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Abstract 

Several lines of evidence have reported that mouse ESCs can successfully differentiate into primordial germ 

cells (PGCs) as well as into mature male and female gametes. Human ESCs and adult stem cells (ASCs) can 

also differentiate into PGCs. Differentiation of ESCs into germ cells of various stages seems to be a 

spontaneous and quick process, probably due to the nature of ESCs themselves and the microenvironment of 

the culture conditions that favor this process. Although the functionality of these ESC-derived gametes 

remains to be established, derivation of both male and female gametes from ESCs raises the possibility of 

using these gametes to  gain a better understanding of basic reproductive biology and, in particular, in 

conjunction with nuclear transfer technology, to extend the potential for therapeutic cloning and the 

treatment or infertility. 
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�����$*������������r����H����1�����#,�������,u�	&��s[]t�+���,�

�	�����������������,1����H��L��G���������,��H�,("�4�,E��$"��������,R����,�

���� ���1�	���#�S�Blipm1������J��
��	���G�PGC��GTNAP����

Stella����������������������s[Xt�+�����u�3���3���Blimp1�����.*���

�aa7"���������������� �����������J��
��.��"������!�,��gR����

PGC��#��s[^t�+��

�������.������L��"�������������g,��������C��"�8��2��#���,���

���*�%*��PGC�������������+�����������c��.���=���3�.���������R�

�#��� �����+��A�����������J��#����������� �,��1�}�,$*����������,1���

��	��Blimp1������R����j�.���%���������������������F���C�"������S�

�����!�� ���1�	������� fragilis������;��G�=���1#-��,�&���

���������� ��(���1�������������J�������J��
�Blimp1����!��8E2����

����������!���gR��������	���	&PGC�����,��(��6W�"���
��������

.�/(����	f�8��1�����������������������Blimp1������,���_�������

��aa7"�	��PGC����-���=���

��	��fragilis�������PGC�����C����������g�����������h�8%�X�i

�����$*���������	f������	����������������W�a������ ����!�����

�������stella�h�1�����	���<��DPPa3����PFC7�������������������i��
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��
�������*�����	f�	�������!���J���������������"��'��&��������'���2�����
R�O���'��*�*�!��K���C��G	����aa7"����������u����PGC����������+��aa7"

������v������!�	���������	f�����1����fragilis�����stella�������	�����;���������������1�����������������3�!��8%
�����X^�PGC#�������'����2��+�����.,���K���,C��!�,�&��,�

���������	f���nanos3�������#L(����$��8C-"�����e���PGC���������C�������������s[Yt�+FGF���������,�����"�!���1�������������������,*�"�K���,C���-,��F"���,����,�

��������A%"�����PGC�������F��;"��������������1h�.��1���R��_��+iPGC��������������1��e�����������������������-������1�������1������������,��.,��!��!��R�,R&�>��T�!�����������,����+���,�

�����G�����"��'��&������	���PGC������4j�(�3��������b-��%���M���������.��J���������E"��������������,�ADAM�����,��h������!�,�c"��R�*������.��J��,���F,��i������,���,�������,�

���������2�����E"���F"���������1�+����	��!�.�����FGF������������PGC������	��������������*���������1����h�.��1�"����_��i������������,������,�����1�����z3������(SCF)�

���������������������1������������;�(SCF)������F��;"��
�����8a�����1s[mt�+���������������1�����z3(SCF)����,������,�� �����!�����_���
�����8a���

�����(<�����1s[yt�+���J��������K�T�E"����1Z�����E�
R����������$��������1�������v��p�!��R�R&����E�������1������s[\t+��

��

���{�*�(���������VASA�(mvh)
[���,�������,��+VASA������,"��,1��

��8%
"�������������!�,��p,R� �,���!����k�����,���2�,������F,���,���

������#,����(,�SR����.c"��Rh������{�,*�(��	f���a,;�(mvh)�

������������������������ 

1.�Mouse vasa homolug 

2.�Postmeiotic germ cell 

VASA����1���������"�����F"������������,���"��'��&����,$*����

������i�sknt�+����	f����gC�mhv�����������,A%"����x$������e���

�����("PGC�������������+��O���K�L*�M����������������	�
��G�����

�������.�������1����������.��%"���3�������-��������������K���,C�

����v�������������	����PGC�����������'��&��������������,�'���,�

��:��
�,��������bG��	�����,e��{�*�(�VASA���-�������
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��
��������	f�	�����(������������������("�6��7��83���������H!j�������������*�-'�����������.��%"���� ����!�����+�����gR��������P����������������J*�������,�3������,'�����

�������.��%"��1�������������������#��� ��� �
1�	&�#����#(���"��1�������������	f�	&�H��������������2�	&���� ����!�����+������� ����!������������#E-���F"���,�����

����("�!��	f����� ��� ����	�
����������+	f����������C�"� ��!����������	��j�����'�!��pR��1���������	��� ����!����� ���x7
�� �����������������sk]t+ 

��
���:�����������V�:"����������b�:��������+����=��'�mvh����,$���������

PGC�����������,%�(<�����G#���H!j����������VASA���.��,%"�����

#������������	�-���sk[t�+��3�.�������	��VASA����������

���������J
,���!&�����,������� ��!��G��J��
,���������,�����a,;����

������������NR���#
'����CL"�	����	�
���������,���,����	�,������ �,���!

