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چکيد‌ه 

فناوری‌های تولید حیوانات تراریخت به عنوان یکی از زمینه‌های تحقیقاتی در شاخه زیست‌فناوری به حساب می‌آید که در دهه‌ی اخیر 
از سرعت رشد بسیار زیادی برخوردار شده است. حیوانات تراریخت در حقیقت نوعی از حیوانات هستند که به‌واسطه پیشرفت و ترکیب 
روش‌های نوین تولید برون تنی رویان و مهندسی ژنتیک، حامل قطعه‌ای از ژنوم موجودی از گونه جانوری دیگر یا انسانی هستند. شایان 
ذکر است که صرفا به واسطه‌ی انتقال ژن و یا ژن‌هایی از یک گونه به گونه‌ای دیگر، نمی‌توان ادعا نمود که حیوان تراریخت تولید شده 
انتقال آن ژن به نسل بعد در حیوان  از افزودن ماده ژنتیکی جدید به ژنوم موجود پذیرنده می‌بایست توانایی  است. در حقیقت پس 
پذیرنده ایجاد شده باشد و همچنین محصول بیانی آن ژن نیز می‌بایست به شکل کامل و به صورتی که عملکرد فیزیولوژیک آن ژن حفظ 
شده باشد قابل شناسایی و استحصال باشد. در این مقاله مروری به بررسی مهمترین روش های استفاده شده در تولید حیوانات تراریخته 

پرداخته شده است.
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     The technology of transgenic animals' production is one of the areas of research in the biotechnology branch, 
which has a very fast growth rate in the last decade. To current knowledge, several methods have been developed for 
the production of transgenic animals such as microinjection of the desired genetic structure into the male pre-core in 
Zygote, gene transfer using embryonic stem cells transmission to the embryos during the blastocyst stage, gene transfer 
by sperm and using the new and workable CRISPER/Cas9 method. The key to success in the production of transgenic 
animals is the optimization of gene transfer method and the exact expression of the transmitted gene. A number of new 
technologies have been presented in the field of gene transfer in recent decades, which have reduced both research and 
production costs and improved the speed and delicacy of transmission processes. In the present review the most com-
mon methods in the production of transgenes would be discussed. 
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مقدمه
تحقیقات  در  ژنتیکی  شده  دستکاری  و  تراریخت  حیوانات  از  استفاده 
کار  و  ساز  شناخت  ظهور،  نو  داروهای  سازی،  واکسن  شناختی،  زیست 
برخی بیماری‌ها با منشا ژنتیکی و یا انواع سرطان امری ضروری و تا به 
و  عملکرد  شناسایی  همچنین  می‌آید.  حساب  به  جایگزین  بدون  امروز 
کنش هر یک از فرآوردهای حاصل از بیان ژن در بدن موجودات و پیاده 
در  موجودات  رویان  تکوین  جمله  از  حیاتی  روندهای  راه  نقشه  سازی 
دوره پیش از لانه‌گزینی به‌منظور تکمیل دانشنامه‌ی چگونگی آغاز روند 
تولید حیوانات  از دیگر کاربردهای فناوری  خلقت تمام موجودات زنده 
تراریخت به حساب می‌آید. همچنین از منظر تولید حیوانات مقاوم به 
انواع بیماری‌ها و یا تولید حیواناتی با ویژگی‌ها و شاخص‌های عملکردی 
دیگر  کاربردهایی  جمله  از  نیز  آن‌ها  ذاتی  پتانسیل  از  بیشتر  تولیدی  و 
برای تولید حیوانات تراریخت به حساب می‌آید. روش‌های متعددی تا به 
امروز برای تولید حیوانات تراریخت توسعه یافته است که از آن جمله 
هسته  پیش  به  نظر  مورد  ژنتیکی  ساختار  میکرواینجکشن  به  می‌توان 
انتقال سلول‌های بینادی جنینی  از  با استفاده  انتقال ژن  نر در زایگوت، 
انتقال ژن به واسطه‌ی  دستکاری شده به رویان در مرحله بلاستوسیت، 
اسپرم، و استفاده از روش نوین و کاربردی CRISPER/Cas9 اشاره نمود.

