريله كننـده   يتئهاي پرو مهاركننده -3-1-5
سـازي   استفاده از اين تركيبات موجب تحريك فعـال : نهايتئپرو

ــك و ا ــي  تخمـ ــوز مـ ــرگيري ميـ ــردد ز سـ ــاني. گـ ــه  زمـ كـ
ــان ــده غشــاء هســته، دفســفوريله   پروتئوگليك هــاي در برگيرن

گرفتـه و زمـاني كـه  فسـفوريله      شوند غشاء هسـته، شـكل    مي
از طــرف ديگــر . گــردد گردنــد غشــاء هســته گسســته مــي مــي

و توقـف   MPFدفسفوريله شدن پروتئينها موجب فعـال شـدن   
ــوزي مــي  طــولاني ــر تقســيمات مي ــ ت ــذا مــي. رددگ ــا  ل ــوان ب   ت

كينــاز، كينازهــاي  MPF(مهــار نمــودن ايــن پــروتئين كينازهــا 
موجبـات فعـال شـدن تخمـك و از     ...) كينـاز و   MLCميوزين، 

از جملــه ايــن . ســرگيري مجــدد تقســيم ميــوز را فــراهم نمــود
و ) 6DMAP(دمتيل آمينـو پـورين    -6توان به  ها مي مهاركننده

  .سيكلوهگزاميد اشاره نمود

                                                            
3- 6-dimethylaminopurine 
4- Cyclohexamide 
5- Ethanol 
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 6-DMAP از است كـه  ئالطيف سرين پروت وسيع  مهار كننده
ــروتئ    ــردن پ ــفوريله ك ــد فس ــار رون ــا مه ــوگيري از يب ن و جل

و عبـور  MPF سـبب غيرفعـال شـدن    MPFدفسـفوريله شـدن   
هـا   در بسياري از گونه. گردد سلول از مرحله ايست ميوزي مي

6-DMAP  از خروج دومين جسم قطبي ممانعت و بدين ترتيب
تـوان در   آن مـي  لقاي افزايش كلسيم درون سلولي ازبه دنبال ا

ــود      ــتفاده نم ــته اس ــال هس ــد از انتق ــك بع ــازي تخم ــال س فع
)32،35،71،87.(  

هـاي   توان به منظـور فعـال نمـون تخمـك     از اين تركيبات مي
هاي جوان بـا اينكـه كيفيـت بسـيار      تخمك. جوان استفاده نمود

ــه  ــيكن ب ــد؛ ل ــالا و مســتم  خــوبي دارن ــت ب ــل فعالي    MPFر دلي
تـوان بـه منظـور فعـال      در نتيجه مـي . شوند به سختي فعال مي

   DMAP-6ســـازي آنهـــا، از تركيـــب تـــوام يونوماســـيون و 
  ).10،32(استفاده نمود 

  . ين كينازهـا اسـت  ئمهاركننده قـوي پـروت  نيز  سيكلوهگزاميد
  و  CHXمقايسـه  ) بـه جـز گـاو و گوسـفند    (هـا   در تمامي گونه

6-DMAP  ــي ــاوت معنـ ــيچ تفـ ــد د هـ ــد توليـ اري را در درصـ
بلاستوسيســت، تعــداد كلــي بلاســتومرها و ميــزان وقــوع      

ــاري ــين  ناهنجـ ــوزومي در جنـ ــاي كرومـ ــله   هـ ــاي حاصـ   هـ
 ).10،44،93(دهد  نشان نمي

 mRNAتحريـك سـاخت   ايـن تركيـب سـبب    : اتانول -4-1-5
، افـزايش ورود كلسـيم از   1تـري فسـفات   – 5، 4، 1اينوزيتول 

زي كلسيم از منابع داخـل سـلولي،   منابع خارج سلولي، آزادسا
به (سازي موثر جنين  تسريع روند تشكيل پرونوكلئوس و فعال

غلظـت مرسـوم ايـن    . گـردد  مـي ) ويژه در موش، گاو و خـوك 
هاي پـروتئين   است و معمولاً همراه با مهار كننده% 7-8تركيب 

  ).44،71،81،94( گردد كينازهاي دفسفوريله كننده استفاده مي
Gaynor اتانول و يونومايسين گـزارش   كاران با مقايسهو هم

داري در درصـد الحـاق و تسـهيم     اند هيچ تفـاوت معنـي   نموده
سازي شده و فعال شده با اسـتفاده از ايـن دو    هاي شبيه جنين

ايــن محققــان بــا مشــاهده عــدم تفــاوت . تركيــب وجــود نــدارد
دار در درصد تشكيل مورولا و توليـد بلاستوسيسـت در    معني

ه، تركيبات فـوق را داراي پتانسـيل كـافي و مشـابه در     دو گرو
  ).95(اند  روند شبيه سازي عنوان نموده

                                                            
1- Inositol 1,4,5tri phosphate (Insp3) 

Chen    و همكاران با بررسي و مقايسه تاثير دو فعـال كننـده
هـاي ميمـون    اتانول و يونومايسـين بـر قابليـت تكـاملي جنـين     

دار در  انـد، عليـرغم عـدم وجـود تفـاوت معنـي       گزارش نمـوده 
هــاي نــر و مــاده، لــيكن درصــد  وكلئــوسدرصــد تشــكيل پرون

