
 The Arab Journal for Arid Environments 15 (Special issue) 2022 – ACSAD               أكساد – 2022( عدد خاص)15المجلة العربية للبيئات الجافة 

©2023 The Arab Center for the Studies of Arid Zones and Dry Lands, All rights reserved. ISSN: 2305-5243; AIF-23 (p: 64 - 77) 

64 

 

خلال مرحلة إنضاج   (Cumulus Cells)التعبير الجيني لخلايا الركام المبيضي

 بعد الإخصاب المخبري عند الأبقارالبويضات وعلاقتها مع قدرة البويضات على التطور 

Gene Expression of Cumulus Cells During Maturation Stage and 

Relationship with Oocyte Developmental Competence in Bovine 

 (2)د. محمد موسى                    (1)د. محمد سلهب 

Mohammad SALHAB (1)     Mohamad MOUSSA (2) 

 .ةسوري –اللاذقية  –دائرة الثروة الحيوانية  –الهيئة العامة للبحوث العلمية الزراعية  (1)

(1) General Authority for Scientific Agricultural Research, Lattakia. Syria. 

 -حماه -جامعة حماه –مختبر التلقيح الاصطناعي ونقل الأجنة، كلية الطب البيطري  –أستاذ مساعد في قسم الجراحة والولادة ( 2)

 سوريا.

(2) Associate Prof. Department of Surgery and Obstetrics, Laboratory of Artificial Insemination and 

Embryos Transfer, Fac. Vet. Medicine, University of Hama, Hama – Syria. 

 خصالمل

يهدف هذا البحث إلى الكشف عن مؤشرات جينية تعكس مققدرة البويضقة علقى التطقور بعقد الإخصقاب المخبقري وذلقك مقن 

على التطور بعد  خلال دراسة التعبير الجيني لجينات في خلايا الركام المبيضي المحيطة ببويضات ذات مقدرة أعلى أو أقل

( في مدينة تور، فرنسقا، خقلال INRAالإخصاب المخبري. أنجز هذا البحث في المعهد الوطني للبحوث العلمية الزراعية )

. اسقققتخدام ثلاثقققة نمقققاذج مقققن ققققدرة البويضقققة علقققى التطقققور اسقققتناداً إلقققى الاخقققتلاف فقققي نسقققبة الأرومقققات 2010عقققام 

(Blastocysts) ها ( بويضققات ذات مقققدرة عاليققة علققى التطققور بعققد إخصققاب1طققور المخبققري : الناتجققة بعققد الإخصققاب والت

( ومستخلصة مقن In vivo%( متمثلة ببويضات منضجة داخل جسم الحيوان الحي )  70 إلى Blastocysts :60مخبرياً )

%(  متمثلققة  40إلققى Blastocysts  30:( بويضققات ذات مقققدرة أقققل علققى التطققور بعققد إخصققابها مخبريققاً )2أبقققار بالغققة، 

( بويضقات ذات مققدرة منخفضقة علقى التطقور بعقد 3ومستخلصقة مقن أبققار بالغقة،  In vitro)ببويضات منضجة مخبريقاً )

( ومستخلصة مقن عجقلات بعمقر In vitro%( متمثلة ببويضات منضجة مخبرياً )Blastocysts >  20إخصابها مخبرياً )

مقن أجقل   RNAلاص حيطقة بالبويضقات المنضقجة ومقن ثقم تقمَ اسقتخأشهر. تقم عقزل خلايقا الركقام المبيضقي الم 6إلى  5

زت الدراسققة علققى خمسققة جينققات ) RT-qPCR.دراسققة التعبيققر الجينققي باسققتخدام تقانققة  ، MMP9 ،SERPINA5تركققّ

SDC2 ،HAS2  وCAPGلها دور في تنظيم بنائيقة المشقبك خقارج خلايقا الركقام المبيضقي ) ECM (Extracellular 

Matrix)  ين لجا وعلىGSTA1) الذي له دور في إبطال فعل الجقذور الحقرة الناتجقة عقن الإجهقاد التأكسقدي. تقم تحديقد )

)المقوت الخلقوي المبقرمج( بعقد الإنضقاج باسقتخدام  Apoptosis معدل خلايا الركام المبيضقي المصقابة بظقاهرة الأبوبتقوز

، MMP9الجينققات الخمسققة المدروسققة ). أظهققرت الدراسققة أن مسققتوى التعبيققر الجينققي لكققل جققين مققن TUNELتقانققة 

SERPINA5 ،SDC2 ،HAS2  وCAPG ًارتبط بشكل سلبي مع قدرة البويضقة علقى التطقور حيقث أنقه كقان أعظميقا )

 6إلقى  5في خلايا الركام المبيضي المحيطة ببويضات ذات مقدرة منخفضة على التطقور والمستخلصقة مقن عجقلات بعمقر 

(. فققي حققين أن مسققتوى التعبيققر الجينققي للجققين 1< الأنمققوذج  2< الأنمققوذج  3ذج مققونأشققهر )مسققتوى التعبيققر الجينققي: الأ

GSTA1 ( ًكان متدنياً فقي خلايقا الركقام المبيضقي المحيطقة بالبويضقات المنضقجة مخبريقاIn vitro بالمقارنقة مقع خلايقا )
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يقاً تمقت ملاحظتقه فقي ختلافقاً معنو(. كما أنّ اIn vivoالركام المبيضي المحيطة بالبويضات المنضجة داخل جسم الحيوان )

( فقي نسقبة خلايقا الركقام المبيضقي المصقابة p < 0.05تفوققاً ) 3معدل الأبوبتوز بين النمقاذج الثلاثقة حيقث أبقدى الأنمقوذج 

% علقى التقوالي. يسقتنتج مقن هقذه 8.7 % و 18.1 % و  30.3وبلغقت الققيم  1و  2بقالأبوبتوز بالمقارنقة مقع الأنمقوذجين 

( وانخفقاض CAPGو  MMP9 ،SERPINA5 ،SDC2 ،HAS2توى التعبير الجينقي العقالي للجينقات )مسن الدراسة أ

يمكققن أن يشققكل انعكاسققاً لظققواهر الأبوبتققوز والإجهققاد التأكسققدي خققلال الإنضققاج  GSTA1مسققتوى التعبيققر الجينققي للجققين 

ى إلقى معقدل الأبوبتقوز العقالي فقي المخبري. كما أن انخفاض قدرة البويضة على التطور بعقد الإخصقاب المخبقري ققد يعقز

 خلايا الركام المبيضي خلال الإنضاج. 

