تكنولوژي‌هاي رويان از انتقال رويان تا كلونينگ  با تاكيد بر كاربرد در گاو
چكيده

در اين سمینار، پيشرفت تكنولوژي انتقال رويان و تكنولوژي‌هاي وابسته به آن (كلونينگ و ترانس ژنيك) از جنبه‌هاي گوناگون مانند نقش آن​ها در پژوهش هاي پايه، جنبه هاي پزشكي و به ويژه كاربرد در كشاورزي و با تاكيد بر گاو، بررسي شده است.                          

بررسي منابع علمي نشان‌ مي‌دهند كه تكنولوژي‌هاي كلونينگ (همانند سازي) و ايجاد حيوانات ترانس ژنيك مي‌توانند براي اهداف پزشكي، اقتصادي باشند هرچند كاربردهاي آن‌ها در كشاورزي، دست كم در آيندة نزديك، اقتصادي و محتمل به نظر نمي‌رسد، با اين وجود ممكن است در شرايط ويژه‌اي اقتصادي باشند. چگونگي پذيرش تكنولوژي‌هاي نوين از سوي جامعه با توجه به باورهاي فرهنگي و اجتماعي مي‌تواند بر صرف هزينه براي اين اهداف و كاربرد تجارتي آن‌ها تاثير بگذارد. 
مقدمه

ابداع و به كارگيري تكنولوژي‌هاي توليدمثلي از ديرباز مورد توجه كارشناسان بوده، هرچند مي‌توان ادعا كرد كه پيدايش همة تكنولوژي‌هاي موجود ناشي از كنجكاوي‌هاي پژوهشگران بوده است. هم‌اكنون، تكنولوژي‌هاي توليدمثلي فراواني در دسترس هستند امّا كارايي تكنيكي و تاثيرگذاري‌هاي آن‌ها بسيار متفاوت است. بحث دربارة اين تكنولوژي‌ها، محدوديت‌ها، مزايا و كاربردهاي احتمالي آن‌ها موضوع كتاب‌ها و مقاله‌هاي فراواني است كه پيوسته  بروز مي‌شوند. از اين رو، اين سمینار ، تنها به تكنولوژي‌هاي رويان      
(  Embryo  technolog) و كلونينگ (Cloning) مي‌پردازد.
 كلونينگ، به شيوة گسترده‌اي به تكنولوژي‌هاي رويان وابسته است و مي‌تواند موثرترين شيوة تكثير حيوانات ترانس‌ژنيك (Transgenic) باشد.

تكنولوژي رويان، در برگيرندة تكنيك‌هاي انتقال رويان، توليد برون‌تني و تكنيك‌هاي وابسته به آن (كلونينگ و توليد جانوران ترانس‌ژنيك است).
 انتقال رويان، نخستين بار در خرگوش (١٨٩٠) و سپس در موش صحرايي (١٩٣٣)، گوسفند و بز (١٩٤٩)،‌گاو و خوك (١٩٥١) و سپس در ديگر جانوران از جمله انسان (١٩٧٩) انجام شد. تكنولوژي‌هاي رويان، تكنيك‌هايي پيچيده هستند، نيازمندي‌هاي ويژه‌اي دارند (مواد، ابزار، مهارت، همكاري بين رشته‌اي) و با توجه به تفاوت‌هاي زياد بين جمعيت‌ها حيواني و سيستم‌هاي مديريتي بايد بهينه‌سازي شوند.

پيشرفت‌هاي تكنولوژي رويان

در سال ٢٠٠٣، نزديك به ٠٠٠/٦٠٠ رويان گاو در جهان انتقال داده شدند كه ٤٠ درصد آن‌ها يخ زده و ٢٠ درصد به روش برون‌تني(IVEP)، توليد شده بودند. بيشترين انتقال در آمريكاي شمالي (٦٥ درصد) و آمريكاي جنوبي و اروپا (٢٠ درصد) انجام شده بود. در آمريكا بيشتر رويان‌ها، رويان‌هاي گاوهاي گوشتي (٦٥ درصد) و در كانادا، رويان‌هاي نژادهاي شيري (٨٠ درصد) بودند. در همين دوره ٣٧٠٠ انتقال در نشخواركنندگان كوچك، ٠٠٠/٢٠ مورد در خوك و نزديك به ١٨٠٠ مورد در اسب (٦٤ درصد در آمريكا و ٣١ درصد در برزيل) انجام شد.