کلید موفقیت در تولید حیوانات تراریخت، بهینه بودن روش انتقال ژن و 
بیان دقیق ژن انتقال یافته است. فناوری‌های متعدد و جدیدی در راستای 
انتقال ژن و شبیه سازی حیوانات مدل در ده‌های اخیر معرفی شده است 

که هم هزینه‌های تحقیقاتی و تولیدی را کاهش داده است و هم سرعت 
عمل و دقت فرایندهای انتقال را بهبود بخشیده است.

روش‌های تولید حیوانات تراریخت
حیوانات  تولید  زمینه  در  متعددی  روش‌های  شد  ذکر  که  همان‌طور 
تراریخت تاکنون توسعه یافته است. که در ادامه به آن‌ها پرداخته خواهد 

شد.

ریزتزریق در پیش هسته زایگوت   
اولین حیوان تراریخت در دهه 70 میلادی به واسطه تزریق DNA به پیش 
هسته نر رویان در مرحله ابتدایی پس از لقاح موفقیت آمیز و تشکیل 
یا ژن‌های  تولید ژن  از  این روش، پس  پیش هسته‌ها تولید شد )1(. در 
مورد نظر و قرار دادن آن‌ها تحت کنترل پروموتور خاص و مشخص، اقدام 
به تزریق مجموعه ژنتیکی بیگانه به پیش هسته نر در رویان می‌نمایند. در 
ادامه و پس از کشت رویان به مدت هفت الی هشت ساعت در انکوباتور 
و حصول اطمینان از زنده بودن رویان اقدام به انتقال رویان به لوله تخم  
بر یا رحم مادرهای جایگزین می‌نمایند. این‌که رویان به اویداکت منتقل 
شود یا شاخ رحم بستگی به مرحله‌ای از تکامل رویان دارد که محقق در 
آن مرحله قصد انتقال را دارد. چنان‌چه در همان گامه پیش هسته قصد 
انتقال را داشته باشند رویان به اویداکت و چنانچه در گامه بلاستوسیست 
قرار باشد انتقال صورت پذیرد انتقال به یکی از شاخ‌های رحم و یا هر دو 

تولید حیوانات تراریخت با بهره مندی از  ...



شماره 125، نشريه د‌امپزشكی، زمستان 1398

15

شاخ رحم انجام می‌شود. در این روش قطعه ژنوم خارجی با الگوی کاملا 
تصادفی در ژنوم میزبان وارد می‌شود. مشخص شده است که استفاده از 
این روش در گونه‌هایی مانند بز )2(، گوسفند، خوک و خرگوش بیشترین 
بازده را دارد )3(. نکته قابل توجه اینجاست که استفاده از این روش در 
گونه‌هایی که محتوای لیپیدی اووسیت آن‌ها غنی‌تر است از جمله گاو با 
مشکل و افت بازده روبرو است که دلیل نهایی آن به عدم توانایی در 
مشاهده پیش هسته نر و شناسایی موقعیت آن جهت تزریق است )4(. 
درصد موفقیت تولید حیوانات تراریخت با استفاده از این روش در رت و 
موش خرگوش در حدود 3% و در گاو و خوک و گوسفند کمتر از 1%  است 
)3(. استفاده از این روش منجر به نرخ بالایی برای تولید پدیده موزایکی 
می‌شود که در آن سلول‌های حیوانات تولید شده در برخی از بافت‌ها و 
فاقد آن می‌باشند.  بیگانه و سایر سلول‌ها  نقاط بدن حامل قطعه ژنوم 
یکی از محدودیت‌های تولید حیوانات ترارخیت با این روش محدودیت 
در تعیین ممزوج شدن کامل قطعه ژنوم خارجی با ژنوم موجود پذیرنده 
و توانایی انتقال بین نسل‌های بعدی موجود است، زیرا در دام‌های بزرگ 
زمان انتظاری در حدود دو الی سه سال لازم است تا نتاج جدید بالغ شوند 
از دیگر مشکلات  ارزیابی شوند.  قابل  پیدا کنند و  تولید مثل  توانایی  و 
تولید حیوانات تراریخت با این روش این است که نرخ بالایی از تغییر در 
بیان قطعه ژن و یا ژنوم خارجی به دلیل نرخ بالای پدیده‌ی موزاییکی 
شده  اضافه  آن  به  جدید  قطعه  که  ژنوم  از  محلی  تاثیر  و  حیوان  شدن 
افزوده شده در ژنوم، مشاهده می‌شود  یا ژن‌های خارجی  است بر ژن 
تولید  تراریخت  این‌که لاین حیوانات  از  اطمینان  به منظور حصول   .)5(
شده است یا خیر لازم است که لاین‌های مختلف از این حیوانات مورد 
سنجش از نظر بیان قطعه ژن یا ژن های خارجی افزوده شده به ژنوم 
پذیرنده قرار بگیرند که بسیار هزینه بر و وقت گیر است. موارد مذکور 
در بالا از جمله معایب روش ریزتزریق در پیش هسته رویان آغازین در 
تولید حیوانات تراریخت در مدل حیوانات بزرگ مانند نشخوارکنندگان 
مانند  کوچک  حیوانات  در  روش  این  از  استفاده  اما  می‌آید،  حساب  به 