 ، بويضة، ركام مبيضي،  قدرة البويضة على التطور، تعبير جيني.بقرة، إنضاج :المفتاحيةالكلمات 

Abstract 

This study aims to identify genes which level of expression in cumulus cells (CC) reflects the 

developmental competence of the enclosed oocyte. This study was carried out at the National 

Agronomic Research Institute (INRA)-Tours, France in 2010. Three models of oocyte 

developmental competence were used: 1) In vivo matured oocytes of adult cows: that present 

a high developmental competence after in vitro fertilization (Blastocysts: 60-70 %), 2) In 

vitro matured oocytes of adult cows: that present a moderate developmental competence after 

in vitro fertilization (Blastocysts: 30-40 %), 3) In vitro matured oocytes of prepubertal calves: 

that present a low developmental competence after in vitro fertilization (Blastocysts < 20 %). 

Cumulus cells that surround matured oocytes were mechanically separated and then total 

RNA has been extracted. The level of genes expression has been analyzed using RT-qPCR 

technique. The expression of several candidate genes involved in extracellular matrix 

reorganization (HAS2, SDC2, SERPINA5, MPP9, CAPG) and oxidative stress response 

(GSTA1) was analyzed. The rate of apoptotic cumulus cells was determinated by TUNEL 

technique. This study demonstrated that expression of HAS2, SERPINA5, MMP9, SDC2 and 

CAPG in CC is negatively correlated with oocyte developmental competence. The expression 

level of this genes is maximal in CC that surround in vitro matured oocytes of  prepubertal 

calves (expression : model 3 > model 2 > model 1). The expression of GSTA1 is low in CC 

that surround in vitro matured oocytes. The rate of apoptotic cumulus cells showed 

significantly different between the three models of oocyte developmental competence.  It was 

(8.7% ± 2.2) in CC that surround in vivo matured oocytes of adult cows and (18.1% ± 3.1) in 

CC that surround in vitro matured oocytes of adult cows and (30.3% ± 2.2)  in CC that 

surround in vitro matured oocytes of prepubertal calves. In conclusion, the activation of 

SERPINA5, HAS2, SDC2, MMP9 and CAPG, and the repression of GSTA1 during in vitro 

culture, reflects the apoptosis events and the oxidative stress induced by in vitro culture, and 

the high rate of apoptosis in CC has a negative effect on oocyte developmental competence.  

Keywords: Cow, Oocyte, Maturation, Cumulus cells, Competence, Expression.  

 المقدمة

، والتي يتم LH)لملوتن )تخضع البويضة المحاطة بخلايا الركام المبيضي لعملية إنضاج نهائي استجابة لذروة الهرمون ا

الوصول إليها نتيجة إفراز هذا الهرمون من قبل الغدة النخامية بشكل نبضي وبوتيرة متسارعة ليصل إلى مستوى ما يسمى 

. يتميز هذا الإنضاج النهائي باستكمال البويضة لانقسامها الميوّزي لتصل إلى Fair ، (2003بذروة ما قبل الاباضة )

مع ملاحظة خروج الكريةّ القطبية الأولى، وهذا ما يسمى بالإنضاج  MII)لانقسام الميوّزي الثاني )ا منالطور الاستوائي 
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( إلى حين تنشيطها من قبل النطفة أثناء الإخصاب لتستكمل (MIIالنووي للبويضة، حيث تبقى البويضة في هذا الطور 

والبروتينات   RNAيتراكم خلال الإنضاج كميات منالانقسام الميوّزي بشكل كامل وتعطي الكريهّ القطبية الثانية. 

والليبيدات وغيرها من المركبات في سيتوبلازم البويضة التي سيتم استخدامها من أجل سير عملية الإخصاب ودعم 

المراحل المبكرة للتطور الجنيني وهذا ما يسمى بالإنضاج السيتوبلازمي للبويضة، حيث يعتمد الجنين بشكل أسا, في 

طوره المبكرة على مخزون البويضة من هذه المركبات إلى حين تفعيل جينومه ويصبح مستقلاً وقادراً على دعم ت حلمرا

(. خلال Richard ،2007،  2004وزملاؤه،  Gosden ،2002  ،Kawamuraنشاطه ومراحل تطوره المتتابعة )

ة وسكرية ترتبط ببعضها البعض على شكل الإنضاج تفرز خلايا الركام المبيضي المحيطة بالبويضة مكونات بروتيني

، مما يؤدي إلى (Extracellular Matrix) (ECM)لمشبك خارج خلوي معقدات ذات طابع لزج مشكّلة ما يسمى با

ازدياد حجمي جذري مسبباً تباعد خلايا الركام المبيضي عن بعضها البعض من جهة وعن البويضة من جهة أخرى، وهذا 

(. أمكن تحقيق عملية Cumulus expansion( )Richards ، 2005لايا الركام المبيضي )خ ارما يسمى بظاهرة انتش

لا  In vitro)إنضاج البويضة مخبرياً وأصبحت من أهم تقانات التناسل عند الأبقار إلا أن البويضة المنضجة مخبريا )

 (In vivoداخل جسم الحيوان الحي )تزال قدرتها على التطور بعد الإخصاب المخبري أقل من قدرة البويضة المنضجة 

(Leibfried-Rutledge  ،1987وزملاؤه ،Lonergan  وFair  ،2008 أثبتت دراسات عديدة أن لخلايا الركام .)

وزملاؤه،  Furnusالمبيضي دوراً أساسياً في إنضاج البويضة وإعطائها المقدرة على التطور بعد الإخصاب المخبري )

1998 ، Tanghe ،2002 وزملاؤه  ، Van Soom ،تتصل خلايا الركام المبيضي فيما بينها من جهة 2002وزملاؤه .)

