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Abstract 
Purpose: Despite remarkable progresses have been achieved in the field of somatic cell nuclear transfer 

(SCNT), there is little information regarding the effect of donor cell type on the efficiency mammalian 

somatic cell cloning in vitro. This study compared in vitro developmental competency of sheep enucleated 

oocytes reconstructed with either fibroblast or cumulus cells. 

Material and methods: Adult fibroblast cells were taken from skin biopsies of one male and one female 

adult sheep. Cumulus cells were harvested from the same female sheep. Direct whole cell injection 

procedure was used for embryo reconstitution.  Activated reconstructs were cultured in TCM+10%FCS 

medium up to days 7 post activation whereas, in vitro fertilized oocytes served as control. Results: Although 

the rate of day 7 blastocyst formation in cumulus donor cells (19.7%) were greater than the male and female 

fibroblast donor cells (17.5% and 15.7% respectively),  these differences were not significant. Control group, 

on the other hand, induced significantly greater blastocyst rate (29.7%) rather than all the three treatment 

groups.  

Conclusion: Both of cumulus and fibroblast can be used as donor cell for ovine somatic cell nuclear transfer. 

Since no significant difference was observed in term of blastocyst rates between the three SCNT groups, 

therefore concluding donor cell type has no significant effect on the overall efficiency of in vitro production 

of cloned sheep blastocyst. 
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 چكيده
 اطلاعات اندكي در ،Somatic Cell Nuclear Transfer):(SCNT  عليرغم پيشرفتهاي شگرف در انتقال هسته سلولهاي سوماتيك:هدف

هدف اين مطالعه بررسي كفايت سلولهاي . اردزمينه اثر نوع سلول دهنده بر كفايت روند آزمايشگاهي شبيه سازي پستانداران وجود د
  . كومولوس تخمدان و سلول هاي فيبروبلاست به عنوان سلولهاي دهنده هسته در روند شبيه سازي گوسفند است

 در اين مطالعه  كه يك مطالعه تجربي است، سلولهاي فيبروبلاست بالغ از بيوپسي پوست يك گوسفند نر و يك گوسفند :مواد و روشها
روش تزريق كامل درون سيتوپلاسمي سلول دهنده براي ايجاد جنينهاي ساختار . ه و سلولهاي كومولوس از همان گوسفند ماده تهيه شدماد

جنينهاي حاصل از لقاح .  كشت داده شدندTCM+10%FCSمجدد استفاده شد و پس از فعال سازي به مدت هفت روز در محيط كشت 
  .ترل در نظر گرفته شدندآزمايشگاهي نيز به عنوان گروه كن

 جنيني درجنينهاي شبيه سازي شده يا استفاده از 7 نتايج حاصل از اين تحقيق نشان داد كه درصد تشكيل بلاستوسيست روز :ها يافته
 هرچند اين .بالاتر است)  درصد7/15(و ماده )  درصد5/17(در مقايسه با سلولهاس فيبروبلاستي نر) درصد7/19(سلولهاي كومولوس 

افزايش از نظر آماري معني دار ناست ولي درصد تشكيل بلاستوسيست در هر سه گروه جنينهاي شبيه سازي شده به طور معني داري كمتر 
  .بود)  درصد7/29(از گروه كنترل 

بيه سازي شده توان به عنوان سلولهاي دهنده هسته جهت توليد جنينهاي ش  مي سلولهاي كومولوس و سلولهاي فيبروبلاست را:گيري نتيجه
رسد   وجود نداشت بنابراين به نظر ميSCNTازآنجا كه تفاوت چمشگيري در ميزان توليد بلاستوسيت بين سه گروه . گوسفند استفاده نمود

  .كه نوع سلول دهنده هسته اثرچشمگيري بر توان كلي توليد بلاستوسيت شبيه سازي شده گوسفند ندارد
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  مقدمه
پستانداران اهلي بـا اسـتفاده از فنـاوري         ) cloning(شبيه سازي   

يكي از شـگرف تـرين      ) SCNT(انتقال هسته سلول سوماتيك     
پيشرفتهاي حاصل در حيطه دانش سـلولي و تكـويني جنينـي            

ولـوژي  اين فناوري حاصل مطالعات گسترده محققين بي      . است
. بر برهم كنش ميان هسته و سيتوپلاسم طي روند تمايز اسـت           

 هـسته يـك سـلول سـوماتيك تمـايز يافتـه        SCNTطي فرايند   
جايگزين هسته اووسيت شده و سـپس ايـن جنـين بازسـازي             

 درست مانند وقـايعي كـه       –شده مراحل رشد و نمو جنيني را        
  SCNT فناوري   .]1[كند    مي  طي –گيرد    مي بعد از لقاح صورت   

 ،]2[فرصتهاي نويني را براي ازدياد جانوران با ژنوتيـپ برتـر            
 توليد  ،]3[حفظ و افزايش گونه هاي در معرض خطر انقراض          

جانوران ترانس ژنيك  و درمان بيماريهـاي انـساني از طريـق             
 بـه عـلاوه جـانوران       .آورد  مـي   فـراهم  ]4[شبيه سازي درماني    