جوندگان می تواند گزینه مناسبی برای تولید مدل‌های تراریخت باشد.

تولید حیوانات تراریخت با استفاده  از سلول‌های بنیادی  
سلول‌های بنیادی جنینی جمعیتی از سلول‌های بنیادی پرتوان هستند که 
توانایی تولید هر سه لایه اندودرم، اکتودرم و مزودرم را در دوران جنینی 
 )Inner Cell Mass: ICM( دارند. این سلول‌ها از جمعیت سلولی درونی
موجود در بلاستوسیست منشا گرفته و به طور وسیعی در تولید حیوانات 
تراریخت، به ویژه موش‌های تراریخت، مورد استفاده قرار می‌گیرند. در 
پایان  بی  به صورت  که  دارند  تمایل  سلول‌ها  این  کشت  بهینه‌ی  شرایط 
تقسیم شوند.به دلیل همین ویژگی این سلول‌ها قابلیت دستکاری شدن و 
حفظ توانایی بقا و تقسیم پس از انتقال DNA حاوی ژن)های( بیگانه را 
دارند، به این منظور ابتدا ICM به عنوان منبع سلول‌های بنیادی جنینی 
داده  کشت  برون‌تنی  شرایط  در  سپس  و  شده  خارج  بلاستوسیست  از 
می‌شوند پس از کشت ژن)های( با منشا خارجی به آن‌ها منتقل می‌شود. 
سپس سلول‌های بنیادی تراریخت از سلول‌های بنیادی غیرتراریخت مجزا 
شده و برای ادامه کشت انتخاب می‌شوند تا کلنی سلول‌های بنیادی جنین 
تراریخت تولید شود. سپس از این کلنی تعداد مشخصی از لول‌ها برداشته 

شده و به رویان در مرحله بلاستوسیست منتقل می‌شوند و در ادامه این 
منتقل  جایگزین  مادران  بدن  به  تکوین  روند  ادامه  برای  بلاستوسیست 
می‌شوند. سپس حیوانات کایمر به دنیا آمده به منظور اطمینان از ورود 
پس  و  می‌شوند  ارزیابی  حیوان  جنسی  سلول‌های  به  خارجی  ژن)های( 
تولید  برای  از روش‌های متنوع نسل گیری  انتخاب حیوان مورد نظر  از 
حیوان تراریخت خالص استفاده می‌شود. مزیت اصلی این روش نسبت به 
روش ریز تزریق ماده ژنتیکی انتخاب آگاهانه انتقال ژن)های( بیگانه به 
واسطه‌ی مارکرهایی است که در روش میکرواینجکشن امکان استفاده از 
آن‌ها وجود ندارد)6(. استفاده از این روش برای تولید حیوانات مزرعه‌ای 
تراریخت به دلیل مشکل بودن شرایط کشت و سختی ایجاد شرایط کشتی 
قبول  غیرقابل  و  را سخت  کار  شود  بنیادی  سلول‌های  تمایز  از  مانع  که 
می‌نماید. همچنین به دلیل فاصله نسل طولانی در این گونه از حیوانات و 
هزینه‌بر بودن نگهداری حیوانات کایمر تولید شده با این روش به منظور 
ایجاد کلنی خالص مسائله دیگری است که کار تولید را سخت‌تر می کند.