ومع البويضة من جهة أخرى بوساطة أقنية بين خلوية تسمح بمرور الجزيئات والأيونات ذات الوزن الجزيئي الصغير 

ا خلايا الركام المبيضي مع . هذه البنية المتماسكة التي تشكلهMhawi  ،(2002و  Kidderكيلو دالتون( ) 3)أقل من 

من خلال هذه الأقنية بين خلوية تسمح لخلايا الركام المبيضي بممارسة دورها الفعال في الإنضاج السيتوبلازمي  البويضة

سيستاين ل( إلى مركب اCysteineسيستين )لللبويضة. حيث أنه من المعروف أن خلايا الركام المبيضي تستقلب مركب ا

(Cystine وهو ،)ل الذي يمكن انتقاله إلى البويضة واستخدامه من قبلها في تصنيع مادة بروتينية تدعى الغلوتاتيون شكال

(GSH( والتي لها دور أسا, في حماية البويضة ضد الجذور الحرة )De Matos  ،1997 وزملاؤه، Tatemoto 

 Tangheها مع البادئة النووية للبويضة )( وتهيئة البادئة النووية للنطفة بعد الإخصاب من أجل اندماج2000وزملاؤه، 

)المكوَن من قبل خلايا الركام المبيضي في نهاية الإنضاج( بيئة   ECM(. يشكل المشبك خارج خلوي2002وزملاؤه، 

ميكرونية تحيط بالبويضة وتحميها من تأثيرات الوسط المحيط وبشكل خاص عوامل الإجهاد التأكسدي أو الموت الخلوي 

( في الحفاظ على اندماجية ECMالملاحظة خلال فترة الإنضاج. كما يسهم المشبك خارج خلوي ) Apoptosis)المبرمج )

خلايا الركام المبيضي مع البويضة وبالتالي استمرارية خلايا الركام بتمرير الإشارات والجزيئات إلى البويضة واستكمال 

وث عملية الاباضة ومرور البويضة في القناة الناقلة تحقيق الإنضاج النهائي للبويضة فضلا عن دور المشبك في حد

 Salustriو  Russell،  2002وزملاؤه،  Tanghe،  1990وزملاؤه،  Buccioneوإعطاء المقدرة الإخصابية للنطفة )

 ،2006.) 

ا يخلاأن إنضاج بويضات عارية من  (2013)وزملاؤه  Auclairأوضحت الدراسة المخبرية التي أجريت حديثاً من قبل 

( بعد الإخصاب والتطور المخبري مقارنةً بالبويضات التي Blastocystالركام المبيضي أعطت نسبة اقل من الأرومات )

%(. كما أن المستوى المرتفع لظاهرة الموت الخلوي 40% مقابل 20أنُضجت مع خلايا الركام المبيضي المحيطة بها )

((Apoptosis نضاج كان يرافقه دوماً نسبة أقل منفي خلايا الركام المبيضي خلال الإ ( الأروماتBlastocyst )

(Ikeda  ،2006وزملاؤه   ،Balboula  ،2010وزملاؤه  ،Salhab  ،حيث أن نسبة الخلايا الركامية 2011وزملاؤه .)

ة ساعة من الإنضاج المخبري ووصلت إلى مستوى أعظمي في نهاي 12المصابة بالأبوبتوز ازدادت بشكل معنوي بعد 

( كما أن التعبير الجيني لبعض الجينات التي لها دور في ظاهرة 2003وزملاؤه،  Ikedaساعة( ) 24نضاج )بعد الإ

 Salhabتم إثباتها في خلايا الركام المبيضي خلال الإنضاج المخبري ) CLU)و BAX الأبوبتوز )كالجينين 

ن كملت انقسامها الميوَزي حتى الطور الاستوائي مأثبتت دراسات عديدة أن نسبة البويضات التي است (. 2011وزملاؤه،

% بينما نسبة البويضات التي  أخصبت وانقسمت   90( بعد الإنضاج المخبري وصلت إلىMIIالانقسام الميوَزي الثاني )

% من البويضات تطورت بعد الإخصاب  40إلى   30% إلا أنه فقط 80 إلى   75بعد الإخصاب المخبري وصلت إلى

( )المرحلة التي يتم عندها نقل وزراعة الجنين في رحم الأبقار( في حين أن Blastocystمرحلة الأرومة ) لىإ المخبري

%  في حال الإخصاب و التطور المخبري لبويضات منضجة داخل جسم الحيوان الحي 70 نسبة الأرومات وصلت إلى 

(In vivo) Mermillod)  ،؛  1999وزملاؤهRizos  ،2002وزملاؤه  ،Salhab  ،بينت هذه 2011وزملاؤه .)
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أقل مما هي عليه In vitro) الدراسات أن نسبة الأرومات الناتجة عن إخصاب وتطور مخبري لبويضات منضجة مخبرياً )

 . In vivo)في حال إخصاب وتطور مخبري لبويضات منضجة داخل جسم الحيوان الحي )

 تهدف هذه الدراسة إلى:

د الإخصققاب المخبققري وذلققك عققن طريققق دراسققة مقققدرة البويضققة علققى التطقور بعققالكشقف عققن مؤشققرات جينيققة تعكققس  -1

مستوى التعبير الجيني )خلال الإنضاج( لجينات في خلايا الركام المبيضي المحيطة ببويضات ذات مقدرة أعلقى أو أققل 

زت الدراسققة علققى خمسققة جينققات ) ، MMP9 ،SERPINA5 ،SDC2علققى التطققور بعققد الإخصققاب المخبققري. تركققّ

HAS2  وCAPG لهقققا دور فقققي تنظقققيم بنائيقققة المشقققبك خقققارج خلايقققا الركقققام المبيضقققي ) ECM) وعلقققى الجقققين )

GSTA1) .الذي له دور في إبطال فعل الجذور الحرة الناتجة عن الإجهاد التأكسدي ) 

لمحيطقة بعقد الإنضقاج فقي خلايقا الركقام المبيضقي ا (Apoptosis) تحديد معقدل المقوت الخلقوي المبقرمج أو الأبوبتقوز -2

علقى التطقور بعقد الإخصقاب المخبقري، لمعرفقة مقدى العلاققة بقين درجقة الأبوبتقوز ببويضات ذات مقدرة أعلى أو أققل 

 وقدرة البويضة على التطور بعد الإخصاب وربطها بمستوى التعبير الجيني للجينات السابقة الذكر.

 وطرائقه البحث مواد

( بالتعقاون مقع جامعقة فرانسقوا رابيليقه فقي INRAلمية الزراعية الفرنسقي )لعا أنُجز هذا البحث في المعهد الوطني للبحوث

مدينة تور، )فرنسا(، حيث تم استخدام ثلاثة نماذج من قدرة البويضة على التطور استنادا إلى الاختلاف في نسبة الأرومات 

(Blastocysts :الناتجققة بعققد الإخصققاب والتطققور المخبققري )علققى التطققور بعققد إخصققابها  ( بويضققات ذات مقققدرة عاليققة1

( ومستخلصة مقن In vivo%( متمثلة ببويضات منضجة داخل جسم الحيوان الحي )  70 إلى Blastocysts :60مخبرياً )

%( متمثلقة   40 إلقى Blastocysts :30( بويضقات ذات مققدرة أققل علقى التطقور بعقد إخصقابها مخبريقاً )2أبققار بالغقة، 

( بويضقات ذات مققدرة منخفضقة علقى التطقور بعقد 3ومستخلصقة مقن أبققار بالغقة،  In vitro)ببويضات منضجة مخبريقاً )