 بـا كـاهش دادن      SCNTايزوژنيك توليد شده بوسـيله تكنيـك        
تعداد نمونه هاي مورد نياز براي تجربيات با ارزش از ديـدگاه            
آماري  به ويژه در گونه هايي كه دسترسي به تعداد زيـاد آنهـا               

ــراي   ، مــيمحــدوديت دارد تواننــد مــدلهاي بــسيار مناســبي ب
 هر چند بعـد از تولـد اولـين          .]5[تحقيقات بيوشيميايي باشند    

  SCNTبا استفاده از تكنيـك  ) دالي(پستاندار شبيه سازي شده 
 ،]7[ گاو   ،]6[شبيه سازي بسياري از گونه ها از جمله گوسفند          

 و ]12[ خرگـوش  ،]11[ گربـه  ،]10[ خـوك  ،]9[ بز   ،]8[موش  
 ، با استفاده از اين روش با موفقيت انجام شده است          ]13[اسب  

 .با اين حال در صد موفقيت در اين روش بسيار پـايين اسـت             
 درصد جنينهاي ساختار مجدد پـس از        1 كه كمتر از     به طوري 

. انتقال به رحم حيوانات گيرنده منجر به تولد زنـده شـده انـد             
  SCNTاين امر باعث شده كه در حال حاضر كاربردهاي بالقوه           

  .به وسيله كارايي نسبتا پايين آن محدود شود
 فاكتورهاي متعددي موفقيت يا شكست هـر يـك از مراحـل            

دهند كـه شـامل كيفيـت         مي  را تحت تاثير قرار    SCNTمختلف  

 روش انجـام    ، رشـد و بلـوغ اووسـيت       ،اووسيت گيرنده هسته  
بين سـلول دهنـده هـسته و اووسـيت،          ) fusion(الحاق سلولي   

 .اسـت .... .روش فعال سازي مصنوعي، روش كشت جنـين و        
 دهنده هـسته    كفاكتور مهم ديگر، انتخاب  نوع سلول سوماتي       

سـلولهاي سـوماتيك مختلفـي نظيـر        .  اسـت   SCNTدر فرايند   
 14[ سـلولهاي اپيتليـال اويـداكت        ،]6[سلولهاي غدد پـستاني     

 ســلولهاي ماهيچــه اي ،]15 و 8[ ســلولهاي كومولــوس ،]15و
 سلولهاي اپيتليال رحم  و سلولهاي فيبروبلاستي گـوش          ،]16[
 از آنجا كه سلولهاي فـوق       . استفاده شده اند   SCNT براي   ،]17[

 SCNTتواننـد كـارايي       مي صيات متفاوتي هستند،    داراي خصو 
 در حال حاضر در باره اساس سلولي        .را تحت تاثير قرار دهند    

و ملكولي كه طي برنامه ريزي مجدد هسته سـلول سـوماتيك            
  صـورت  IIپس از انتقال به سيتوپلاسم اووسيت مرحله متافاز         

 يكـي از تئوريهـاي      .گيرد اطلاعات كمـي در دسـت اسـت         مي
 كه اولين بـار  SCNTي مطرح براي توضيح كارايي پايين  احتمال

پيشنهاد شد اين اسـت كـه فقـط         ) Wakayama(توسط واكاياما   
 مـستعد شـبيه سـازي       ، بـالغ  كتعداد كمي از سلولهاي سوماتي    

 از ساير فاكتورهايي كه توان تكويني هـر سـلول         .]18[هستند    
وان بـه   ت  مي دهند  مي  را تحت تاثير قرار    SCNTدهنده در فرايند  

 هماهنگي سيكل سلولي سلول دهنده هسته ،]19[ماهيت بافت 
، سـن   ]21[ مرحله تمايز سلول دهنده هـسته        ،]20[و اووسيت   

 ژنوتيـپ   ،]23[ شرايط كشت سلولي     ،]22[سلول دهنده هسته    
  . اشاره نمود]25[ و جنسيت سلول دهنده ]24[

در گونه گوسفند اولين نوع سـلول مـورد اسـتفاده بـه عنـوان               
سلولهاي بلاسـتومري كـشت و تمـايز داده شـده           ،هنده هسته د

 روزه و سپس سلولهاي اپيتليال پـستان        9حاصل از يك جنين     
، ولي معمـولترين سـلولها ي مـورد اسـتفاده در شـبيه              ]6[بود  

ــوس و    ــلولهاي كومول ــاو س ــين گ ــفند و همچن ــازي گوس س
  عليرغم مطالعات متعدد براي      ]23[گرانولوزاي تخمدان است    

   روند شبيه سازي گوسفند،  تاكنون كفايت انواع مختلف          بهبود
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سلولي اين پستاندار در تكوين قبـل از لانـه گزينـي جنينهـاي              
با توجـه بـه اينكـه طـي         . شبيه سازي شده بررسي نشده است     