عوامل موثر بر كاربرد تكنولوژي انتقال رويان

مهمترين عامل محدودكننده انتقال رويان، پراكنش زياد دام‌ها در برابر تحريك هورموني تخمدان‌ها است، هرچند روش توليد برون‌تني رويان، كارآيي آن را تا اندازه‌اي افزايش داده است. از عوامل ديگر مي‌توان تفاوت‌هاي بين تليسه‌ها و ماده گاوها، گاوهاي شيري و گوشتي، اروپايي و كوهان‌دار، نژادي، و مديريت توليدمثلي را نام برد. در آمريكا، تا يك دهه پيش از اين، روش انتقال رويان براي تكثير ماده گاوهاي برتر و درمان كم باروري كاربرد بيشتري داشت. هم‌اكنون در آمريكا و چندين كشور ديگر، استفاده از اين تكنيك روز به روز محدودتر مي‌شود، اما كانادا و چندين كشور ديگر، هم‌چنان اين روش را براي اهداف نامبرده به كار مي‌برند. در سال‌هاي اخير، كاربرد انتقال رويان در كشورهاي آمريكاي لاتين و ژاپن افزايش يافته است. از علت‌هاي مهّم كاهش كاربري انتقال رويان‌ را هزينه و تولد گوساله‌هاي بزرگ جثه (large offspring syndrome)، نام برده‌اند.

تاثير انتقال رويان بر افزايش توليد شير گاو در كشورهاي پيشرفته، شايان توجه بوده است، هرچند همزمان، باروري گاو نيز كاهش يافته است. انتقال رويان را مي‌توان براي توليد خانواده‌هاي full-sib به كاربرد كه در فرآيند بهگزيني براي باروري و مقاومت در برابر بيماري‌ها، كاربرد دارند. تاثير تكنولوژي‌هاي رويان، بر كاهش فاصله بين كشورهاي فقير و ثروتمند، بسيار ناچيز بوده است، تاثيري كه در آغاز به عنوان يك مزيت مهّم اين تكنولوژي‌ها، بيان مي‌شد. با پيشرفت‌ پژوهش‌ها، مراحل اجرايي تكنولوژي انتقال رويان، ساده‌تر شده‌اند و امكان اجراي آن در گله‌ها (همانند انجام تلقيح مصنوعي) بدون نياز به دامپزشك امكان‌پذير است. با اين وجود، همكاري دامپزشكان در زمينه‌هاي تكنولوژي رويان از نظر كنترل بيماري‌ها، صدور تاييديه بهداشتي و مانند آن‌ها، هم‌چنان بسيار ضروري است.

توليد برون‌تني رويان (IVEP)

توليد برون‌تني رويان، روشي كاملاَ جاافتاده و نسبتاَ كارآمد است. در سال ٢٠٠٣ ميلادي، بيش از ١٠٠ هزار رويان با اين روش توليد شدند (٦٠ درصد در آمريكاي جنوبي). اين روش، براي اهدافي مانند توليد رويان از ماده‌هاي برتر، كارهاي پژوهشي، كلونينگ و تكثير جانوران ترانس‌ژنيك. به كار برده شده است. هرچند روش ترزيق درون سيتوپلاسمي اسپرم در گاو، قابل انجام است (هم چنين، با اسپرم freeze-dried و يا اووسيت‌هاي يخ‌زده) امّا كاربرد آن در برنامه‌هاي IVEP، چندان رايج نيست (برخلاف انسان).

آموخته‌هاي ما از پژوهش‌هاي تكنولوژي انتقال رويان

شناخت نقش فعال رويان در حفظ آبستني كه به بهبود روش‌هاي همزمان‌سازي تخمكريزي، كمك كرده است.

شناخت برهم‌كنش بين مادر و رويان، و حتّي بين مادر و اووسيت‌ها كه به كاهش نرخ مرگ و مير رويان كمك كرده است.

ويژگي‌ فيزيكي-شيميايي مايعي كه گامت‌ها و رويان در آن نگهداري مي‌شوند مي‌تواند آثار بدي بر زنده‌ماني رويان‌ها بگذارد. از سويي، محيط‌هاي برون‌تني، موجب تولد گوساله‌هايي مي‌شوند كه بزرگتر از معمول هستند و داراي ناهنجاري‌هايي هستند.

شناخت تاثير اپي‌ژنتيك (epigenetic) محيط كشت بر رويان، از همان نخستين روزهاي زندگي رويان (بروز فنوتيپي دور از انتظار).