( ومستخلصة من عجلات بعمقر In vitro%( متمثلة ببويضات منضجة مخبرياً )Blastocysts >  20إخصابها مخبرياً  )

ها التجقاري هقي حصقراً إن جميع المواد المسقتخدمة فقي هقذا البحقث والتقي لقم يقذكر اسقم مصقدر(.1أشهر )الشكل  6إلى  5

 Sigma (Saint Quentin Fallavier, France).مشتراة من شركة 

 

 . مصدر خلايا الركام المبيضي المستخدمة في التجربة.1الشكل 
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 . جمع البويضات 1

  حية:من أبقار  -أ

حسققب  قققةائ( وفقققا لبروتوكققول تحققريض الإباضققة الفIn vivoجُمعققت البويضققات المنضققجة داخققل جسققم الحيققوان الحققي )

Guyader-Joly)  ،تمققت مزامنققة مجموعققة مققن الأبقققار البالغققة مققن سققلالة الهولشققتاين بوسققاطة . حيققث 1997)وزمققلاؤه

أيام . استبعدت فقي اليقوم الثقامن مقن وضقع الكبسقولات الجريبقات  10كبسولات من البروجسترون وضعت على الأذن لمدة 

وتم في اليقوم العاشقر  Ovum Pick-Up  (OPU)ي باستخدام تقانةمم  بعملية شفط مهبلي إيكوغراف  14إلى 8ذات القطر 

)   (Stimoful) (LH-FSH)من وضع الكبسولات تحريض الأبقار هرمونياً عن طريقق حقنهقا عضقلياً بمقادة السقتيموفول 

ULg FMV-Liège Beligque جرعقات متناقضقة خقلال أربعقة  7ملغ مقن السقتيموفول فقي  32( حيث أعطيت كل بقرة

ومققن ثققم تققم نققزع  ،(2PG) اعتبققاراً مققن الجرعققة الخامسققة مققن السققتيموفول حقنُققت الأبقققار عضققلياً بالبروسققتاغلاندين. أيققام

سقاعة مقن حققن البروسقتاغلاندين تقم شقفط الجريبقات التقي يزيقد  60كبسولات البروجسترون فقي اليقوم التقالي. بعقد حقوالي 

جة. حيقث طة بالركام المبيضي والتي يفترض أن تكون ناضمم، تلك الجريبات التي تحوي على بويضات محا 8قطرها عن 

مضقافاً إليقه  °م 32درجقة حرارتقه   (PBS)محلقول الفوسقفات القواقياستقبل محتوى هذه الجريبات في أنبوب يحتوي علقى 

 هيبارين والجنتامايسين.ال

 مذبوحة:من أبقار  -ب

تجارية ومن ثم نقُلت مباشرةً إلى المخبر  لخسامن مأشهر  6إلى  5جُمعت مبايض أبقار بالغة ومبايض عجلات بعمر 

مم باستخدام   6إلى 2شُفطت الجريبات ذات القطر و °م 35إلى  32( درجة حرارته NaCl%  0,9ضمن محلول ملحي )

 32درجة حرارته   (PBS)محلول الفوسفات الواقي آلة شفط خاصة وتم استقبال محتوى هذه الجريبات في أنبوب يحتوي

-199هيبارين والجنتامايسين. تمت عملية فرز البويضات تحت المجهر وغسلها عدة مرات في الوسط )ه المضافاُ إلي °م

TCM طبقات من خلايا الركام المبيضي، ومن  3(، حيث اختيرت البويضات ذات المظهر المتجانس والمحاطة بأكثر من

 24ولمدة  2CO% من  5طب بنسبة ر اءضمن هو °م 38,8ثم أخُضعت للإنضاج المخبري في حاضنة درجة حرارتها 

                                                      يحوي المكونات التالية: (1998)وزملائه  Donnayساعة ضمن وسط إنضاج تم وصفه مسبقا من قبل 

TCM199  ++ EGF (10ng/ml) Insulin-like growth factor (19ng/ml)  +    Fibroblast growth 

factor (2,2ng/ml) ++ hCG (5IU/ml) PMSG (10IU/ml) +Insulin (5µg/ml)  +Transferrin 

(5µg/ml) +Selenium (5ng/ml) +Cysteine (90µg/ml  +β-mercaptoethanol (0,1mM)  +Glycine 

(720µg/ml)    +Glutamine (0,1mg/ml)  +Pyruvate (110µg/ml)  +Ascorbic acid (75 µg/ml)  

  .ميكرو ليتر من وسط الإنضاج( 500بويضة تم وضعها في حفرة تحوي  50)كل 

  ي من خلايا الركام المبيضي:الكلّ  RNA. استخلاص 2

عت خلايقا  تم فصل خلايا الركام المبيضي عن البويضات المنضجة بطريقة ميكانيكية باستخدام المايكروبايبيت ومن ثقم وضقُ

وتمقت عمليقة مقزج جيقدة بهقدف تفكيقك وتهشقيم خلايقا الركقام  لكلوروفقورما يفأضق. Trizolالركام المبيضقي فقي محلقول  

 طبقات:  3المبيضي وفصلها إلى 

 طبقة سفلى تحوي المكونات البروتينية.  -

 .DNAطبقة وسطى تحوي  -

 .  RNAطبقة عليا تحوي  -

 ترسيبه باستخدام الإيزوبروبانول.تم ومن ثم  ،RNAتم رشف الطبقة العلوية التي تحوي 

  :RT-PCR. تقانة 3

ي مقققن خلايقققا الركقققام المبيضقققي تمقققت معالجتقققه بقققأنزيم  RNAبعقققد اسقققتخلاص   ,Promega)مقققن شقققركة  DNaseالكلقققَ

Charbonnieres, France)  بهقدف تحطقيم القـ °م 37دقيقة على درجقة حقرارة  15لمدةDNA   فقي العينقة فقي حقال كقان

مقن أجقل تطبيقق تقانقة DNase ي والمعقالج  بالقـ  الكلق   RNAلقـ ا مقننانوغرام  400. استخُدم DNAهناك عملية تلوث بالـ 

اعتبققاراً مققن شققريط  DNAتهققدف تلققك التقانققة إلققى تركيققب شققريط (. RT) (Reverse transcription)الققـنسخ العكسققي 

RNA  الناسققخ العكسققي بوجققود أنققزيمالرسققول ((Reverse Transcriptase   والبققوادئ النكليوتيديققة .[oligo-(dT) 
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primer يسمى DNA  المتشكل بالـ DNAالمكمَل ويرمقز لقه بالقـcDNA  كمقادة بيولوجيقة أساسقية للكشقف حيقث يسُقتخدم

ر عنهققا فققي الخليققة.  تققم إجققراء  oligo-(dT)وفعاليققة البققوادئ  RTوبهققدف التأكققد مققن صققحة سققير تقانققة عققن الجينققات المعبققّ

 Bio-Rad, Marnes la)مقن شقركة  PCR  (SYBR Green)القـباستخدام مزيج  PCR التفاعل التسلسلي للبوليميراز 

Coquette, France) القـمقن  %1( و1وادئ النكليوتيدية الخاصة بالجينات المراد دراسقتها )الجقدول والبcDNA  الناتجقة

-Bio-Rad شقركة  مقن التقدوير الحقراري جهقازفقي  PCR التفاعقل التسلسقلي للبقوليميراز تقم إجقراء مقن أجقل كقل جقين. 