روند شبيه سازي توانايي سلولهاي مختلـف دهنـده هـسته در            
يكديگر برنامه ريزي مجدد پس از انتفال به اووسيت گيرنده با           

متفاوت است بنابراين در تحقيـق حاضـر بـه منظـور مقايـسه              
و ) cumulus cell(كفايت دوتيپ مختلـف سـلولي كومولـوس    

و ) هر دو از يك گوسفند ماده       ( سلولهاي فيبروبلاست گوش    
نيز سلولهاي فيبروبلاست گـوش گوسـفند نـر  طـي مراحـل              

گوسـفند و  NT  SCتكوين قبـل از لانـه گزينـي جنـين هـاي      
  ايـــسه بـــا جنينهـــاي حاصـــل لقـــاح آزمايـــشگاهي     مق
)IVF:  In vitro fertilization (  بـا توجـه بـه اينكـه     .انجـام شـد 

ســلولهاي فيبروبلاســت از گوســفند نــر و مــاده و ســلولهاي  
كومولوس از همان گوسفند ماده دهنده سلولهاي فيبروبلاست        

 ـ،بنابراين در اين مطالعه،  اثر،  نوع    ،تهيه شد  ر   جنسيت و نيز اث
ژنوتيپ سلول  دهنده هـسته در تكـوين قبـل از لانـه گزينـي                

  .  جنينهاي شبيه سازي شده گوسفند بررسي شد
  

  مواد و روشها 
تمام مواد شيميايي مورد استفاده مطالعه حاضر به جز مـواردي           

  Sigma  (St. Louis , Mo, USA) كه مشخص شده،  از شـركت  
  .      تهيه شده است

      

  بلوغ آزمايشگاهيتهيه اووسيت و
با مراجعـه بـه كـشتارگاه محلـي،  تخمـدانهاي گوسـفندهاي              
كشتارگاهي جمع آوري  ودر فلاسكهاي حاوي نرمـال سـالين      

قرار داده شدند  و در كمتـر از         )  گرم نمك در يك ليتر آب      9(
 درجه سانتي گراد به آزمايـشگاه       30 - 35دو ساعت در دماي     

 سي سي و نيدل     2رنگ  در آزمايشگاه به كمك س    . منتقل شدند 
   H-TCM + 10% محلول هپارينه ml  2/0 حاوي حدود20ژ  گو

FCS،     فوليكولهاي با قطر mm 6-2        موجـود در ناحيـه قـشري 

 ســـپس در زيـــر . بـــه آرامـــي آســـپيره شـــدند،تخمـــدانها
 اووسـيت   –استريوميكروسكوپ كمـپلكس هـاي كومولـوس        

)COCs( Comulus Oocyte Complex مي  كه از نظـر سيتوپلاس ـ
ــوده و حــد اقــل داراي چنــد لايــه از ســلولهاي   يكنواخــت ب

 از μ L  200كومولوس بودند جدا و در ديشهاي حاوي قطرات
 پوشيده شـده بـا روغـن معـدني      H-TCM + 10% FCSمحيط  

 هاي شستشو داده شده براي انجام       COCسپس  . شستشو شدند 
 μ L  100مراحل بلوغ آزمايشگاهي در ديشهاي حاوي قطـرات 

  ،µg/ml 5 FSH حـاوي  TCM199 + 10% FCS(حيط بلـوغ  از م
µg/ml  5 LH،  µg/ml  1 17-β-estradiol ( ــدت ــه م  22 - 24ب

  درجه سانتي گراد، غلظت      5/38    ساعت در انكوباتور با دماي      
   . و رطوبت حداكثر كشت داده شدند CO2 درصد 5
  

) IVF( آماده سازي اسـپرم و لقـاح آزمايـشگاهي          
  وكشت جنينها

 منظور آماده سازي اسپرم از بيضه هاي قوچهاي كشتارگاهي به
 پس از انتقال بيضه ها به آزمايشگاه و شستـشوي           .استفاده شد 

 به كمك تيـغ  ،آنها، با ايجاد برش كوچكي در ناحيه اپي ديديم      
پيستوري اسپرمهاي موجود در ناحيه دم اپي ديديم جـدا و بـه       

ــال داده شــدH-TCM + 10% FCSمحــيط   ــپرمهاي  . انتق اس
 سـاعت بـه محـيط     2استحصالي براي ظرفيت يابي بـه مـدت         

capacitation) Parish et. al (  بـراي انجـام لقـاح    .منتقـل شـدند
ــدادي از    ــه تع ــشگاهي روزان ــده   COCآزماي ــالغ ش ــاي ب  ه

 Parish(آزمايشگاهي به طور تصادفي انتخاب و در محيط لقاح 

et. al ( ت يـابي    ساعت بـا اسـپرمهاي ظرفي ـ  20- 22به مدت
سپس جنينهاي حاصل در شرايط انكوباتور      . شده مجاور شدند  

 ،O2 درصـد      5  درجـه سـانتي گـراد، غلظـت           5/38    با دماي   
 و رطوبت حداكثر تا زمـان لازم  كـشت    CO2 درصد   5غلظت  