انتقال ژن به واسطه‌ی اسپرم   
گزارش‌های متعددی وجود دارد که در آن‌ها به این نکته اشاره شده است 
که می‌توان از اسپرم به عنوان یک وکتور برای انتقال ژن به داخل اوسیت 
به جای دستگاه میکرواینجکشن استفاده نمود. در اوایل دهه 70 میلادی 
کشف شد که سلول‌های اسپرم این توانایی را دارند که بتوانند DNA با 
منشا خارجی را حمل نمایند و با این ترتیب در هنگام انجام پدیده لقاح 
این ماده ژنتیکی با منشا بیگانه را به داخل اووسیت منتقل نمایند )7(. 
پس از این کشف، این توانایی اسپرم به عنوان توانایی ارزشمند به منظور 
تولید حیوانات تراریخت مورد استفاده قرار گرفت. در این روش اسپرم 
به همراه قطعه DNA بیگانه که دارای ژن)های( مورد نظر می‌باشد برای 
مدت 30 دقیقه و به همراه محلول‌های ویژه در انکوباتور قرار می‌گیرد 
در این شرایط اسپرم با کمک پروتئین‌های سطحی موجود بر سطح غشاء 
ترتیب  این  به  و  می‌پذیرد  اصطلاح  به  را   DNA قطعه  اسپرم  پلاسمایی 
امکان انتقال آن پس از لقاح به درون اووسیت را فراهم می‌نماید )8(. در 
حدود 15 الی 20 درصد از DNA متصل شده به اسپرم به واسطه ملکول 
CD4 به داخل اسپرم کشیده می‌شود )9(، به منظور نهایی شدن انتقال ژن 
به واسطه اسپرم به اووسیت و در نتیجه به نسل بعد روش‌های متعددی 
از جمله لقاح برون تنی، تزریق درون سیتوپلاسمی اسپرم، لقاح با روش 
لاپاراسکوپی مورد استفاده قرار گفته است که نتایج نشان‌دهنده برتری 
اسپرم  واسطه  به  ژن  انتقال  در  اسپرم  سیتوپلاسمی  درون  تزریق  روش 
است. در سال 2011 نشان داد شده که با استفاده از روش تزریق درون 
سیتوپلاسمی اسپرم 91.6% از رویان‌هایی که ژن GFP را بیان می‌نمودند با 
استفاده از این روش تولید شد)10( همچنین Perry و همکاران با استفاده 
از روش تزریق درون سیتوپلاسمی اووسیت در گاو نرخ پایین موفقیت 
انتقال با این روش را گزارش نمودند. مطالعات در راستای بهبود شرایط 
تزریق درون سیتوپلاسمی اسپرم دارای قطعه خارجی DNA در گونه‌های 
مختلف حیوانی صورت گرفت و طی آن مشخص شد که پس از تزریق 
اسپرم دارای DNA بیگانه به اووسیت در مرحله متافاز 2 لازم است که 
بهره  از  پس   .)11  ,4( شود  فعال  شیمیایی  تحریک  واسطه  به  اووسیت 
از محلول‌های فعال سازی شیمیایی متفاوت مشخص شد که نرخ  بردن 
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موفقییت در تولید بلاستوسیت‌هایی که بیان کننده GFP باشند به %80 
تولید  امکان  روش  این  امیدوارکننده‌ی  برتری‌های  از  یکی   .)12( رسید 
حیوانات تراریخت به تعداد بسیار بالا و با سرعت بیشتر است در حالی‌که 
کمترین نیاز به دستکاری رویان در این روش مشاهده می‌شود. در حقیقت 
هم به‌صورت درون‌تنی و هم به صورت برون تنی امکان تولید حیوانات 
نیز همانند روش  این روش  این روش وجود دارد.البته در  تراریخت در 
ریزتزریق DNA به پیش هسته رویان امکان هدایت انتقال ژن به مکان 
بنیادی  واسطه سلول‌های  به  ژن  انتقال  برخلاف  و  ندارد  دلخواه وجود 
جنینی این روش نیز از نرخ بالایی در تولید حیوانات کایمر ناخالص و بروز 