Eppendorf   :وفق البرنامج الحراري التالي 

A. أولي حراري فصل (Initial Denaturation)  الـلسلاسلcDNA دقائق 5 لمدة مْ  94 حرارة على درجة. 

B. حيث تتضمن كل دورة دورة 35 إجراء: 

 مْ. 94 حرارة ثانية على درجة 30 لمدة Denaturation)) السلاسل فصل -

 مْ. 60ة درجة حرارى عل ثانية 30 لمدة (Annealing) البادئ التحام -

 مْ. 72 حرارة على درجةثانية  20لمدة  الجديدةDNA الـسلسلة  (Extension) استطالة -

C. الـتفاعل  نواتج ترحيل تم التفاعلات. جميع لإنهاء م 72ْ حرارة  درجة على دقائق 10 لمدة نهائية استطالة PCR في

 الأوزان ومحددة ثابتة حزم ذو DNA (DNA ladder)للـ قياسي مؤشر تحميل مع1,5% بتركيز هلامة الأغاروز

  UV-light.البنفسجية فوق الأشعة بوجود الظاهرة الحزم وصوّرت وشوهدت الجزيئية،

 :Real time PCR. تقانة 4 

 mRNAالقـمقن أجقل قيقا, كميقة  Bio-Rad)شقركة ) MyiQمن نوع  PCRاستخُدم جهاز التفاعل التسلسلي للبوليميراز 

مقزيج ميكقرو ليتقر يحقوي  20يقر عنقه. تقم إجقراء التفاعقل لكقل عينقة بحجقم كلقّي اد قيقا, مسقتوى التعبالخاصة بالجين المقر

وفقققا  cDNAالققـ نققانو غققرام مققن  5بيكققو مقول مققن البادئققة و Bio-Rad ،0.25)) مققن شققركة PCR (SYBR Green)القـ

 للبرنامج الحراري التالي:

I. أولي حراري فصل (Initial Denaturation)  الـلسلاسلcDNA  دقائق 5 لمدة مْ  94 حرارة درجةعلى. 

II. دورة حيث تتضمن كل دورة 40 إجراء:  

 مْ. 94 حرارة ثانية على درجة 30 لمدة Denaturation))السلاسل  فصل •

 مْ.  60ة على درجة حرار ثانية 30 لمدة (Annealing) البادئ التحام •

 مْ. 72 حرارة جةدر علىثانية  20لمدة  الجديدةDNA الـسلسلة  (Extension) استطالة •

III.  التفاعلات جميع لإنهاء مْ 72  حرارة درجة على دقائق 10 لمدة نهائية استطالة. 

الخاصقة  cDNAتم رسم الخط المنحني القياسي لكل جين انطلاقاً مقن تمديقدات متدرجقة للبلازميقد المحتقوي علقى قطعقة القـ

بيكقو غقرام. وكقان معامقل الارتبقاط أكثقر مقن  0,0001 حتقى بيكقو غقرام   1بالجين المدرو,. وهذه التمديدات تدرجت مقن

% . تم حساب مستوى التعبير الجينقي لكقل جقين علقى الشقكل التقالي: تقم اعتمقاد القيمقة 92 أكثر من  PCRالـوفعالية  0,99

 RPL19الوسطى من قيم المكررات الثلاث لكل عينة، ومن ثم قسُمت هذه القيمقة علقى القيمقة الوسقطى المقابلقة لهقا للجقين 

(Ribosomal Protein L19)   .والذي يعُدَ جيناً معيارياً مرجعياً لا تتغير كميته خلال الإنضاج 

  :TUNEL. تقانة 5

مقا  ( أوApoptosisبهدف الكشف عقن خلايقا الركقام المبيضقي الميتقة نتيجقة ظقاهرة الأبوبتقوز ) TUNELتم تطبيق تقانة 

 (DNA)ووي موجب هقذه التقانقة الكشقف عقن تهشقم وتقطقع الحمقض النقيسمى بظاهرة الموت الخلوي المبرمج، حيث يتم ب

. تققم تثبيققت خلايققا الركققام المبيضققي فققي محلققول Apoptosis العلامققة المميققزة للمققوت الخلققوي نتيجققة ظققاهرة الققـوالتققي تعُققدّ 

ين خلايقا حضقت تقم PBS، وبعقد عمليقة الغسقيل عقدة مقرات بمحلقول الفوسقفات القواقي دقيققة 20% لمدة 4البارافورمالدهيد 

 60 م لمقدة  37ْعلى درجة حقرارة  (Promega, France)شركة  من Tdt الركام المبيضي مع نيكليوتيدات مشعة + أنزيم

مقن  ،OH-3بتحقريض عمليقة ارتبقاط النيكليوتيقدات المشقعة علقى الطقرف  Tdtدقيقة. وخلال فتقرة التحضقين يققوم الأنقزيم 

لمجهر، وذلك بملاحظة إشعاع النيكليوتيد عد بسهولة كشف الخلية الميتة تحت االمهشم )المقطوع( مما يسمح فيما ب DNAالـ
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)موت الخلية(. حيث تم تحديد نسبة خلايا الركام المبيضقي المصقابة بظقاهرة الأبوبتقوز فقي  DNAدالاً على تهشم وتقطع الـ

 خلية بالنسبة لكل أنموذج. 500

 المدروسةت ناالبادئات النيكليوتيدية الخاصة بالجي 1.الجدول 

 (3 `→`5)التسلسل النكليوتيدي  رمز الجين

Forward / Reverse 

الحجم  الرقم

(Pb) 