  .داده شدند
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  آماده سازي سلولهاي دهنده 
 ،از هـر يـك از حيوانهـاي دهنـده    : آماده سـازي فيبروبلاسـتها   

  از لاله گـوش تهيـه و در محـيط    mm 3 × 3به ابعاد بيوپسي 

PBS)  phosphate buffer saline ( حـــاوي آنتـــي بيوتيـــك
)penicillin 100 iu / ml. streptomycin 100 μg / ml ( ــه ب

 در آزمايشگاه ابتدا بافـت پوسـت بـه          .آزمايشگاه منتقل  شدند   
ــسي گــوش جــدا شــد و پــس از    ســري 4- 5دقــت از بيوپ

 به كمك اسكالپل بـه قطعـات         PBS در محيط    شستشوي كامل 
  DMEM + 15% FCSبسيار كوچك برش داده شد و در محـيط  

 درجـه سـانتي   38  در انكوباتور دمـاي  T 25درون فلاسكهاي 
 و رطوبـت حـداكثر كـشت داده     CO2 درصـد    5 غلظت   ،گراد  
  پس از كشت اوليه و با تـشكيل يـك لايـه سـلولي از                 .شدند

 قطعـات بـافتي اضـافي       ، فلاسك كـشت   فيبروبلاستها در كف  
خارج شده و سپس سلولهاي  فيبروبلاست بـه روش معمـول            

  . كشت و پاساژ داده شدند،كشت سلولي
  

  آماده سازي سلولهاي كومولوس
 ابتـدا اسـفنج     ،براي آماده سازي سلولهاي كومولوس تخمـدان      

  واژني آغشته به پروژسترون استات
 Chronogest International , The Netherlands)  FGA , (  بــه

 سـاعت  48 . روز در واژن گوسفند ماده قرار داده شد    14مدت  
ــدار     ــي  مق ــفنج واژن ــردن اس ــارج ك ــل از خ  از  IU 500قب

 (International , Hollandگونادوتروپين سرم ماديـان آبـستن      
Intervet Folligon , (     يـك  . به صـورت عـضلاني تزريـق شـد

 – Estrumate , Shering(ندين  از پروســتاگلاmg 45تزريــق  

Plough , Levallios , France (و يك محرك اوولاسيون  
) hcg ,Chrolo, Holland (  در صبح روز چهـاردهم)  روز خـارج

 ساعت پس از    24 .و روز بعد از آن استفاده شد      ) سازي اسفنج 
 حيوان دهنده سلول سوماتيك تحت عمل ،خارج سازي اسفنج  

ها از قشر تخمدانها آسپيره شدند       COCجراحي قرار گرفت و     

 DMEM + 10 % FCSو پس ازشستشو، درديش كشت حـاوي  
سه روز پس ازكـشت اوليـه و جـدا شـدن            .  كشت داده شدند  

 ،سلولهاي كومولوس از اووسيتها و چسبيدن آنها به كف ديش         
اووسيت ها از محيط خارج شدند و لايه سـلولي ايجـاد شـده              

بـه روش  ) confluency( سلولي بعد از رسيدن به مرحله تراكم       
  . معمول كشت سلولي، كشت و پاساژ داده شد

همزماني سيكل سلولي سلولهاي دهنده هسته در ايـن تحقيـق           
 G0 / G1براي همزمان سازي سـلولهاي دهنـده هـسته در فـاز     

 سلولهاي فيبروبلاست و كومولوس واقع در پاساژهاي        ،سلولي
راكم سلولي به مدت      پس از رسيدن به مرحله ت       5 - 10سلولي

قـرار  )  درصـد /. 5( روز در معرض مقادير انـدك سـرم          5 -8
بلافاصـله قبــل از انتقــال هــسته،  ). serum starvation(گرفتنـد  

ــت      ــه حال ــردن  ب ــسينه ك ــه روش تريپ ــده ب ــلولهاي دهن س
سوسپانسيون سلولي در آمده و به عنوان سلول دهنـده هـسته            

  .در فرايند انتقال هسته استفاده شدند
  

  اووسيت گيرنده) enucleation( بي هسته سازي 
 هاي رشد يافتـه و بـالغ        COCپس از انجام بلوغ آزمايشگاهي،      

شده با سيتوپلاسم يكنواخت و همراه با سـلولهاي كومولـوس           
 H -TCM متسع شده مناسب انتخاب شده و پس از شستشو در

+ 10% FCS، عـدد  10 تـا  8 هر COC    ثانيـه در  30 بـه مـدت 
   حـاوي H-TCM + 10% FCS از محـيط       μl 200قطـرات  

IU/ml  300   سـپس بـا   .  آنزيم هيالورونيـداز قـرار داده شـدند 
( پيپتينگ ملايم سلولهاي كومولوس اطراف اووسيتها جدا شد         

denuding (         و اووسيتهاي داراي سيتوپلاسم يكنواخـت و زونـا
 براي انجام مراحـل انتقـال هـسته انتخـاب           ،پلاسيداي مناسب 