افزايش نرخ مرگ و مير رويان در مراحل پاياني آبستني كه در آبستني‌هاي معمولي، بسيار اندك است (به ويژه در كلون‌ها). پيدا كردن راه حلّي براي اين مشكل، همكاري نزديك بين متخصصّين رشته‌هاي مختلف را مي‌طلبد.

شناخت تاثير آلاينده‌هاي محيطي (علف هرزكش، حشره‌كش و ...) بر رويان‌هاي بسيار جوان و بروز بيماري در بزرگسالي. اين يافته، توجه هر چه بيشتر به پاك نگه‌داشتن محيط زيست از آلاينده‌ها را موجب شده است.

تغيير اولويت سرمايه‌گذاري بخش خصوصي. بخش خصوصي، هم‌اكنون به سرمايه‌گذاري براي پژوهش‌هايي علاقه‌مند است كه هدف آن‌ها توليد فرآورده‌هاي بيولوژيكي در شير يا خون پستانداران بزرگ باشد. همزمان، دولت‌هاي كشورهاي پيشرفته، بودجه‌هاي كمتري را براي پژوهش‌هاي تكنولوژي رويان، اختصاص مي‌دهند. از سويي، انگيزه پژوهشگران جوان براي تحقيقات تكنولوژي رويان با اهداف كشاورزي و دامپروري، به شدت كاهش يافته است. بخش خصوصي، به علت تجاري بودن و توجه اوليه به سوددهي، تمايلي به ارزيابي گوساله‌هاي حاصل از تكنولوژي رويان نشان نمي‌دهد. 

كلونينگ جانوران بالغ با روش انتقال هسته (SCNT)

سلول‌هاي سوماتيك براي انتقال هسته: بدن بيشتر از ٢٠٠ نوع سلول تمايز يافته دارد امّا تنها شمار اندكي از آن‌ها براي كلونينگ، مناسب هستند.
همانند سازی(Clonning): 
همانند سازی درتعریف عمیق خود در برگیرنده تقسیم سلول های سوماتیک با هدف همشکل سازی وافزایش کپی های یک موجود می باشد. در دام های مزرعه ای این موضوع جدیداً مورد توجه قرار گرفته است. نوع دیگری از همانند سازی که در دام های مزرعه ای انجام می گیرد به همانند سازی جنینی معروف است. در این روش هسته سلولی بلاستومرها به قالب جنین دیگری در همان مرحله که فاقد هرگونه محتویات سلولی می باشد، انتقال می یابد. نظر به اینکه ترکیبات ژنتیکی بلاستومرها یکسان می باشند، در نتیجه جنین های تولیدی نیز یکسان خواهند بود. روند تولیدی اینگونه جنین ها می تواند برحسب نیاز و هرچند مرتبه که نیاز است، تکرار شوند. لازم به ذکر است تنها نکتة منفی در جنین های تولید شده تکراری، این است که در همانند سازی بعدی کیفیت چندان خوبی ندارند. در ضمن مشکلات دیگری نیز از قبیل نتاج بزرگ جثه و طبعاً سختی زایمان گزارش شده است.
روش های کلاسیک اصلاح نژاد نیازمند استفاده از تکنیک های تولید مثلی از جمله تلقیح مصنوعی و انتقال جنین برای بهبود صفات تولیدی دام های مزرعه ای می باشد. در این روش ها محدودیت های زیادی وجود دارد، چون امکان جدا سازی ژن های تاثیر گذار مطلوب از ژن های نا مطلوب در کوتاه مدت میسر نمی باشد. احتمالا وارد نمودن مستقیم ژن های مورد نظر بدرون ژنوم و تولید دام های ترانس ژنیک اهمیت داشته باشد. در این روش قسمت هایی از DNA در آزمایشگاه پس ازتکثیر، با استفاده از رترو ویروس ها یا میکرو اینجکشن (microinjection  ) به درون ژنوم تخمک وارد می شوند. در دام های مزرعه ای تاکنون از انتقال DNA به درون پیش هسته یا پرونوکلئوس هسته استفاده شده و بازدهی دام های ترانس ژنیک کمتر از 1% می باشد. استفاده ازدام های ترانس ژنیک در حال حاضردر بخش تحقیقات ابتدائی و آغازین خود بوده و نیازمند تحقیقات بیشتری است. مثلاً چگونگی امکان  کنترل وتنظیم صفات رشد، تولید مثل، شیرواری و مقاومت به بیماری ها می تواند از محورهای تحقیقاتی در این زمینه باشند. حتی می توان به تولید دام های ترانس ژنیکی اندیشید که در شیر مواد دارویی از قبیل، فاکتور های انعقاد خون را داشته باشند و سنتز موادی که به طریق سنتتیک مشکل است مستقیما در فراورده های دامی تولید نمود. 