CAPG 
F- ATATTGGCCGTGCACCTCAACA 

R- TTGAAACTGTCCCAGCTCAGCA 
NM_178574 251 

SERPINA5 
F- TTCAACCTCAAAAGCACCCACG 

R- TTTTCCACCTGCTCCATTTCCC _176646 NM 203 

GSTA1 
F- AATGGACGTGGCAGAATGGAGT 

R- GGGCACAGTGGTAAATGCATGA NM_177515 305 

MMP9 
F- CGCTTGCATTTCTTCAAGGCTG 

R- TCTTCACGTCGAACCTCCAGAA NM_174744 328 

HAS2 
F- CGCCACC AAAGGAAACATATCG 

R- GGGCAAAACACTGTTAGGCAGA NM_174079 197 

SDC2 
F- ATGCGATACACCAACAGCAGGA 

R- GAAACCACAACGCTGAGCAAGA NM_001034788 257 

 :التحليل الإحصائي. 6

تقم One way-Analysis of Variance (ANOVA .)أجُري التحليل الإحصائي باستخدام اختبقار التبقاين باتجقاه وحيقد 

(. اسقتخدم Mean± SEMمن كل أنموذج مقن خلايقا الركقام المبيضقي، وتقم حسقاب المتوسقط )cDNA عينات  4استخدام 

 إحصائياً مختلفة معنويا. P<0.05ي أقل من اعتبرت القيِم التو SYSTAT10برنامج الإحصاء 

 النتائج والمناقشة

، MMP9 ،SERPINA5 ،SDC2أظهرت الدراسة أن مستوى التعبير الجيني لكل جين من الجينات الخمسة المدروسقة )

HAS2  وCAPG ذات مققققدرة منخفضققة علققى التطقققور  المحيطققة ببويضققات( كققان معنويققاً فقققي خلايققا الركققام المبيضقققي

(. فقي 1< الأنمقوذج  2< الأنمقوذج  3أشقهر )مسقتوى التعبيقر الجينقي: الأنمقوذج   6إلقى 5ة من عجلات بعمقر والمستخلص

( فقي خلايقا الركقام المبيضقي p < 0.05كقان منخفضقاً وبشقكل معنقوي ) GSTA1حقين أن مسقتوى التعبيقر الجينقي للجقين 

يطقة بالبويضقات المنضقجة الركقام المبيضقي المح ( بالمقارنقة مقع خلايقاIn vitroالمحيطقة بالبويضقات المنضقجة مخبريقاً )

(. كما لوحظ اختلاف معنوي في معدل الأبوبتقوز بقين النمقاذج الثلاثقة حيقث أبقدى 2( )الشكل In vivoداخل جسم الحيوان )

 1و  2( في نسبة خلايا الركام المبيضي المصابة بظاهرة الأبوبتوز بالمقارنة مقع الأنمقوذجين p < 0.05تفوقاً ) 3الأنموذج 

 (3% على التوالي. )الشكل 8.7 % و 18.1 % و  30.3و بلغت القيم 
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نماذج من قدرة البويضة على   3مستوى تعبير الجينات المدروسة في خلايا الركام المبيضي بعد الإنضاج في 2. الشكل 

 التطور بعد الإخصاب المخبري.
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نماذج من قدرة البويضة على التطور بعد  3بعد الإنضاج في  الركام المبيضي. نسبة الأبوبتوز في خلايا 3الشكل 

 الإخصاب المخبري.

نمقاذج مقن خلايقا الركقام المبيضقي. إن مققدرة البويضقة  3في هذه الدراسة لستة جينات فقي تم تحليل مستوى التعبير الجيني 

أن البويضات المنضجة داخل جسم الحيوان على التطور بعد إخصابها مخبرياً مختلفة بين النماذج الثلاثة سابقة الذكر. حيث 

( بعققد إخصققابها مخبريققاً مقارنققةً Blastocyst) ( مققن الأرومققات60%( أعطققت نسققبة أعلققى )أكثققر مققن In vivoالحققي )

 Dieleman؛  2001وزمققلاؤه،  In vitro( .)Lonerganبالبويضقات المستخلصققة مققن أبقققار بالغققة والمنضققجة مخبريققاً )

(، فقي حقين أن البويضقات المنضقجة مخبريقاً 2005وزمقلاؤه،  Humblot؛  2002لاؤه، زمقو Rizos؛  2002وزملاؤه، 

وزمقلاؤه،  Revel) 20%) أشقهر أعطقت أدنقى نسقبة مقن الأرومقات )أققل مقن   6إلقى 5والمستخلصقة مقن عجقلات بعمقر 

و ضقعف ( أ2001وزمقلاؤه،  Salamone؛  1999 وزمقلاؤه، Mermillod( نتيجة عقدم اكتمقال نضقج البويضقة )1995

(. يوجققد ضققمن الجينققات المدروسققة، ثلاثققة Gardner ،1999و Steevesالنشققاط الاسققتقلابي للغلوكققوز داخققل البويضققة )

( وجينقين اثنقين (ECM( لها دور في تشقكيل المشقبك خقارج خلايقا الركقام المبيضقي CAPGو   HAS2)،SDC2جينات 

(SERPINA5  و(MMP9 ( لهما دور في تهديم المشقبك(ECM ّشقكيل وتهقديم المشقبك عمليتقي ت. تعُقدECM) ظقاهرة )

لحظة الإباضة ضمن القناة التناسقلية فضقلاً عقن أهميتهقا فقي تنظقيم  Migration)مهمة جداً تخدم حركية وانتقال البويضة )

حيث أثبتت دراسات عديدة دور المشبك في استمرارية تبقادل 2006). وزملاؤه،  (Berkholtzبنائية وإعادة هيكلة المشبك 

لإشارات والجزيئات بين خلايا الركام المبيضي والبويضة وبالتالي استكمال تحقيقق الإنضقاج النهقائي للبويضقة فضقلاً عقن ا

 SalustriوRussell،  2002وزمقلاؤه،  Tangheدور النشاط الأنزيمقي للمشقبك فقي إعطقاء المققدرة الإخصقابية للنطفقة )

ي المحيطقة ببويضقات ة مسقتوى تعبيقر أعلقى فقي خلايقا الركقام المبيضق(. أبدت الجينات سابقة الذكر في هذه الدراسق2006،

 In( مقارنةً بخلايقا الركقام المبيضقي المحيطقة ببويضقات منضقجة داخقل جسقم الحيقوان الحقي )In vitroمنضجة مخبرياً )

vivoولوجيقة، تبقدي خلايقا (. علماً أن هذه الجينات لم يدُر, تعبيرها في خلايا الركام المبيضي من قبقل. مقن الناحيقة المورف