در گروهي كه از اتانول به ) درصد تسهيم(سلولي  2هاي  جنين
دار  منظور فعال سازي جنين استفاده شده بود، به طـور معنـي  

در ايـن مطالعـه تفـاوت    البتـه  . بالاتر از گروه يونومايسين بود
سـلولي بـين دو گـروه     8و  4هـاي   دار در درصـد جنـين   معني

  ).61(رديد گزارش نگ
استرونتيوم يك كـاتيون  :  SrCl2 2استرونتيومكلريد  -5-1-5

ســازي متنــاوب و  بــوده كــه قــادر بــه آزاد) +Sr2(دو ظرفيتــي 
تـــدريجي كلســـيم از ذخــــاير درون ســـلولي بـــه ويــــژه     

و تسريع ورود كلسيم از منابع  )71،95(ساركوپلاسميك  شبكه
سـانات  بررسـي نو ). 95(باشـد   خارج سلولي بداخل سلول مـي 

كلسيم درون سلولي نشان داده است الگـوي نوسـانات ايجـاد    
شده توسط اين تركيب بسيار مشابه نوسانات ايجاد شـده بـه   

رسد اين تركيـب در   به نظر مي. اسپرم استطبيعي دنبال نفود 
اسـتفاده از ايـن   . غياب كلسيم خارج سلولي مؤثرتر عمل نمايد

سـازي   فعـال تركيب در مـوش و همسـتر كـاربرد وسـيعي در     
جنين تجديـد سـاختار داده شـده داشـته و معمـولاً همـراه بـا        

   ).15،44،80،94،96،97،98( گردد استفاده مي Bسايتوشالازين 
بررسيها نشان داده است در گاو استفاده توام اين تركيب با 

ــك تخمــك مــي   ــال ســازي پارتنوژني ــانول ســبب فع ــردد؛  ات   گ
اند سبب فعـال سـازي   تو در حالي كه همراه با يونومايسين مي

هــاي تجديــد ســاختار داده شــده و رســيدن بــه مرحلــه  جنــين
  ).44،80،84،99( بلاستوسيست گردد

6-1-5-Phorbol ester   : ايــن تركيــب ســبب فعــال ســازي
پروتئين كينازهاي وابسته به كلسيم و فسفوليپيد، ايجـاد مـوج   

. گـردد  كلسيم داخل سلولي و ترغيب تشكيل پرونوكلئـوس مـي  
هاي شبيه سازي شـده مـوش    ركيب در فعال سازي جنيناين ت

تـر بـودن درصـد     اي داشته ليكن به دليل پائين كاربرد گسترده
هاي موش با استفاده از اين تركيب در  فعال سازي موثر جنين

ــا تركيبــات كــاربردي  تــر، اســتفاده از آن در ســاير  مقايســه ب
  ).80( گردد پستانداران توصيه نمي

                                                            
2- Strontium chloride (SrCL2)  
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7-1-5- Thimerosal :ــ ــروه    ي ــده گ ــيده كنن ــب اكس ك تركي
است و سبب افزايش ممتد و پيوسته كلسيم داخل  1سولفيدريل
استفاده از اين تركيب در گاو كـاربرد وسـيع   . گردد سلولي مي

تري دارد؛ ليكن به دليل كوتاه تر بودن مدت زمان موج كلسـيم  
و حداكثر غلظت كلسيمي درون تخمك، كـاربرد آن  محـدودتر   

  ).80،100( بات استاز ساير تركي
ــي  -8-1-5 ــات الكتريك ــال تحريك ــات  : اعم ــتفاده از تحريك اس

تـرين   مرسـوم  جايگزين مناسب تحريكات شيميايي و الكتريكي
حيواني بـه ويـژه   هاي  گونهروش فعال سازي جنين در تمامي 

موفقيت اين روش وابسته بـه انـدازه و   . خوك و گوسفند است
ول بــه دنبــال اعمــال ابعــاد منافــذ ايجــاد شــده در غشــاء ســل 

مـدت  . باشـد  تحريكات الكتريكي و قدرت يوني محيط كشت مي
زمان اصلاح منافذ ايجاد شـده و تـرميم يكپـارچگي غشـاء بـه      
درجه حرارت محـيط فعـال سـازي جنـين، سـياليت ليپيـدها و       

قـدرت و  . سـلولي بسـتگي دارد   ءهـاي غشـا   جابجايي پروتئين
ل اعمال اولين تحريك مدت زمان اولين موج ايجاد شده به دنبا

الكتريكي اساساً وابسته به غلظت يـون كلسـيم خـارج سـلولي     
هــاي الكتريكــي بعــدي، ســاخت  بــه دنبــال اعمــال پــالس .اســت

و بـر   تقويـت شـده  تري فسفات در سلول بـه شـدت    اينوزيتول
شــود  قــدرت و طــول امــواج كلســيم درون ســلول افــزوده مــي

در الگـوي اسـتقرار   تحريكات تغييراتـي  متعاقب اين  ).44،101(
بدين صـورت  . گردد هاي درون اووپلاسم ايجاد مي ميتوكندري