پدیده موزاییک رنج می‌برد )4(.

انتقال هسته سلول‌های سوماتیک 
گامه  در  اووسیت  سیتوپلاسم  به  سوماتیک  سلول‌های  هسته  انتقال 
عنوان  به  است  شده  تخلیه  آن  ژنتیکی  محتویات  و  هسته  که   2 متافاز 
روشی برای تولید موجود کاملا مشابه با موجود دهنده هسته استفاده 
می‌شود. شبیه‌سازی از طریق انتقال هسته منجر به تولید حیوانات برتر 
تراریخت  تولید حیوانات  نظر و همچنین  کیفی مورد  و  با صفات کمی 
به منظور استفاده در کشاورزی و علوم پزشکی می‌شود. نرخ موفقیت 
تولید حیوانات تراریخت با استفاده از این روش 1-3% ذکر شده است. از 
مزایای این روش در تولید حیوانات تراریخت این است که در این روش 
امکان پیش بینی جنسیت موجود و برنامه‌ریزی‌های استراتژیک آینده به 
اشکالات  از  یکی  حال  عین  در  دارد.  وجود  دامپروری  صنعت  در  ویژه 
این روش درصد مرگ و میر زیاد جنین‌های حاصل از این روش می‌باشد 
)13(. عوامل متعددی در بازده روش انتقال هسته به اووسیت بی‌هسته 
روش   ،)14  ,4( هسته  اهداکننده  سلول  نوع  شامل  که  می‌باشد  موثر 
بی‌هسته‌سازی اووسیت )15(، روش و مراحل الکتروفیوژن و فعال‌سازی 
از مراحل  انتقال هسته )16, 17( است. هر یک  از  مجدد اووسیت پس 

فوق الذکر به‌طور مختصر در زیر توضیح داده شده است.

نوع سلول و شرایط کشت برون تنی سلول اهدا کننده هسته
تاکنون سلول‌های متعددی به عنوان سلول اهدا کننده هسته مورد استفاده 
سلول‌های  بالغ،  و  جنینی  فیبروبلاست  سلول  شامل  که  گرفته‌اند  قرار 
بنیادی جنینی، سلول‌های مغزی، اسپرم، سلول‌های بیضه، سلول‌های مثانه، 
سلول‌های کومولوس، سلول‌های سرتولی، ماکروفاژ، لوکوسیت‌های خونی، 
و سلول‌های بنایدی جنینی می‌باشند )18-23(. اما تاکنون مشخص نشده 
است که کدام نوع از سلول بهترین گزینه به عنوان اهداکننده هسته برای 
تر  پیش  که  همانطور  همچنین   .)24  ,23 است)21,  هسته  انتقال  انجام 
ذکر شد شرایط کشت سلول اهداکننده هسته نیز در بازده روش انتقال 
هسته موثر می‌باشد، زیرا سلول اهدا کننده هسته پیش از انجام عملیات 
انکوباتور کشت  اهدا می‌بایست برای مدتی در شریاط برون تنی و در 
داده شود)24-26(. در سال 2014 تجزیه و تحلیل مقایسه‌ای بین قدرت 
از سلول‌های  با استفاده  انتقال هسته  از  تکوین رویان‌های گاوی حاصل 
کومولوس که تحت شرایط مختلف کشت برون تنی از جمله کشت بدون 
سرم، سلول‌های کشت نیافته انجام شد نتایج این تحقیقات مشخص نمود 
که رویان حاصل از انتقال هسته سلول‌های کومولوس کشت داده شده و 