( مقارنقةً بمسقتوى الانتشقار بعقد الإنضقاج In vitroأقل بعد الإنضقاج المخبقري )  Expansion)الركام المبيضي انتشاراً )

( ققد (In vitro(. لذا فإن مستوى التعبير العالي للجينات السابقة بعد الإنضاج المخبري In vivoداخل جسم الحيوان الحي )

شبك وعملية تهديمه مما قد يؤثر سلباً في درجة انتشقار خلايقا الركقام المبيضقي زن بين عملية تشكيل الميعكس حالة عدم توا

ودوره فقي إخصقاب وتطقور البويضقة. وققد يعقزى مسقتوى التعبيقر العقالي للجينقات ECM) وبالتالي فقي وظقائف المشقبك )

واجد عادة ضمن البيئة الجريبية الطبيعية والتقي مقن إلى غياب إشارات خلوية تت In vitro)السابقة عند الإنضاج المخبري )

 شأنها ضبط وتنظيم مستوى تعبير هذه الجينات. 

(، الققذي يتواجققد فققي أنسققجة Serpin Peptidase Inhibitorمسققؤولاً عققن تركيققب البققروتين ) SERPINA5يعُققدّ الجققين 

 Espanaلسققائل الجريبققي عنققد الإنسققان )وسققوائل الجسققم المختلفققة حيققث لققوحظ تواجققده فققي بلازمققا السققائل المنققوي وفققي ا

، وفققي تخثققر الققدم والتئققام الجققروح والخصققوبة (ECM)وهققو يسُققهم فققي تهققديم المشققبك خققارج خلققوي  2007).وزمققلاؤه، 

(Suzuki ،2008 ،Meijers  وHerwald ،2011 أمقققا الجقققين .)MMP9( فينتمقققي إلقققى عائلقققة ،MMPs Matrix 

Metalloproteinase -والتي لها وظيفة ت )( هديمية لمكونات المشبك خارج خلويECM وتلعب دورا أساسقاً فقي تحطقم )
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( فضققلاً عققن دورهققا فققي إنتققاج الهرمونققات السققتيروئيدية فققي الجريبققات Tsafriri ،1995جققدار الجريققب لحظققة الإباضققة )

 Gelsolin-like actin regulatory، فيشقفرّ البقروتين CAPG(. أمقا الجقين 2011وزمقلاؤه،  Carbajalالمبيضقية )

protein)( الققذي يسُققهم فققي تغييققر هيكليققة أليققاف الأكتققين داخققل الخليققة ) Silacci ،فققي حققين يعُققدّ الجققين 2004وزمققلاؤه .)

SDC2 ( مسققؤولاً عققن تركيققب بققروتين غشققائيSyndecan-2)  يشققكل صققلة الوصققل مققابين أليققاف الأكتققين داخققل الخليققة

( (Hyaluronan Synthase 2، فهقو يشقفرّ الأنقزيم HAS2جقين ومكونقات المشقبك خقارج خلايقا الركقام المبيضقي أمقا ال

  ECMوالققذي يعُققدّ المكققون الأسققا, للمشققبك خققارج خلققوي (Hyaluronic acid) المسققؤول عققن تركيققب الحمققض

(Schoenfelder وEinspanier  ،2003  ؛Russell وRobker  ،2007 أثبققققققققت .)Salhab  أن (2010وزمققققققققلاؤه )

ترافقق مقع مققدرة عاليقة للبويضقة علقى التطقور عنقد الأبققار. حيقث لاحقظ أن مسقتوى  HAS2 مستوى التعبير العالي للجين

 الأرومقاتالتعبير كان أعلقى وبشقكل معنقوي فقي خلايقا الركقام المبيضقي المحيطقة ببويضقات تطقورت مخبريقاً إلقى مرحلقة 

ام المبيضقي المحيطقة ببويضقات مقارنة بالبويضات التي لم تتطور إلقى هقذه المرحلقة. وفقي دراسقة أخقرى علقى خلايقا الركق

 (McKenzieترافق مع  معدل أعلى للتطقور الجنينقي  HAS2( لوحظ أن مستوى التعبير العالي للجين (In vivoمنضجة 

(. لوحظ في هذه الدراسة أن مستوى التعبيقر عقن الجينقات السقابقة كقان عاليقاً فقي خلايقا الركقام المبيضقي  2004وزملاؤه، 

مقدرة منخفضة على التطور بعد الإخصاب المخبري. حيث أن مستوى التعبير كان أعلى في خلايا المحيطة ببويضات ذات 

(، مقارنققةً بخلايققا الركققام المبيضققي المحيطققة ببويضققات (In vitroالركققام المبيضققي المحيطققة ببويضققات منضققجة مخبريققاً 

لمبيضقي المحيطقة ببويضقات الركقام ا فقي خلايقا p<0,05)(. وكقان معنويقاً )(In vivoمنضجة داخقل جسقم الحيقوان الحقي 

أشقهر. ترافقق مسقتوى التعبيقر العقالي للجينقات السقابقة مقع معقدل   6إلقى 5منضجة مخبرياً ومستخلصقة مقن عجقلات بعمقر 

أبوبتوز )موت خلوي مبرمج( مرتفع في خلايا الركام المبيضي حيث لوحظ أن معدل الأبوبتوز كان أعلى فقي خلايقا الركقام 

مقارنقةً بخلايقا الركقام المبيضقي المحيطقة ببويضقات منضقجة  In vitro) ببويضقات منضقجة مخبريقاً ) المبيضقي المحيطقة

في خلايا الركام المبيضي المحيطة ببويضات منضجة مخبرياً  (30.3%) . وكان عالياً (In vivo)داخل جسم الحيوان الحي 

 بعد الإنضاج المخبري في خلايا الركام المبيضيأشهر. إن ارتفاع معدل الأبوبتوز   6إلى 5ومستخلصة من عجلات بعمر 

(In vitro)   قد يعطي تفسيراً لانخفقاض مققدرة البويضقة علقى التطقور بعقد الإخصقاب. فقي حقين أن ارتفقاع مسقتوى تعبيقر

الركققام حيققث أن المسققتوى المرتفققع للأبوبتققوز فققي خلايققا الجينققات السققابقة قققد يكققون انعكاسققاً للمسققتوى المرتفققع للأبوبتققوز. 