 تـايي   5 - 8 گروههـاي    ،بـراي تخليـه ژنـوم اووسـيت       . ندشد
 از μg / ml 5/7 دقيقـه در محـيط حـاوي    15اووسيتها به مدت 

 در شرايط انكوباتور قـرار داده شـدند و          Bماده سيتو كلايزين    
ــراي H -TCM + 10% FCSپــس از  شستــشو در محــيط    ب
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. دستكاري ميكروسكوپي، به ديشهاي مخصوص منتقل شـدند       
 زدايي با آسپيراسيون مقـدار انـدكي از سيتوپلاسـم           عمل هسته 

اووسيت كه درست در زير اولين جسم قطبي قرار گرفته بـود            
 μm  20و با استفاده از ميكروپيپتهاي شيشه اي با قطر خارجي       

. بر روي ميكروسكوپ مجهز به ميكرومـانيپولاتور انجـام شـد          
 مدت براي تاييد هسته زدايي، سيتوپلاسم خارج سازي شده به     

) Hoechst ) μg / ml 10 دقيقه تحت تاثير رنگ فلوئورسنت 15
قرار گرفت و در زير ميكروسكوپ فلوئورسنت در بزرگنمايي         

 اووسيتهايي كه عمل هـسته زدايـي در         . برابر مشاهده شد   100
آنها با موفقيت انجام شده بود، بـراي مراحـل بعـدي انتخـاب              

  . شدند
  

  )renucleation(انتقال هسته 
فيبروبلاسـت  (از هسته زدايي، يكـي از سـلولهاي دهنـده           پس  

با ظاهر مدور انتخاب    ) ماده يا فيبروبلاست نر و يا كومولوس        
و از طريق شكاف ايجاد شده در زونـا پلاسـيداي اوسـيت در              

اووسيتهاي . هنگام هسته زدايي، وارد سيتوپلاسم اووسيت شد      
 بـــراي انجـــام فيـــوژن و) reconstructed(بازســـازي شـــده 

          اكتيواســــــــيون، ابتــــــــدا درمحــــــــيط فيــــــــوژن 
)0.3Mmanitol,0.1mM Mgso4 ( شستــشو شــدند و ســپس بــه

انتقـال  ) mm 5با فاصـله    (درون مايع فيوژن ما بين دو الكترود        
فيوژن سلولي با القا دو پالس الكتريكي مستقيم بـا          . داده شدند 

 تـاخير زمـاني يـك    μ sec 80     برايKV/Cm 1.75مشخصات 
 براي اكتيواسـيون  .انجام پذيرفت) Cryologic , Australia(ه ثاني

 دقيقـه در    4شيميايي اووسيتهاي بازسازي شده ابتدا به مـدت         
 حاوي يونومايسين و سپس به مدت       H-TCM+10%FCSمحيط  

 قـرار   DMAP-6  حاوي    H-TCM+10%FCS ساعت در محيط     4
 جنـين بازسـازي شـده درمحـيط كـشت           4- 5هر  . داده شدند 

TCM+10%FCS ــاتور  درجــه 5/38  دمــاي :  در شــرايط انكوب
 .رطوبــت مــاكزيمم كــشت داده شــدندو  CO2ســانتي گــراد، 

. تعويض محيط كشت جنين ها به صورت روزانـه انجـام شـد      
 جنيني  5 سلولي، مورولاي  روز      16 تا   8،  تسهيمسپس مراحل   

 جنينهاي ساختار مجدد با يكديگر و با        7و بلاستوسيست روز    
زمايشگاهي كه به عنوان گروه كنترل در نظر گرفته         گروه لقاح آ  

  . مقايسه شدند،شد
  

  تجزيه و تحليل آزمايشگاهي 
تجزيه و تحليل آزمايشگاهي با استفاده از طرح آزمايشي كاملا          
تــصادفي و آنــاليز واريــانس صــورت گرفــت و مقايــسه بــين 

اي   با استفاده از آزمـون چنـد دامنـه        ) تيمارها(ميانگين گروهها   
   .انجام شد)  (Duncan's Multiple Range Testندانك

  

  يافته ها
 در اين تحقيـق تـوان بـالقوه سـلولهاي فيبروبلاسـتي گـوش              

و ســلولهاي )  ماهــه نــژاد افــشاري 9گوســفند (گوســفند نــر 
فيبروبلاستي گوش و سلولهاي كومولـوس تخمـدان گوسـفند          

بـه عنـوان    )  ماهـه نـژاد افـشاري        9هـر دو از گوسـفند       (ماده  
لهاي دهنده در فرايند انتقال هسته با يكـديگر و بـا گـروه              سلو

بـه طـور    . جنينهاي حاصل از لقاح آزمايشگاهي  مقايـسه شـد         
كلي در هر يك از گروههاي شـبيه سـازي و همچنـين گـروه               

 تكرار انجام شد كه نتايج كلي آن همراه با          9لقاح آزمايشگاهي   
 1در جدول تعداد جنينها طي مراحل تكوين قبل از لانه گزيني          