ــواحي جــداري    ــدريها در اطــراف هســته و ن ــدا ميتوكن ــه ابت ك
هـاي   اووپلاسم تجمع يافته و تشكيل دستجات متعدد با انـدازه 

سـپس چنـدين مركـز سـازماندهي شـده      . دهنـد  مختلف را مـي 
وپلاسم و معمولاً در در اوMTOC(2(متشكل از ميكروتوبولها؛ 

گيـرد و در نهايـت يـك يـا دو      يك سمت دوك تقسيم شكل مـي 
ــي   ــكيل م ــاده تش ــوس م ــود پرونوكلئ ــن   . ش ــري اي ــكل گي ش

پرونوكلئوسها اساساً مرتبط با ميتوكندريها است؛ به طوريكـه  
% 42ارتباط ساختارهاي شبه پرونوكلئوس و ميتوكنـدريها در  

  ).101(ود ش هاي تجديد ساختار شده ديده مي جنين
  بــا نيجنــي ســاز فعــال درصــد اســت داده نشــان هايبررســ
  وي ك ـيالكتر داني ـم قـدرت  بـه ي ك ـيالكتر كـات يتحر از استفاده

  

                                                            
1- Sulfhydryl oxidizing 
2- Microtubule-organising centre  

  ).44،55،71،102( داردي بستگ پالس اعمال زمان مدت
 بـر ) DC( مسـتقيم  جريـان  پـالس  قدرت ريتاث نيمحققي برخ
 طول و پالس دفعات تعدادتأثير  به نسبت راي ساز هيشب بازده
 كـه  اسـت ي حـال  در نيا. )44،103(اند  بالاتر دانسته پالس مدت

De souse گـزارش  و دانـد  مـي  مـوثرتر  را پـالس  دفعات تعداد 
 نسـبت  كمتـر  قدرت با متعددي ها پالس از استفاده است نموده

 دار يمعن ـ شيافـزا  سـبب  شـتر يب قـدرت  بـا  پالس كي اعمال به
  ).102( گردد يم ستيبلاستوس ديتول درصد

Daniel     با بررسي و مقايسه تـاثير قـدرت ميـدان الكتريكـي ،
)kv/cm5/1-1 ،5/2-2 ،3 هـاي   سلول الحاقبر درصد ) و بالاتر

كومولوس و فيبروبلاست با تخمك، بهترين ولتاژ را براي ايـن  
در ايـن مطالعـه در   . گزارش نموده است kv/cm5/2-2سلولها، 

مـك بـه طـور    هاي كومولوس با تخ تمامي ولتاژها الحاق سلول
. هاي فيبروبلاست گزارش شده اسـت  دار بيشتر از سلول معني

هـاي فيبروبلاسـت نسـبت بـه      علل درصد الحـاق كمتـر سـلول   
ــا و    ــلولها، ويژگيهـ ــن سـ ــوچكتر ايـ ــاد كـ كومولـــوس را ابعـ

سلول از جمله وجـود منافـذ كمتـر بـا     اين خصوصيات خاص 
قطر كوچكتر در غشاء هسـته، ايجـاد گرمـا و جريـان آهسـته      

وني به دنبال اعمال پالس در اين سلولها و نيز قرابـت بسـيار   ي
در مقايسـه  هاي فيبروبلاست با غشاء تخمك  كمتر غشاء سلول

  ).  56(اند  هاي كومولوس عنوان نموده سلول
معمولا به دنبال اعمال پالس، اسـتفاده از تركيبـات شـيميايي    

ــين  ــال نمــودن جن ــد ســاختار داده شــده   جهــت فع هــاي تجدي
دار درصـد توليـد    به نظر رسيده و سبب بهبود معني ضروري

ــي  ــت م ــردد بلاستوسيس ــوام    . گ ــاثير ت ــه ت ــي و مقايس بررس
thimerosal  6بــا-DMAP وCHX   پــس از تحريــك الكتريكــي

نشـان   سروي قابليت تكـاملي جنـين و ميـزان وقـوع آپپتـوزي     
استفاده از تركيبـات شـيميايي فـوق پـس از اعمـال      كه دهد  مي

دار تعداد بلاستومرها و در عين حـال   ايش معنيپالس سبب افز
. گــردد هــاي حاصــله مــي افــزايش وقــوع آپپتــوزيس در جنــين

هــاي مختلــف مواجهــه جنــين بــا ايــن  همچنــين مقايســه زمــان
قبل از اعمال پالس الكتريكي، بلافاصله پـس  (تركيبات شيميايي 

نشان ) از اعمال پالس و مواجهه پس از وقفه زماني چند ساعته
تـر   است ايجاد وقفه زماني سبب مواجهه بيشتر و طولاني داده

درون  MPFهسته سلول منتقل شده بـا سـطح بـالاي فعاليـت     
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دار  سيتوپلاسم تخمـك گرديـده كـه ايـن سـبب افـزايش معنـي       
هـاي   و تغيير در الگوي رونوشـت بـرداري ژن   SCNRاحتمال 

از جملـه  ) توليـد بلاستوسيسـت  (مرتبط با روند تكاملي جنـين  
ــزيم  α1واحــد زيــر   Na/K-ATPase ،E-cadherin،Zonulaآن

occludens protein-1(ZO-1) ،desmocollin II (Dc II) ،
plakophilin (Plako)، ) (IF) Interferon   وglucose 

transporter1,3,4 نتيجه اين تغييرات افزايش كيفـي و  . گردد مي
شـــده اســـت  كمـــي توليـــد بلاستوسيســـت شـــبيه ســـازي 