سلول‌های کومولوس کشت نیافته بیشترین توانمندی را در سپری نمودن 
مراحل تکوین از خود بروز دادند )27-29(. مطالعات مشابهی در رت و 
بز نیز انجام شد )30, 31(. مطالعات متعددی در این زمینه انجام شد که 
در نهایت نشان دادند که استفاده از سلول‌هایی که دورهای کشت کوتاه 
مدت و یا بلند مدت را سپری نموده اند و در مرحله‌ی پیری به سر می‌برند 
و  می‌باشند  مناسب‌تر  هسته  کننده‌ی  اهدا  عنوان  به  انتخاب  منظور  به 
این توانایی را دارند فرایند برنامه ریزی مجدد سلولی را سپری نمایند و 
در نهایت بتوانند نتاج کلن شده‌ی سلامتی را پس از انتقال هسته تولید 

نمایند)32(.

مرحله چرخه سلولی اووسیت گیرنده‌ی هسته  
هماهنگی چرخه سلولی اهدا کننده هسته و اووسیت پذیرنده‌ی هسته 
بسیار پر اهمیت می‌باشد، زیرا این هماهنگی منجر به پیشگیری از بروز 
آسیب به DNA و همچنین حفظ وضعیت نرمال پلوئیدی کروموزوم‌ها 
متوقف   2 متافاز  مرحله  در  که  اووسیتی  از  معمولا   .)34  ,33( می‌شود 
 .)35( می‌شود  استفاده  هسته  پذیرنده‌ی  بهترین  عنوان  به  است  شده 
همچنین مرحله چرخه سلولی که اهدا کننده هسته در آن مرحله قرار 
دارد نیز از دیگر عوامل تاثیرگذار در کیفیت رویان تولید شده و توانایی 
سلولی  چرخه   G1 و   G0 مرحله  در  می‌باشد.سلول‌های  آن  آتی  تکوین 
به عنوان بهترین اهدا کنندگان هسته در تمامی مطالعات موفق معرفی 
از  نشان  که  دارند  وجود  متعددی  گزارش‌های  همچنین   .)24( شده‌اند 
در  هسته  گیرنده  عنوان  به   2 متافاز  مرحله  در  اووسیت‌های  موفقیت 
تولید موفقیت‌آمیز نتاج پس از انتقال هسته و تشکیل رویان دارد )23(.

اینکه  بین  قایل شدن  منظور تمیز  به  گرفته  مقایسه‌ای صورت  مطالعات 
توانمندی  یک  کدام   G1 مرحله  و   G0 مرحله  در  هسته  کننده‌ی  اهدا 
مشابه  توانمندی  از  حاکی  دارند  رویان  موفقیت‌آمیز  تشکیل  در  بالاتری 
سلول‌های فیبروبلاست در مرحله G0 و G1 بود )21, 36-38(. در پاره ای 
از مطالعات نتایج چیز دیگری را نشان می‌داد که شامل برتری سلول‌های 
فیبروبلاست G1 به عنوان اهدا کننده هسته در قیاس با G0 بود )21, 34, 

.)40-36

فعال‌سازی اووسیت
برخلاف رویه لقاح برون تنی که فعال‌سازی اووسیت پس از ورود اسپرم 
به  سوماتیک  هسته  انتقال  در  می‌شود  انجام  خودی  به  خود  به‌صورت 
اووسیت به منظور تولید موجود شبیه سازی شده/تراریخت می‌بایست 
حتما پس از انتقال هسته اووسیت به صورت الکتریکی یا شیمیایی فعال 
 3 و  اتانول،   ،A23187 کلسیم  یونوفر  از  اووسیت  فعال‌سازی  در  شود. 
اینوزیتول  و کلرین استرانسیوم استفاده می‌شود(. مطالعات  فسفاتیدیل 
افزایش غلظت کلسیم  به  این روش‌ها منجر  نشان داده است که تمامی 
درون سلولی شده که درنهایت منجر به بازسازی ساختار رویان و فعال 
سازی روند تکوین می‌شود )39, 41, 42(. تولید حیوانات تراریخت با کمک 
روش انتقال هسته سلول‌های سوماتیک به عنوان روشی چند مرحله ای 
به حساب می‌آید که شامل عوامل تاثیر‌گذار فنی و بیولوژیک بر توانایی 
تکوین رویان حاصل از انتقال هسته می‌باشد. علیرغم پیشرفت‌های صورت 
انتقال هسته  گرفته در بهبود شرایط  تولید رویان های حاصل از روش 