 براي ارزيابي قابليت سـلولهاي سـوماتيك        .خلاصه شده است  
فوق به عنوان سلولهاي دهنده هـسته، جنينهـاي شـبيه سـازي             
شده در هر يك از گروههاي تيماري در شرايط مساوي كشت           
داده شدند و سپس درصد پيشرفت جنينهاي حاصل تا مراحل          

 ،تسهيمه  مختلف تكوين جنيني قبل از لانه گزيني شامل مرحل        
 جنينــي و 5 روز فــشردگي مرحلــه ، ســلولي16 تــا 8مرحلــه 

.  جنيني با يكديگر مقايسه شـدند      7مرحله بلاستوسيست  روز     
 در  تـسهيم نتايج حاصل از اين تحقيـق نـشان داد كـه درصـد              
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 ≥ p(گروههاي مختلف شبيه سازي شده تفـاوت معنـي داري   

را با يكديگر نشان نمي دهد، در حالي كـه در هـر سـه               ) 0.05
 در مقايـسه بـا گـروه    تـسهيم گروه تيماري اين تحقيق، درصد     

كه بـه عنـوان گـروه كنتـرل در نظـر            ) IVF(لقاح آزمايشگاهي   
 را نـشان ) p ≤ 0.05 (تفـاوت معنـي داري   . گرفته شـده اسـت  

 8ه در مقايسه نتايج حاصل از مرحل ـ    ).   الف  1نمودار(دهند   مي
 ســلولي،  جنينهــاي شــبيه ســازي شــده بــا اســتفاده از 16تــا 

سلولهاي كومولوس به عنوان سلولهاي دهنـده، در مقايـسه بـا            
ساير گروههاي تيماري و همچنين  گروه كنترل كاهش معنـي           

 مقايـسه درصـد   .) ب1نمـودار (مشاهده شد ) p ≤ 0.05 (داري 
لـف   جنيني در بين گروههـاي مخت      5 روز فشردگيپيشرفت تا   

تيماري اين تحقيق و گروه كنترل بيانگر اين است كه جنينهاي           
شبيه سازي شده با استفاده از سـلولهاي فيبروبلاسـتي نـر، بـه              
عنوان سلولهاي دهنده هسته در مقايسه با گروه كنترل كـاهش           

 مقايسه .) ج1نمودار(دهند   ميرا نشان) p ≤ 0.05 (معني داري 
 جنينـي در بـين      7ت روز درصد پيشرفت تا مرحله بلاستوسيس    

 گروههاي مختلف  تيمـاري و همچنـين  گـروه كنتـرل نـشان             
دهد كه فرايند انتقـال هـسته انجـام شـده ايـن تحقيـق در                 مي

جنينهاي حاصل از سلولهاي فيبروبلاستي مـاده در مقايـسه بـا            
دهـد    مـي را نـشان ) p ≤ 0.05 (گروه كنترل تفاوت معني داري 
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و درصد تشكيل بلاستوسسيست ) ج( جنيني 5 روز فشردگي، در صد پيشرفت مرحله )ب(  سلولي8-16، در صد پيشرفت مرحله )الف (تسهيم درصد .1نمودار

ستونهاي .  به عنوان گروه كنترلIVFت ماده و فيبروبلاست نر همراه با گروهجنينهاي نوسازي شده در گروههاي تيماري كومولوس، فيبروبلاس) د( جنيني 7روز 
  دهند   نشان مي  p≤ 0.05 با حروف متفاوت تفاوت معني داري را در
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يشگاهي همراه با سازي شده با استفاده از سلولهاي كومولوس، فيبروبلاست نر و ماده وگروه لقاح آزما  تعداد كل موارد انجام شده در گروههاي شبيه.1جدول 
  تعداد جنينها درطي مراحل تكوين قبل از لانه گزيني

  

بلاستوسيست روز 
7

 جنيني
  

كاميكشن
  

مرحله 
8

 تا 
16

 سلولي
  

مرحله 
5

 تا 
8

 سلولي
  

تسهيم
  

اووسيتهاي لقاح نيافته
اووسيتهاي فعال سازي  

شده
  

انتقال هسته موفق
تعداد انتقال هسته انجام  

شده
  

شتعداد اووسيتهاي انتخاب
ده براي انتقال هسته

تعداد اووسيتهاي بالغ شده 
  

ش
نوع آزماي

  

14 29 23 50 71 25 170 170 237 480 805 
شبيه سازي با 

  سلولهاي كومولوس

8 23 30 33 51  23 142 142 226 339 971 
شبيه سازي با سلولهاي 

  فيبروبلاست ماده

11  17 35 51 63 35 158 158 238 353 727 
اي شبيه سازي با سلوله
  فيبروبلاست نر

  لقاح آزمايشگاهي 419 - - - - 197 222 145 138 98 66

  
  بحث

در اين تحقيق توان بـالقوه سـلولهاي سـوماتيك فيبروبلاسـتي          
گوش گوسفند نـر و مـاده  و سـلولهاي كومولـوس تخمـدان               
گوسفند به عنوان سلولهاي دهنده در فرايند انتقال هسته و بـه            