بررسی های انجام شده نشان می دهند، اصلاح نژاد دام ها به تنهایی و بدون منظور نمودن اثرات عوامل محیطی و مدیریتی محدودیت های بیولوژیکی در باروری را بهمراه داشته است. مثلاً جفتگیری یا تلقیح زود هنگام تلیسه ها و عدم زمان کافی استراحت بیولوژیکی بعد از زایمان باعث تأخیر در بروز اولین علائم فحلی پس از زایمان و درنتیجه کاهش میزان نرخ آبستنی پس از تلقیح شده است. همچنین افزایش نسبی تعداد تخمک های آزاد شده با استفاده از روش های اصلاح نژادی و یا تغذیه  بندرت باعث افزایش نتاج بیشتر می شود. این موضوع ناشی از مرگ و میر بالای رویان های لقاح یافته می باشد. لذا با توجه به این محدودیت های بیولوژیکی انتقادات مبنی بر"ماشین زایمان بودن" دام های ماده، توجیه پذیر نمی باشد. بنابراین عدم توجه به فرآیند  تولید مثل مشکلات فراوانی بوجود می آید. بعنوان مثال در بوقلمون های نر با سینة ماهیچه ای و بزرگ جفتگیری با مشکل روبرو شده و به ناچار ماده ها بایستی تلقیح مصنوعی شوند. و دربعضی از نژاد های گاو(Santa-gertrudis) بدلیل ضعیف نشان دادن گرایشات جفتگیری طبیعی "libido " جمع آوری منی فقط با استفاده از شوک الکتریکی امکان پذیر می باشد. همچنین زایمان گوساله در نژاد بلو بلژیر(Blau belgier) فقط از طریق سزارین امکان پذیر بوده و این مشکل ناشی از تثبیت ژنتیکی ران های بزرگ و ماهیچه ای گوساله ها می باشد. بنابراین تولید مثل بهینه به عنوان یکی از مهمترین عوامل موفقیت آمیز برنامه های اصلاح نژادی مطرح می باشد. 

موضوع استفاده از فرآیند های بیوتکنولوژی در بخش فیزیولوژی تولید مثل هنوز بصورت قطعی پذیرفته نشده است و دلایل آن عبارت است از: 

الف) چرا باید انسان از طبیعت بدون هر گونه ملاحظه ای بعنوان ابزاری جهت پیشبرد اهداف خود استفاده کند:

استراتژی ادامه حیات باعث گردیده است، انسان طبیعت را "با توجه به توان خود" و بصورتی که به آن احتیاج دارد، تغییر دهد. تلقیح مصنوعی، انتقال جنین و همچنین بخش عظیمی از دستکاری های جنینی ( Embryo-manipulation ) از دستاوردهای انسان بشمار می رود. اساس پیدایش  IVF با هدف استفاده بیشتر از ظرفیت های مادری، همانند سازی و تقسیم جنین در جهت افزایش نتاج با ترکیبات ژنتیکی یکسان، نیز از دیگر توانایی های انسان امروزی می باشد. باید توجه داشت  که تکنیک های فوق اهمیت اصلاح نژاد را نشان می دهد. هر چند نکات منفی و خطرات ناشی از آنها نیز قابل مشاهده است. کاهش واریانس ژنتیکی در یک جمعیت دامی که باعث کاهش توان تطابق پذیری گله نسبت به شرایط متغیر محیطی می گردد، از نمونه های مهم و خطر ساز بشمار می رود. در بدترین شکل ممکن حتی می شود تصور نمود، یک عامل بیماری زا می تواند کل گله را بیمار نموده و از بین ببرد.

ناهنجاري‌هاي روشد و نمو كلون‌ها:

بزرگ شدن غيرعادي جنين، افزايش طول آبستني، ضعف نوزاد، و مرده‌زايي

ناهنجاري‌هاي تنفسي، گردش خون، ايمني، كليه، جگر، بيضه و مغز

دماي زياد بدن در زمان تولد، و بيماري‌هاي ويروسي و باكتريايي

سن كلون:  موضوع سن كلون‌ها، از مباحث ديگر كلونينگ است. گفته مي‌شود بخشي از كروموزوم به نام تلومر (telomere) مانند ساعت بيولوژيك، سن سلول را نشان مي‌دهد. طول تلومر با هر بار تقسيم شدن، اندكي كاهش مي‌يابد. طول تلومرهاي گوسفند دالي (Dolly) كوتاه‌تر از طول تلومرهاي بره‌هاي كنترل بود. در پژوهش‌هاي ديگر، گاهي طول تلومرها، ثابت و گاهي، بيشتر از همتايان كنترل آنها گزارش شده است. سازه‌هاي گوناگوني بر طول تلومر تاثير مي‌گذارند (مانند سن، نوع سلول سوماتيك، محيط كشت، روش انتقال هسته، روش نمونه‌برداري، روش اندازه‌گيري طول تلومر). نخستين موش كلون شده، ٢ سال و ٧ ماه زنده بود كه اندكي بيشتر از ميانگين طول عمر موش‌هاي آن سويه بوده است.

تجربه و مهارت تكنيكي در گلونينگ:  مهمترين عامل موثر بر موفقيت كلونينگ، روش فعال كردن سلّول (پس از انتقال هسته) براي تقسيم شدن است. به هر حال، همة گامه‌هاي اجرايي نيازمند مهارت‌هاي ويژه‌اي هستند.

نسل اوّل و نسل دوّم كلون‌ها:  طول عمر كلون‌هاي نسل اوّل، معمولاّ كوتاه است و آن‌هايي كه زننده مي‌مانند الگوهاي متفاوتي از تظاهر ژن‌ها را نشان مي‌دهند (اثر اپي‌ژنتيك). معمولاّ نتاج اين كلون‌ها، سالم هستند و از نظر ويژگي‌هاي شير و گوشت توليدي، تفاوتي با گاوهاي معمولي نداشته‌اند.

كاربرد كلونينگ حيوانات اهلي

١- كاربرد در پزشكي

١-١- كاربرد به عنوان مدل‌هايي براي بررسي بيماري‌هاي انسان   (disease model): هم‌اكنون، از موش استفاده مي‌شود امّا به علت كوتاه بودن سن موش نسبت به انسان، چندان مناسب نيست. گفته مي‌شود كه مدل‌هاي دامي (گوسفند، گاو، خوك و ...) مناسب‌تر هستند. هم‌اكنون، پژوهش‌هايي با گوسفند براي بررسي بيماري cystic fibrosis در جريان است.

٢-١- كاربرد براي تكثير حيوانات ترانس‌ژنيك توليدكننده پروتئين‌هاي انساني (Bioreactors): كارآيي ايجاد ترانس‌ژنيك بسيار پايين است و به علت وجود قوانين و مقررات سخت حاكم بر ارزيابي اين فرآورده‌ها و نيز به علت هزينه‌هاي زياد، گفته مي‌شود كاربردي شدن اين كار در آينده نزديك، متحمل به نظر نمي‌رسد.

٢- كاربرد كلونينگ در دامپروري

١-٢- تكثير حيوانات داراي صفات برتر (شير و گوشت): اين روش براي بسياري از گله‌هاي تجارتي، اقتصادي نيست هرچند گفته مي‌شود در برخي نقاط (كلون‌ كردن گاوهاي نر گوشتي در شمال استراليا) ممكن است با صرفه باشد.

٢-٢- كلون كردن حيوانات ترانس‌ژنيك داراي صفاتي ويژه: براي نمونه، كلون هاي مقاوم به بيماري ورم پستان، ماده‌هايي كه فقط يك جنس خاص (نر يا ماده) مي‌زايند، و ماده‌ گاوهايي كه شيري با خصوصيات ويژه توليد مي‌كنند. اين روش، ممكن است بتواند جايگزين روش‌هاي بهنژادي رايج شود.

٣-٢- كاهش آثار منفي پرورش دام بر محيط زيست:  براي نمونه، توليد خوك‌هايي كه فيتات گياهي را بهتر هضم‌كنند، مي‌تواند موجب دفع مقدار كمتري فسفات شود. ظاهراَ چنين خوكي توليد شده و قرار است به بازار عرضه شود.

 
نظرسنجي‌هاي اجتماعي دربارة بيوتكنولوژي :

نظرسنجي‌هاي چندسال اخير در اروپا، نشان‌دهندة حساسيت مردم در برابر مصرف فرآورده‌هاي بيوتكنولوژيكي، سلامت و بهداشت حيوانات، و اثر آن‌ها بر محيط زيست است. اروپاييان، كلونينگ را عملي غيرطبيعي، غيرسودمند و خطري جدي براي نسل‌آتي مي‌دانند، هرچند نظر آن‌ها دربارة كاربردهاي پزشكي كلونينگ، اين چنين سخت‌گيرانه نيست.
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