)92،104،105،106.(  
روش فعال سازي قـديمي   يك: اعمال تحريكات مكانيكي -9-1-5

است و امروزه كاربرد چنداني به منظـور فعـال سـازي جنـين     
توان به مواجهه تخمك بـا   از جمله تحريكات مكانيكي مي. ندارد

  ). 81(اشاره نمود  NTدرجه حرارت اتاق قبل از شروع 
  تغييرات اپي ژنتيك  -6
ت اپي ژنتيكي صورت گرفته در رونـد  پس از بررسي تغييرا 

شبيه سازي شـده و مقايسـه   ) بلاستوسيست(هاي  توليد جنين
آن با تحولات صورت گرفته در هسته سلول اسـپرم و تخمـك   
پس از لقاح طبيعي، متوجه تشابه بسيار زياد ايـن تغييـرات بـا    

  از جملـه مهمتـرين تغييـرات اپـي ژنتيكـي      . كديگر خواهيم شدي
و تغييرات ايجاد شـده در   DNAگوي متيلاسيون توان به ال مي

متيلاسـيون، استيلاسـيون، داستيلاسـيون،    (پروتئين هيسـتون  
 microRNAs1و نقـش  ...) فسفوريلاسيون، يوبيكويتيناسيون و

  .اشاره نمود ،در ژنوم سلول دهنده
  بـــه دنبـــال لقـــاح و يـــا ورود هســـته ســـلول ســـوماتيك  

   2ســيتوزين بــه داخــل اووپلاســم، گــروه متيــل بــاز آلــي      
برداشــته شــده و ســيتوزين غيرمتيلــه     CpGدر نوكلئوتيــد 

  مجـــدداً پـــس . گـــردد مـــي 3متيـــل ســـيتوزين -5جـــايگزين 
ــه     ــه مرحل ــين ب ــيدن جن ــدي،    8از رس ــل بع ــلولي و مراح س

  متيلاســــيون مجــــدد ژنــــوم صــــورت گرفتــــه و مجــــدداً 
اين الگوي متيلـه و دمتيلـه   . گردد متيل سيتوزين تشكيل مي -5

قش بسيار مهمي در تعيين توانمندي جنـين بـراي   شدن ژنوم ن
تفاوت اين الگو در لقاح و يا . سلولي دارد توقفعبور از مرحله 

                                                            
1- Nouncoding RNA 
2- Cytosine 
3- 5-methyl cytosine 

SCNT بـه طوريكـه در لقـاح    . در ميزان متيلاسيون ژنوم است
طبيعي ميزان متيله شدن هسته اسـپرم و تخمـك، قبـل از لقـاح     
بسيار بيشتر از متيـل شـدن هسـته سـلول سـوماتيك پـس از       

توانـد يكـي از علـل     و همين موضوع مـي ) 107(باشد  تقال ميان
پايين بودن بازده توليد جنين شبيه سازي شده نسبت به لقـاح  

  .  طبيعي باشد
ــزين     ــيون لي ــزان متيلاس ــر مي ــرف ديگ ــتون  4از ط  3هيس

)H3K44 (  3هيســــــتون  27و  9هـــــاي   و نيـــــز ليـــــزين   
)H3K95 ،H3K276 (  ــد ــين اســتيله شــدن آنهــا در رون و همچن

SCNR  به طوريكه هايپومتيله شدن و يا بوده بسيار تاثيرگذار
ــد   ــه شــدن ســيتوزين نوكلئوتي ــروتئين  CpGدمتيل ــزين پ و لي

دار ظرفيـت تكـاملي    هيستون سبب افـزايش مشـخص و معنـي   
استفاده  .مي گردددرصد توليد بلاستوسيست  افزايش جنين و
 نيـز  ندباش ـ داراي ژنوم هايپومتيله مي اساساًهايي كه  از سلول

خواهـــد شـــد   SCNT بـــازدهســـبب افـــزايش مشـــخص   
از طرفي مشخص شـده اسـت كـه اسـتفاده از      ).68،107،108(

ــل ــك  آل ــاي هايپومورفي ــل ترانســفراز  -DNAه ــدليل ، I7متي ب
، سبب )تمايز يافته(هاي سوماتيك  ژنوم سلول بودنهايپومتيله 

افزايش مشخص ميزان توليد مـورولا و بلاستوسيسـت شـبيه    
  ). 68(گردد  مي سازي شده

از طــرف ديگــر افــزايش ميــزان اســتيله شــدن هيســتون بــه 
و  SCNRموفقيـت آميـز رونـد     انجامدر  3خصوص هيستون 

هـاي شـبيه سـازي شـده بسـيار       درصد توليـد بلاستوسيسـت  
به طوريكه مشخص شده اسـت اضـافه شـدن    . تاثيرگذار است

 بـه  و نيـز  AcH3K9(8( 3هيسـتون   9گروه اسـتيل بـه ليـزين    
-AcH3K9(بـه طـور همزمـان     3هيسـتون   14و  9هـاي   ينليز