؛  2006وزمقققلاؤه،   (Ikeda(Blastocystخقققلال الإنضقققاج كقققان يرافققققه دومقققاً نسقققبة أققققل مقققن الأرومقققات ) المبيضقققي

Balboula  ،2010وزمقلاؤه  ،Salhab  ،أكقد 2011). وزمققلاؤهSzoltys ( هققي  لابوبتققوزأن ظققاهرة ا 2000)وزمققلاؤه

يجة عدم ملاحظته لظاهرة الأبوبتقوز فقي خلايقا ظاهرة مختلقة ناتجة عن الظروف الصناعية الخاصة بالإنضاج المخبري نت

حدوث الاباضة لدى الجرذان. كما أن معقدل الأبوبتقوز فقي خلايقا الركقام المبيضقي المحيطقة  الركام المبيضي قبل ساعة من

وزمقلاؤه،  Acosta% في دراسة أجريت على بويضات المقرأة ) 3( كانت أقل من (In vivoببويضات منضجة في الجسم 

 12أن نسقبة الخلايقا الركاميقة المصقابة بقالأبوبتوز ازدادت بشقكل معنقوي بعقد  ((2003وزملاؤه  Ikedaأثبت ا كم 2009)

سقاعة(. كمقا أن التعبيقر الجينقي  24ساعة من الإنضقاج المخبقري ووصقلت إلقى مسقتوى أعظمقي فقي نهايقة الإنضقاج )بعقد 

تم إثباتها فقي خلايقا الركقام المبيضقي خقلال  CLU)و BAX  لبعض الجينات التي لها دور في ظاهرة الأبوبتوز )كالجينين 

كنتيجققة لظققاهرة  Apoptosis)(. يمكققن أن تحققدث ظققاهرة الأبوبتققوز ) 2011و زمققلاؤه، Salhabالإنضققاج المخبققري )

(، والتققي ينققتج عنهققا تققراكم الجققذور الحققرة والتققي بققدورها تقققوم بتهشققيم وتقطيققع Stress Oxydatifالإجهققاد التأكسققدي ) 

. تمت ملاحظة ظاهرة الإجهاد التأكسدي خلال الإنضاج المخبري من خلال نشاط بعض الأنزيمات DNAنووي الحمض ال

فققي البويضققة، كققذلك فققي خلايققا الركققام المبيضققي (.…,Superoxyde Dismutase, Catalase) المضققادة للأكسققدة 

(Cetica  ،إن التعبير الجينقي للجقين 2001). وزملاؤه(PRDX6) ج الأنقزيم المسقؤول عقن إنتقا(Peroxiredoxine  6) 

. إن 2004)وزمقلاؤه،  (Leyensالمضاد للأكسدة تم إثباته في خلايا الركام المبيضي البقرية فقي نهايقة الإنضقاج المخبقري 

( المعروف بقدوره فقي إبطقال فعقل الجقذور Glutathione S-transferase A1)  GSTA1مستوى التعبير الجيني للجين

لمبيضي وبشكل خاص ومعنقوي جقداً نخفض بشكل تدريجي خلال الإنضاج المخبري في خلايا الركام االحرة الأوكسجينية ا

أمقا فقي هقذه الدراسقة فققد لقوحظ أن مسقتوى تعبيقره  2011).و زمقلاؤه  ، Salhabساعات من الإنضاج المخبري ) 10بعد 

( بالمقارنقة مقع خلايقا In vivoن الحقي )كان أعلى في خلايا الركام المبيضي المحيطة ببويضات منضجة داخل جسم الحيوا

( مما قد يعطقي تفسقيراً لتراجقع المققدرة التطوريقة للبويضقة In vitroالركام المبيضي المحيطة ببويضات منضجة مخبريا )

 المنضجة مخبرياً.
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( CAPGو  MMP9 ،SERPINA5 ،SDC2 ،HAS2لققوحظ فققي هققذه الدراسققة أن مسققتوى التعبيققر العققالي للجينققات )

معدل الأبوبتوز في خلايا الركام المبيضي، وقدرة منخفضة للبويضة على التطور بعد الإخصاب علقى  ارتفاع في ترافق مع

الذي ترافق  مسقتوى تعبيقره العقالي مقع معقدل مقنخفض مقن الأبوبتقوز وققدرة عاليقة للبويضقة علقى  GSTA1عكس الجين 

 التطور بعد الإخصاب المخبري.

 الاستنتاجات

( CAPGو  MMP9 ،SERPINA5 ،SDC2 ،HAS2راسة أن مستوى التعبير العالي للجينات )يسُتنتج من هذه الد

( بعد الإنضاج المخبري يمكن أن يشكل انعكاساً لظواهر الأبوبتوز والإجهاد (GSTA1وانخفاض مستوى تعبير الجين 

بتوز العالي في خلايا الركام التأكسدي الملاحظة في خلايا الركام المبيضي خلال الإنضاج المخبري. كما أن معدل الأبو

ال الذي تمارسه المبيضي له تأثير سلبي في قدرة البويضة على التطور بعد الإخصاب نتيجة حرمان البويضة من الدور الفعّ 

خلايا الركام المبيضي في تحقيق إنضاجها الأمثل وإعطائها المقدرة العالية على التطور. لا تزال تحتاج الآلية الجزيئية 

البويضات للكثير من الدراسات والأبحاث بهدف الفهم الدقيق لمجريات الإنضاج والعلاقة التبادلية المهمة بين  لإنضاج

البويضة وخلايا الركام المبيضي والعوامل المؤثرة سلباً على سير تقانة الإنضاج المخبري للبويضات، مما يفسح المجال 

إنضاج جديدة تؤدي في نهاية المطاف إلى رفع مردودية الأرومات لتحسين ظروف تطبيق هذه التقانة باستخدام أوساط 

Blastocysts  من الإخصاب والتطور المخبري، إذ لا تزال نسبة الأرومات الناتجة عن الإخصاب والتطور المخبري

ة أقل مما هي عليه في حال الإخصاب والتطور المخبري للبويضات المُنضج (In vitro) للبويضات المنضجة مخبريا

يل ومقارنة مستوى التعبير . كما أن إجراء دراسات جينية موّسعة ومعمّقة تعتمد على مبدأ تحلIn vivo)داخل جسم البقرة )

 In لجينات معينة بين نماذج مختلفة من إنضاج البويضات )بويضات منضجة مخبرياً  Gene Expression)) الجيني

vitro وبويضات منضجة داخل جسم البقرة الحيةIn vivo  قد يسهم في تطوير هذه التقانة وتعدد آفاق تطبيقاتها ولاسيما )

في دراسة وتطوير تقانات تناسلية أخرى كالإستنساخ وإنتاج حيوانات معدّلة وراثياً وبالتالي الحل الجذري لمشاكل 

 الخصوبة الملاحظة في قطعان الأبقار في معظم بلدان العالم. 
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