يه سازي شده تا مرحله قبـل از لانـه          منظور  توليد جنينهاي شب    
طي تكوين قبل از لانه گزيني      . گزيني با يكديگر مقايسه شدند    

: گيـرد   مي جنين گوسفند چندين مرحله بحراني جنيني صورت      
 سلولي كه ژنوم جنـين      16 الي   8 مرحله   ،اولين تقسيم كليواژي  

 كـه اولـين     5شود،  مرحله كامپكشن مـورولا در روز           مي فعال
شـود و در نهايـت     مي سلول در جنين تثبيت    –سلولتماسهاي  

 جنينــي كــه دو تيــپ 7 الــي 6مرحلــه بلاستوسيــست در روز 
مختلــف ســلولي بــه نــام تــوده ســلولي درونــي و ســلولهاي  

 به طور كلي نتايج حاصـل       .]26[گيرند    مي تروفواكتودرم شكل 
از بررسي مراحل بحراني تكوين قبل از لانه گزينـي جنينهـاي            

ده اين تحقيق نشان داد كه هر دو تيـپ سـلولي            شبيه سازي ش  
توان به عنـوان سـلولهاي دهنـده در فراينـد انتقـال               مي فوق را 

گرچـه سـلولهاي كومولـوس در مقايـسه بـا           . هسته به كار برد   
سلولهاي فيبروبلاست نر و سلولهاي فيبروبلاست مـاده ميـزان          

هـاي  بالاتر توليد بلاستوسيت را القا كرد ولي از آنجا كـه تفاوت           
موجود معني دار نيست، بنابراين توجه بـه سـاير جنبـه هـاي              
استفاده از ايـن سـلولها ازجملـه سـهولت دسترسـي و تكثيـر               

  . بايست مد نظر قرار گيرد  ميآزمايشگاهي
 در تحقيق حاضر بـه منظـور قـرار دادن سـلولهاي سـوماتيك             

 سلولي از روش محـدوديت سـرم        G0كشت داده شده در فاز      
)serum starvation : S.S (گزارش شده اسـت كـه   .استفاده شد 

S.S   شود تا اكثر سلولها در فـاز         مي  سلولهاي سوماتيك موجب
G0     رسد نحـوه اسـتقرار       مي به نظر ]. 27[ سلولي متوقف شوند

، احتمـالا   G0ميكروارگانلهاي سلولهاي دهنده هسته در مرحله       
 براي رخداد فرايند برنامه ريزي مجدد هسته سلول دهنده پس         
 از انتقال به سيتوپلاسـم اووسـيت گيرنـده طـي شـبيه سـازي              

و همكــاران درصــد ) Cho(چــو ]. 28[توانــد مفيــد باشــد  مــي
پيشرفت مراحل قبل از لانـه گزينـي را در جنينهـاي نوسـازي              
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سـلولهاي  (شده گاو با استفاده از چهار تيپ مختلـف سـلولي            
 سلولهاي كومولـوس تخمـدان، سـلولهاي        ،فيبروبلاستي گوش 

را بـا محـدوديت     ) تليال اويداكت و سلولهاي اپيتليال رحـم      اپي
نتـايج  . يا بدون محدوديت سـرم بررسـي نمودنـد        ) S.S(سرم  

تجربيات آنها نشان داد كه به طور كلـي قابليـت شـبيه سـازي              
چهار نوع سلولي سوماتيك  فوق  در سلولهايي كه در معرض            

ه محدوديت سرم بوده اند در مقايسه بـا سـلولهاي كـشت داد            
 درصــد تــشكيل زجــ  ه بــ،شــده در حــضورسرم بــالاتر اســت

بلاستوسيست جنينهاي حاصل از سلولهاي كومولـوس در هـر     
 6/42(را نـشان نـداد   ) p ≤ 0.05 (دو گروه تفاوت معني داري 

 از سوي ديگر در جنينهاي شبيه سـازي  .)درصد 8/43در برابر   
ت   تفـاو   ، شده S.Sشده با سلولهاي كومولوس و فيبروبلاستي       

 4/93 در برابر 3/94 (تسهيمدر درصد ) p ≤ 0.05 (معني داري 
) درصـد 6/40 در برابـر     8/43(و درصد بلاستوسيست    ) درصد

رسد كه سلولهاي كومولـوس در     مي  به نظر  .]29[مشاهده نشد   
مقايسه با ساير سلولهاي سوماتيك مورد مطالعه تـوان كمتـري           

مقايـسه  . براي كشت در محيطهـاي فاقـد سـرم داشـته باشـند            
ژ جنينهاي نوسازي شده اين تحقيق نشان داد كـه              درصد كليوا 

در بـين گروههـاي مختلـف    ) p ≤ 0.05 (تفـاوت معنـي داري   
وجود ندارد هر جند در مقايسه با گروه كنتـرل كـاهش معنـي              

 همچنين بين درصد تـشكيل      .دهند  مي را نشان ) p≤0.05(داري  
ازي شـده بـا     بلاستوسيست روز هفتم جنيني در جنينهاي نوس      