K14(9  ــز ــه و ني ــزين ب ــتون  5لي ــبب  AcH3K5(10( 3هيس س
ــكرحت ــه     ي ــه مرحل ــين ب ــيدن جن ــين و رس ــاملي جن ــد تك رون

ــي  ــردد بلاستوسيســت م ــا    . گ ــدن و ي ــتيله ش ــه داس در حاليك
هايپواستيله شدن آنها منجر به توقف روند تكـاملي تقسـيمات   

                                                            
4- Histone H3 at lysines 4  
5- Histone H3 at lysines 9  
6- Histone H3 at lysines 27  
7- DNA methyltransferase I 
8- Acetylation on lysine 9 of histone 3 (AcH3K9) 
9- Acetylation on lysines 9 and 14 of histone 3(AcH3K9/K14) 
10- Acetylation on lysine 5 of histone 3 (AcH3K5) 
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ميـزان اسـتيله و   ). 108(گـردد   سلولي ميجنين در مرحله چند 
متيله شدن بيشـتر از آن كـه تحـت تـاثير نـوع سـلول، سـيكل        
ســلولي و تعــداد پاســاژهاي ســلول دهنــده باشــد، بــه كيفيــت 

  ).16،106،107( اووپلاسم و يكپارچگي آن بستگي دارد
الگوي استيله شـدن هيسـتون و   (تغييرات اپي ژنتيكي مذكور 
ــه شــدن هســته ســلول د  ــدهمتيل ــذير  ) هن عــلاوه بــر وراثــت پ

هـاي   بودنشان، به دليل نقش برجسته آنها در تنظيم فعاليت ژن
ك از اهميت به سزايي در كسـب موفقيـت   يهاي يوكاريوت سلول

به طوريكه محققين ميـزان متيلـه   . برخوردار هستند SCNRدر 
شدن و يا استيله شدن هسـته سـلول سـوماتيك را بـه عنـوان      

و علـل   نمـوده ند شبيه سـازي معرفـي   اپي ژنتيكي رو  شاخص
ــازده    ــودن ب ــايين ب ــالاي   SCNR ،SCNTاصــلي پ ــوع ب و وق

متعادل نبودن تغييـرات اپـي   در هاي كروموزومي را  ناهنجاري
ژنتيكـي مناسـب    ريـزي اپـي   ژنتيكي سلول دهنده و عدم برنامه

ــي ــد م ــوماتيك،     . دانن ــلول س ــال س ــس از انتق ــارتي پ ــه عب ب
دهنـده بـه عنـوان يـك سـلول      هاي اپي ژنتيكي سـلول   شاخص

هـاي   كاملاً تمايز يافته بايد حذف و الگوي جديـدي از شـاخص  
اپــي ژنتيــك در جنــين تجديــد ســاختار داده شــده، بــا ويژگــي 

بنــابراين شــناخت دقيــق ايــن ). 44،68(پرتــواني، شــكل گيــرد 
آنهـا   يهـاي كنترلـي و تنظيم ـ   شاخصها و درك صـحيح روش 

يقـي جهـت انتخـاب سـلول     تواند معيـار انتخـابي بسـيار دق    مي
سوماتيك مناسب جهت انتقال و هـدايت ايـن سـلول بـه سـمت      
ــد      ــالا باش ــت ب ــا كيفي ــي ب ــد جنين ــدد و تولي ــازماندهي مج س

)44،49،68،108.(  
هـاي   با توجه به اهميـت و نقـش تـرانس كريپتهـا و پـروتئين     

ــه    ــك مرحل ــم تخم ــود در سيتوپلاس ــت از  MIIموج در حماي
ل شــدن ژنــوم جنينــي   تقســيمات جنينــي تــا مرحلــه فعــا    

)Embryionic genomic activation; EGA (  ــت ــز قابلي و ني
در القاي برنامـه ريـزي مجـدد     MIIسيتوپلاسم تخمك مرحله 

و  EGAو همزماني ) reprogramming(هسته سلول سوماتيك 
ــت   ــرانس كريپ ــخص ت ــاهش مش ــادري،    ك ــا م ــا منش ــاي ب ه

reprogramming ت اپي هسته سلول سوماتيك مبتني بر تغييرا
. تكميل شـده باشـد   EGAژنتيك مي بايست همزمان با شروع 

ژنتيـك در طـي رونـد     معهذا از آنجائيكـه الگـوي تغييـرات اپـي    
ــي از وضــعيت     ــه گزين ــل از لان ــل قب ــين در مراح ــاملي جن تك

هـاي درمـاني در القـاي     ديناميكي برخوردار بوده، اتخاذ روش
غييـرات در  بايست از الگوي اين ت برنامه ريزي مجدد هسته مي

  .هاي طبيعي تبعيت نمايد جنين
هـاي   ژنتيك در جهت حمايت از شاخص اپيتغييرات  ايجاد -1-6

  تركيبــات مختلفــي بــه منظــور تغييــر در الگــوي   :اپــي ژنتيــك
هاي سوماتيك در جهـت حمايـت از تغييـرات     اپي ژنتيك سلول

  .اند ژنتيك مطرح و مورد استفاده قرار گرفته    مناسب اپي
ــتاتين   -1-1-6 ــر   TSA(1: TSA(؛ Aتريكوس ــل تغيي ــك عام ي