تولید حیوانات تراریخت با بهره مندی از  ...
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سوماتیک همچنان بازده این روش بسیار پایین می‌باشد. دلیل عمده این 
نرخ پایین موفقیت عدم توانایی رویان تولید شده در بازبرنامه‌ریزی ژنوم 

هسته‌ی انتقال داده شده می‌باشد )43(.

رویکردهای نوین در ویرایش ژنوم
تا اینجا به ارایه نتایج تحقیقاتی پرداخته شد که به وارد نمودن ژن)های( 
یا  و  سلول/اووسیت/  سیتوپلاسم  به  سوماتیک  سلول  هسته  یا  و  بیگانه 
ژن)های(  قطعه  این  که  است  این  مهم  نکته  اما  می‌پرداخته‌اند.  رویان 
بیگانه می‌بایست به داخل ژنوم سلول پذیرنده وارد شوند تا بتوانند در 
مسله  مهم‌ترین  امر  این  باشند،  تراریخت  حیوانات  تولید‌کننده  نهایت 
در تولید حیوانات تراریخت به حساب می‌‌آید. بنابر‌این توسعه دانش و 
روش‌هایی که بتوانند موضوع وارد شدن ژن)های( بیگانه به ژنوم موجود 
پذیرنده را تسهیل نماید امری مهم در تحقیقات و تولید حیوانات تراریخت 
 TALEN کریسپر، و ،)ZFN( یا Zinc Finger Nuclease .محسوب می‌شود
از  تراریخت  حیوانات  تولید  در  کمکی  نوین  تکنولوژی‌های  عنوان  به 
از جمله  از موجودات پست‌تر  که  اینتگرازها،  و  ریکامبینازها  نوکلئازها 
فعالیت  خوبی  به  پستانداران  در  البته  که  شده‌اند،  استخراج  باکتری‌ها 
می‌نمایند استفاده می‌کنند. این عوامل اجازه افزودن ژن)های( خارجی را 
به‌صورت اختصاصی در قسمت ویژه‌ای از ژن فراهم می‌نمایند. هر کدام از 

این تکنولوژی‌ها به صورت مختصر در ادامه توضیح داده می‌شود.

Zinc Finger Nuclease
)Zinc Finger Nuclease (ZFN از یک قسمت متصل شونده به DNA و 
یک اندونوکلئاز غیر اختصاصی تشکیل شده است. این مجموعه توانایی 
دامنه  واسطه‌ی  به  را   DNA از  مشخصی  ناحیه  به  اتصال  و  شناسایی 
متصل شونده خود دارد، پس از برقرار شدن این اتصال اندونوکلئاز غیر 
برش  را  نظر  مورد   DNA رشته  دو   ZFN در ساختار  اختصاصی موجود 
non- یا Homology Direct Repair می‌دهد و در ادامه به واسطه سازوکار

با منشا خارجی   DNA ادقام قطعه  Homology Direct Repair ورود و 
با ژنوم موجود پذیرنده انجام می‌شود )41(. استفاده از روش ZFN در 
موش و رت و انسان درصد زیادی از موفقیت را نشان داده است. البته 
مثال‌هایی از موفقیت این روش در دام‌های بزرگ نیز وجود دارد که از 
آن جمله می‌توان به تولید گاوهای تراریخت که به بیماری ورم پستان 
مقاوم هستند نیز اشاره کرد)44(. البته این روش تولید حیوانات تراریخت 
DNA ژنوم هدف  ZFN در راستای اتصال به  به دلیل محدودیت روش 
 ZFN از  استفاده  می‌باشد   DNA از  قسمت  آن  محتوای  به  مربوط  که 
همچنین   .)45( می‌نماید  محدود  ژن  نقاط  تمام  در  تغییر  ایجاد  برای  را 
نقص در اتصال اختصاصی برخی قسمت‌های ZF می‌تواند منجر به ایجاد 
اتصال و شکاف در ژنوم موجود پذیرنده در جایی غیر از ناحیه اختصاصی 
مورد نظر شود. که این امر منجر به تولید جهش ناخواسته و نقص‌های 

کروموزومی شود )46, 47(.