 ســلولهاي فيبروبلاســتي مــاده و ،ســلولهاي فيبروبلاســتي نــر
مـشاهده  ) p≤0.05(سلولهاي كومولـوس تفـاوت معنـي داري         

 در مطالعـه مـشابه ديگـر        ،برخلاف نتايج ايـن محققـين     .  نشد
در گاو، سلولهاي كومولوس توانايي بالاتري براي توليـد         ) 30(

ج زنده شبيه سازي شده رويان ماقبل لانه گزيني و نيز توليد نتا     
رسـد كـه سـلولهاي كومولـوس          مـي  همچنين بـه نظـر    . دارند

استحصالي از اووسيت تازه بالغ كانديداي مناسبي براي انجـام          
يكي از نظريه هاي مطرح در ايـن     . شبيه سازي در موش باشند    

يك شبكه دروني   . است) G0/G1(زمينه، سيكل مناسب سلولي     
ارتباط مستقيم بـين  ) Gap Junction:.G.J (از اتصالات منفذ دار 

 هـا    G.J.سـازد   مـي  سلولهاي فوليكـولي و اووسـيت را برقـرار        
سـازند و درونـي       مي سلولهاي كومولوس را به يكديگر مرتبط     

 زوايـد   ،ترين لايه سلولهاي كومولوس احاطه كننـده اووسـيت        
سيتوپلاسمي خود را از زونا پلاسـيدا عبـور داده و بـا غـشاي               

دهنـد    مـي   هاي متعـددي را    G.Jيت تشكيل   سيتوپلاسمي اووس 
احتمالا به علت ارتباط نزديـك سـلولهاي كومولـوس و           . ]31[

تواننـد سـلولهاي      سلولهاي كومولوس تخمـدان مـي      ،اووسيت
مناسب تري به عنوان سلولهاي دهنده در فرايند شـبيه سـازي            

نتايج حاصل از اين تحقيق نيـز بيـانگر ايـن اسـت كـه               . باشند
ــشكيل بلا ــست روز درصــد ت ــلولهاي 7ستوسي ــي در س  جنين

در مقايسه با سلولهاي فيبروبلاستي     )  درصد 19/ 7(كومولوس  
 هرچند اين   .بالاتر است )  درصد 7/15(وماده  )  درصد 5/17(نر

 با اين حـال  .نيست) p ≤ 0.05(افزايش از نظر آماري معني دار 
بوسيله (سلولهاي فيبروبلاستي گوش    ) collection(جمع آوري   

در مقايــسه بــا جمــع آوري )  كوچــك ناحيــه گــوشبيوپــسي
ــوس  ــده و  (ســلولهاي كومول ــوان دهن ســوپر اوولاســيون حي

طـي  .  كم هزينه تر و غير مخرب تر اسـت         ،راحت تر ) جراحي
مراحل مختلف جنيني قبل از لانه گزينـي ارزيـابي شـده ايـن              
تحقيق، استفاده از سـلولهاي فيبروبلاسـتي نـر در مقايـسه بـا              

ستي ماده به عنوان سـلولهاي دهنـده هـسته،          سلولهاي فيبروبلا 
را در درصـد جنينهـاي توليـد    ) p ≤ 0.05 (تفاوت معنـي داري  

رسد كه جنسيت     مي  به نظر  .شده بعد از انتقال هسته نشان نداد      
سلولهاي دهنده هسته در فرايند شبيه سازي، نمي توانـد تـاثير            

. دمعني داري بر مراحل جنيني قبل از لانـه گزينـي اعمـال كن ـ        
 X-inactivationگرچه تئوري هـاي موجـود در زمينـه فراينـد              

روياني و نيز برخي مطالعات اوليه بيانگر آن است كه سلولهاي 
نر كانديداي مناسب تري براي انجام شبيه سازي هـستد ولـي            

با ايـن   . هنوز هيچ كار جدي در اين زمينه انجام نپذيرفته است         
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بيه سـازي تيپهـاي     حال انجام مطالعـات مقايـسه اي تـوان ش ـ         
مختلف سلولي در نر و ماده  براي انتخاب  بهترين نوع سلول             

 از طـرف ديگـر در تحقيـق         .رسـد   مـي  دهنده ضروري به نظر   
حاضر درصد سلولهاي سوماتيك كومولوس و فيبروبلاست نر        

 سـلولي بـه روش    G0 / G1و مـاده، قـرار داده شـده در فـاز     
ام مطالعـات تكميلـي   بنابراين انج . محدوديت سرم، تعيين نشد   

 سلولهاي تيمار شده اين G0 /G1براي بررسي درصد نسبي فاز 

  .رسد  ميتحقيق ضروري به نظر
  

  تقدير و تشكر
نويسندگان مقاله از مـديريت محتـرم پژوهـشكده رويـان كـه             
امكانات تجهيزاتي و همچنين هزينـه هـاي مـادي انجـام ايـن           

  .نمايند  مي سپاسگزاري،طرح را فراهم نمودند
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