كه سبب هايپراستيله شـدن هيسـتون و    استدهنده كروماتين 
به دنبال تغييرات ساختاري ايجاد . گردد مي DNAدمتيله شدن 

شده در كروماتين متعاقب استفاده از اين تركيب، وقايعي نظير 
 بيـان ترانسـژن، افـزايش    قويت، تSCNRبهبود و تسريع روند 

هاي  هاي آندوژن مرتبط با رونوشت برداري و نيز ژن بيان ژن
ــي      ــه گزين ــه لان ــل از مرحل ــه قب ــژه در مرحل ــه وي ــي ب    ،جنين

  . رخ خواهد داد
هاي دهنده بـا ايـن    بررسيها نشان داده است مجاورت سلول

 بـاز تركيب قبل از انتقال نه تنها سبب تسـريع و تشـديد رونـد    
هـاي شـبيه سـازي     جنـين شدن كروماتين، افزايش حجم هسته 
ــي  ــزايش معن ــب آن اف ــزان اســتيله شــدن   شــده ومتعاق دار مي

ــزين ــاي لي ــتون  14و  9، 4، 27ه  ,H3K14, H3K27( 3هيس

H3K4, H3K9 (  4هيستون 16و  5و ليزين )H4K16, H4K5 (
هاي داستيله كننـده هيسـتون    گردد، بلكه موجب مهار آنزيم مي

)HDACs(2 هـاي   بيـان ژن هـاي سـوماتيك، افـزايش     در سلول
هـاي مـرتبط بـا     مرتبط با روند تكاملي جنين، كـاهش بيـان ژن  

 ,OCT4, Nanogهــاي ، افــزايش بيــان ژنDNAمتيلاســيون 

SOX2  وcMYC   ــد ــزان تولي ــزايش مي در  بلاستوسيســت، اف
بلاستوسيســـت، افـــزايش مشـــخص تعـــداد بلاســـتومرهاي  

هاي شبيه سازي شده و افزايش درصد آبستني و زايمان  جنين
نقـش بسـيار مهمـي در     HDACsهـاي   آنزيم. ق خواهد شدموف

تغيير ساختار كروماتين، كنترل مدت زمان بقاي سلول، كنترل 
ــد   ــد شــكل گيــري تومــور دارن ــد ســيكل ســلولي و رون  رون

)44،68،108،109،110،111،112،113.(  

                                                            
1- Trichostatin A 
2- Histon deadetylase (HDACs) 
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و همكاران با اشاره به نقش ايـن آنزيمهـا    Shahperبررسي 
، DNAب ديده زنجيره دوتـايي  در اصلاح و ترميم نواحي آسي

تـا   HDAC1هاي مـوش فاقـد آنـزيم     نشان داده است كه جنين
آبستني به علت نقايص تكاملي شديد و تاخير  5/10قبل از روز 

هـاي آبسـتن    هاي موش همچنين جنين. گردند در رشد سقط مي
 Sنيز به علت عدم پيشرفت سيكل سلولي از فاز  HDAC3فاقد 

آبسـتني سـقط    5/9تـا قبـل از روز    DNAهاي شـديد   و آسيب
  ).114(شوند  مي

بـه عنـوان يـك تركيـب مهاركننـده       TSAبه نظر اسـتفاده از  
HDACs هاي دخيل در تغييـرات   به واسطه تنظيم فعاليت آنزيم

هـاي اپـي ژنتيكـي     اپي ژنتيكي سلول، موجـب حـذف شـاخص   
هاي اپـي ژنتيكـي    هاي سوماتيك و تغيير آنها به شاخص سلول

گـردد و بـدين ترتيـب سـلول      وند تكاملي جنـين مـي  موثر در ر
سوماتيك قابليت سـازماندهي مجـدد و برگشـت بـه وضـعيت      

آورد و قـادر خواهـد بـود جنـين      پرتواني خود را به دست مـي 
هـاي طبيعـي    اي بـا تمـامي سـلولها و ارگـان     شبيه سازي شده

هاي اپي ژنتيكـي رمـز موفقيـت     دستكاري شاخص. توليد نمايد
  ). 92( است iPS1هاي  و توليد سلول SCNR،SCNTدر 

 μM25/1در نشــخوار كننــدگان اهلــي  TSA عمــولغلظــت م
ــي ــت. باشــد م ــب موجــب آســيب    غلظ ــن تركي ــالاتر اي ــاي ب ه

سلولي،  توقف، افزايش )شكسته شدن كروماتين(كروموزومي 
مهار روند تكاملي جنين و افزايش احتمال وقوع آپوپتـوزيس و  

هـاي   ر ظاهر مورفولوژيك سـلول تر سبب تغيي هاي پايين غلظت
  ).15(سوماتيك خواهد شد 

ايـن تركيــب   :aza-dC2-5پـنج آزا داكسـي سـيتيدين؛     -2-1-6
است و مجـاورت  ) DNAmt(متيل ترانسفراز  DNAمهاركننده 

با اين تركيب موجب دمتيله  ،هاي سوماتيك قبل از انتقال سلول
و  Campbell. گــردد مــي DNAشــدن و يــا هايپومتيلــه شــدن 