)CRISPER( کریسپر
کریسپر Cas9 به عنوان جدیدترین دستاورد بیوتکنولوژی تولید حیوانات 
جایگزین  و  شد  معرفی  بیوتکنولوژی  دنیای  به   2009 سال  از  تراریخت 

خوبی برای روش‌های مرسوم که پر هزینه و پیچیده‌تر بودند شد )48(. 
سیستم کریسپر از سیستم ایمنی و دفاعی باکتری‌ها استخراج شده و برای 
ویرایش هدفمند ژنوم بازطراحی و آماده شده است. این سیستم شامل 
RNA می‌باشد که به عنوان توالی هدایتگر شناخته می‌شود.  یک توالی 
این توالی در حقیقت مکمل منطقه‌ای از ژنوم میزبان است که مورد نظر 
به منظور ویرایش است. جزء مهم و تعیین کننده دیگر سیستم کریسپر 
پروتئین Cas است که توانایی برش تک رشته DNA هدف در ژنوم موجود 
روش‌های  کریسپر  سیستم  از  استفاده  برای  می‌باشد.  دارا  را  نظر  مورد 
متفاوتی بکار می‌رود که شامل میکرواینجکشن، و الکتروپوریشن است. 
به این منظور سازه کریسپر مورد نظر طراحی شده و به واسطه‌ی یکی از 
روش‌های انتقال ذکر شده به درون رویان در در مرحله پس از لقاح وارد 
نقص‌های  ویرایش  امکان  روش  این  نسبی  مزیت‌های  دیگر  از  می‌شود. 
در  که  اشاره نمود  موجود می‌توان  تولد  از  پس  مادرزادی حتی  ژنتیکی 
حال حاضر در مراکز تحقیقاتی و مطالعاتی معتبر دنیا این امر در دستور 

کار قرار دارد )48(.

بحث و نتیجه‌گیری
با توجه به مطالب ذکر شده و با درنظر داشتن این نکته که هر یک از 
روش‌های مذکور دارای مزایا و معایب خاص خود هستند به نظر می‌رسد 
که در انتخاب روش مناسب به‌منظور تولید حیوانات تراریخت چند عامل 
را می‌بایست درنظر گرفت که به ترتیب شامل موارد زیر است: 1( گونه 
حیوان مورد مطالعه 2( تجهیزات و مواد مصرفی لازم 3( نیروی انسانی 
متخصص 4( هدف از تولید حیوانات مدل "به عنوان مثال چنانچه هدف 
تولید حیوانات با ژن یا ژن‌های ناک اوت شده می‌باشد بهتر است از روش 

کریسپر که کم هزینه‌تر و آسان‌تر است استفاده شود"
نوین  بکارگیری تکنولوژی‌های  با درنظر داشتن همه جوانب در راستای 
نیاز کمتر روش تولید حیوانات  با توجه به  بیوتکنولوژی و  تولیدمثلی و 
همچون  گرانقیمتی  تجهیزات  به  کریسپر  روش  از  استفاده  با  تراریخت 
دستگاه میرواینجکشن به نظر می‌رسد که آینده ی تولید حیوانات مدل 
که از نظر ژنتیکی دستکاری شده‌اند در اختیار فن آوری کریسپر یا روشی 

مشابه آن قرار بگیرد.

تقدیر و تشکر
و  رازی  سرم‌سازی  و  واکسن  تحقیقات  موسسه  حمایت  با  مطالعه  این 

براساس پروژه مصوب 21818038960595 انجام شده است.
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