 بـازده همكاران معتقدند اسـتفاده از ايـن تركيـب سـبب بهبـود      
SCNT گردد؛ در حالي كه ساير محققـين كـاهش مشـخص     مي

هــاي شــبيه ســازي شــده را بــا  درصــد توليــد بلاستوسيســت
اسـتفاده  ). 15،44،49(انـد   استفاده از اين تركيب گزارش نموده

طـولاني مـدت از ايـن تركيـب حتـي در دوزهـاي پـايين سـبب         

                                                            
1- Induced Pluripotent Stem Cell 
2- 5-aza-deoxy cytidine (5-aza-dC)  

هـاي اصـلي رونـد     متيله شدن شـديد و كـاهش بيـان ژن   هايپو
ــي   ــين م ــاملي جن ــردد تك ــب در   . گ ــن تركي ــول اي ــت معم غلظ

ــخواركنندگان  ــت µM 5-1نشـ ــت. اسـ ــالاتر آن  غلظـ ــاي بـ هـ
  ).15(باشد  سايتوتوكسيك مي

 :افزودن عصـاره سيتوپلاسـمي سـلولهاي سـوماتيك     -3-1-6
هاي سـوماتيك بـه محـيط كشـت      افزودن عصاره برخي سلول

هـايي كـه    سـلول در مـورد  لول سوماتيك و جنين، بـه ويـژه   س
تواند منجـر بـه    روند تقسيمات ميتوزي آنها متوقف گرديده مي

  ).49،68(گردد   SCNRو بهبود  PCCتسريع
اضافه نمـودن   :افزودن محتويات سيتوپلاسمي تخمك -4-1-6

محتويات سيتوپلاسمي تخمـك دوزيسـتان  بـه محـيط كشـت      
غيـر فعـال شـدن     ، منجر به فعال و يـا جنين شبيه سازي شده

هاي سوماتيك پستانداران و سـازماندهي   هاي سلول برخي ژن
. گردد و برنامه ريزي مجدد هسته اين سلولها پس از انتقال مي

Campbell انــد افــزودن عصــاره ايــن   و همكــاران نشــان داده
فـاكتور رونوشـت بـرداري    ( OCT4تخمكها منجر به بيـان ژن  

مربـوط بـه    mRNAو افـزايش  ) ESCن مانند هاي پرتوا سلول
، تجزيـه سـريعتر هسـتكها،    SCNRآن در جنين، تسريع رونـد  

تغييــر لامينــاي هســته، تغييــر در الگــو و ميــزان استيلاســيون 
DNA     درصـد  افـزايش  و  3و افزايش اسـتيله شـدن هيسـتون

همچنـين افـزودن عصـاره    ). 44(گردد  توليد بلاستوسيست مي
ــم  ــت    Xenopus Laevisتخ ــوي رونوش ــر در الگ ــبب تغيي س

ده و ايـن تغييـرات   ش ـ 2برداري ژنها و مهـار سـايكلين كينـاز    
هاي شـبيه   و درصد بقاي جنين SCNRمنجر به افزايش قابليت 

  ). 35(گردد  سازي شده مي
5-1-6- MG132 افزودن ايـن تركيبـات بـه محـيط      :و كافئين

 يلكشت جنين، بدون داشتن هرگونه تاثير مضر بر روند تكـام 
خودي تقسيمات جنينـي جلـوگيري    جنين، از فعال شدن خودبه

و سبب افزايش كيفيت و كميت بلاستوسيست و افـزايش  كرده 
ــد    ــد ش ــده خواه ــاج زن ــد نت ــار  . تول ــك مه ــافئين ي ــده  ك كنن

غيراختصاصي فسفاتاز است و افزودن اين تركيـب بـه محـيط    
دار درصـد تسـهيم و    كشت جنين نه تنها سـبب افـزايش معنـي   

گـردد؛ بلكـه از كـاهش     اووپلاسـم مـي   MAPKو  MPF ميزان
 مرحلـه  پروتئين كينازها پـس از رسـيدن تخمـك بـه     شديد اين

MII  اندازد و كاهش آنها را به تعويق ميكرده جلوگيري.  
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MG132      نيز مهاركننده پروتئـوزوم اسـت و افـزودن آن بـه
هـاي دهنـده هسـته و تخمـك سـبب بهبـود        محيط كشت سلول

گيري از فعـال شـدن خـود بـه خـودي      و جلو SCNRمشخص 
ي جنـين، افـزايش كيفيـت و كميـت     لتخمك، تسريع رونـد تكـام  

. )46،49،115،116(بلاستوسيست و تولد نتاج زنده خواهد شد 
سـازي مـوش، خـوك و     استفاده از اين تركيبات در روند شبيه
د شو توصيه مي SCNTميمون و رت به منظور افزايش كارايي

)49 .(  
اين تركيـب موجـب مهـار     :NaBu(1(؛ سديم بوتيرات -6-1-6

گردد و افزودن اين تركيب به محيط  داستيله شدن هيستون مي
و افـزايش   SCNRكشت سلول سـوماتيك سـبب بهبـود رونـد     

هاي شبيه سازي شـده   مشخص كيفيت و كميت بلاستوسيست
  ).108،104(شود  مي

  تمـــامي تركيبـــات فـــوق بـــا تغييـــر در الگـــوي تغييـــرات  
هــاي اپــي ژنتيكــي ســلول  ژنتيــك ســبب حــذف شــاخص اپــي

اي كـه   بـه گونـه   هديگرد سوماتيك و تغيير در الگوي بيان ژنها 
بـدين  ويژگي همه تواني خود را باز يافته و  امكان سلول تا حد

  .يابد افزايش مي SCNTدر روند  SCNRقابليت و توان  ترتيب
  هتروپلاسمي ميتوكندريايي -7
، SCNTدرصـد موفقيـت و بـازده     نكي از علل پـايين بـود  ي 

برخلاف لقاح طبيعـي كـه در    .هتروپلاسمي ميتوكندريايي است
شـــته و ميتوكنـــدريايي اساســـاً منشـــأ مـــادري دا DNAآن 

شـبيه  رونـد  در  ،شوند هاي اسپرم كاملاً تخريب مي ميتوكندري
حجم بسيار با همان  هاي ميتوكندريايي سلول دهنده سازي ژن

ــايين سيتوپلاســم  غشــاء پلاســمايي ، هشــد اووپلاســم  واردپ
 DNAميتوكندريها طي وقـايع سيتوپلاسـمي شكسـته شـده و     

ميتوكنـدريايي تخمـك     DNA ميتوكنـدريايي سـلول دهنـده بـا    
سازي شده دچار  جنين شبيهدر نتيجه  ).116(گردد  مخلوط مي

ــمي  ــدرياييهتروپلاس ــود  ميتوكن ــي ش ــن رو .م ــوان  از اي حي
ر ژنتيكـي مشـابه حيـوان دهنـده     سازي شده كاملاً از نظ ـ شبيه

  .باشد سلول سوماتيك نمي
مين أكه ميتوكندريها داراي نقش بسيار مهمـي در ت ـ يئاز آنجا

سلول  سانرژي سلول، سيگنالينگ، برنامه ريزي زمان آپپتوزي
رسد  باشند، به نظر مي و كنترل روند تكاملي جنين و فتوس مي

                                                            
1- Sodium Butyrate (NaC3H7COO) 

ــه آشــفتگي و  ــاهمگونيهرگون ــدريايي ســبب  ن كــاهش ميتوكن
عملكرد ميتوكندريها، متابوليسم ناقص آنها و كاهش مشـخص  

البته ايـن بـدان معنـا نيسـت كـه      ). 117(گردد  مي SCNTبازده 
شبيه  بازدههتروپلاسمي ميتوكندريايي علت اصلي پايين بودن 

فريقـايي كـه بـه    آسازي است، چرا كه در گربة وحشي و اهلي 
باشند، رشد و  مي طور طبيعي داراي هتروپلاسمي ميتوكندريها
  ).108(شود  توليدمثل طبيعي و باروري موفق ديده مي

  
  يريگ جهينت

دانـش فنـي و تئـوري در     ءرود با ارتقا در مجموع انتظار مي
هاي  تمامي ابعاد شبيه سازي از جمله به حداقل رساندن آسيب

در زمان خارج سازي تخمك فيزيكي به ساختار سايتواسكلتال 
انيدن همزمـاني هسـته سـلول دهنـده بـا      هسته، به حداكثر رس

سيتوپلاسم تخمك گيرنده، و نيز القاي كمـي و كيفـي تغييـرات    
همه تواني در هسـته سـلول   در جهت ايجاد شرايط اپي ژنتيك 

ــي ســلول     ــك قبل ــي ژنتي ــق حــذف وضــعيت اپ ــده از طري دهن
سوماتيك و اعمال تغييرات اپي ژنتيك جديـد و بهبـود شـرايط    

reprogrammingشبيه سازي را در جهت  روندبازدهي  ، بتوان
توليد حيوانات بـا قابليـت حيـاتي بـالا و توليـد مثـل مـوثر بـه         

الوصف هر گونه انحراف از الگـوي طبيعـي    مع .حداكثر رسانيد
بيان ژنها بواسطه كاربرد تركيبات شـيميايي در جنـين مرحلـه    
قبل از لانه گزينـي، مـي توانـد نتـايج نـامطلوبي را در مراحـل       

 .بدنبال داشـته باشـد   پس از تولدو حتي مراحل  جنينيي تكامل
ــوم و     ــاوري، ســاير عل ــن فن ــي اي ــا كيف ــا ارتق ــديهي اســت ب ب

ــاوري ــه و     فن ــات تراريخت ــد حيوان ــل تولي ــرتبط از قبي ــاي م ه
هـاي   هاي بيولوژيك حاصله، ابقاي گونـه  دسترسي به فرآورده

جــانوري در معــرض خطــر انقــراض و بعضــاً امكــان احيــاي  
  جانوري منقرض شده و نهايتـاً امكـان انجـام شـبيه    هاي  گونه

ويـژه در راسـتاي شـبيه     اي با اهداف عديده به سازي بين گونه
  .   ثر خواهد شدأاي مت سازي درماني در انسان، به نحو شايسته

  
   يقدردان و تشكر

 زيسـت شناسـي تكـويني و    عرصـه  با تشكر از تمامي محققين
  و ايشــانهــاي علمــي  شــبيه ســازي بــه دليــل تلاشــها و يافتــه
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