#��h��8%�^+i��

�	f�����������1���������PGC������������������ ����!���������,����

 ������� ����������>�L�������piwi��Gmili�����Gmiwi��-�����skkt���1�

��,,*�"PGC��f�"���I,,��������,,��b,,P�"�����,,���(��+�	f���

mil2/mil1��#��E���1����������.c"��,R�	f����������������
,���"����,$*��

��	��������������NR�ifitm������	�
�����-������������������PGC����,�

��#��� �����������+Mil�������������,("����H���,����,T����PGC����,�

�������!������4�E��$"dpc�^lmZ^lY�����	���������	�,�������mil2�����

����("���T�4����3��������!����dpc�[]Z^l\����PGC�������

������5�����'����+��

��������N,3��,�f� ���������z<���� �,������I,��!&����(DAZ)
[�

������4��a;����������� ����!��������	��������skXt�+���	f�.c"��,R

DAZL����1���!���%�����#,���}�z,<��.���sk^t������K�,3���
,����

��������� ����!��������	�������������.��%"�������PGC��������������

������("�������������� ����!�����!��PGC#���H!j�����+�.�/(�

����� ���H��L�#����1�PGC����������#,*�L��!����j�,���M,�����������

��:-��.*�%*&�"��#�����W�a������!����-��+����H��L����3�.�����

������#*�L��.�����&��1�#-���������.���K�3����������#,���H!j��,�

�������+�������J��
������PGC���������&�8������������	f[� D���

����3��(SSEA1)
k������-���������1�����oct34�#���+�PGC����,��

�������C�"������������	�,�j�����'�!��p,R��,1����-������oct3/4�����

����	������1��Q��	��j�����'�����	&�����,"�R�|"�����������g,$���,��

����+��

������������������������ 

1.�Deleted in AZoospermia 
2.�Stage Specific Embryonic Antigen 1 
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�����	PGC�������������,���"��'��&�������,����������,���,A%"

�����������*�,��R�����(
,�����������������,�'�8%
,"����,��������,("

�,,������,,������,,1���,,��!��8%
,,���k}�,,��#,,����������}�,,�

����������8��������R�����PGC�����������������g,7��F,���,J���}�,�

����{���������1�#���������������#�S���E�������������#����+

����!������3���12-12.5dpc��������� ��,�����,����,����'��f�*������

��8��2��x7
"�������+�����	f�!���(1����L"��=��'������������,1����,�

�������������5� ������������'������������,�����������,e����������,("�����,�'

���-���������~�a�����������	fsry���!����1������1����Hy������,2

������#,,���	���(
,,�����,,��"����,,�skYt�+-,,�,,$2������,,1�

�������	&�����sry����������_?"�������'����("����������x7
,�������N,'

��4j�(�3����#������e������g�%(������	f�	������#,����*��������+

����Gp���0���.L"���E���������������������,�3���������,���-,�������

�����,���!�,���#3������������,���������2�,��	&�����,*�"�!���,L���,"

���������+�������������� �����-���������!���!����R����������,��+

���	f�4����stra8��������F��	���<J��
�����3����*�%*������������,*��

�����("��������� ����!�������#��� ����������� ���+�	�������	f�.,���

����������� ����!�������������'�XX���g������������+����,���,���.��

�	�,,��g���,,����!�,,��	fDmc1����	�,,��g��,,1�	foct3/4�

#��� ��(�+��

��

��������������������������������PGC����� ��!���"���������� ��!���"���������� ��!���"���������� ��!���"���������#��$%�������&#��$%�������&#��$%�������&#��$%�������&''''����

�����������������#���(�)*�%��+,���!����������#���(�)*�%��+,���!����������#���(�)*�%��+,���!����������#���(�)*�%��+,���!������������������

���H�J
R�K�L*�M����������	��1(Hubner)��������,��g����%(����

������1�����	�
������.*�����,������������� ��,��������,����"

������������J
���!&PGC����������������,���&���,���skmt+�����,���

 ��'�����"�$$;"����h��8%�YiG��������,e��������.���	��������,J���

�����,���1��-:"�����?"�+����������������,e�� ����,�������������,("���,�

PGC��������������1�("����J
���!&����+��

�����	�
��K�L*�M�������������1�����������,��0�,��������,�����,�

�����������������-��������������������"���gR�������������-���!��

������J
,,���!&�����,,���,,���,,���&���,,���+��,,1����,,e�&�!�

����������������,�����,�������,�����������g,R���,�������G�-,���!�,�

���������,��	���������-��@��
������%"��%��f�����J��
�����G�,��1

������������J
���!&����("���������������������,���,�������,������

�������gR����������-���!���("������	�����.����������!�����,��0�,�

��%����J#����;������������������������������+�.���!��������������

������	&���������K�L*�M��.���4�($�-���%�&������������,�������G��,���,1����

�D"������������,����'�gR������P���.����	�$$;���1��W������

������������;"� �J���������+��

��

������������	�
�����
�����PGC�����������������

�����
�������	������
��������������������

��
"��!�����%�&%8�PGC�����������!����������,�������,������

��������,�J
���!&��,����G������,M���,���,�,��	�,��(��	����.��,�=

 ���'���*��,���M������������8,E2�!���-,��������,����1�����oct4�G

�����#,��� �,�� �/R���-��s]kt�+�����,����,������G#����,;��.,���

�,,������8%
,,"��!�,,���%�&����,,��	��,,"PGC�����,,�����

�������,J����J��
,��.���=�	���!��G���J
���!&h���.*�,%*&�8,E2�!�

��aa7"���!�"�:-��#����(TNAP)�s]]t�� GStella�����fragilis�

�� �����	�
���1���,���CL"�!��&��������������-,������,��#,���2����

�R�����#�S�#���i���1� ��:����+������H�,R�����-,��@���.�/(�

������8%
"������!��������*�%*��������PGC���� �,�!�����������

���#�������u������������	���<�����"��������.,����,�&��,%�������,�!������

�������������&�����,���������%"������������,�����2��,W����J
,���!�

 ������������������ ��:����G����+����{�*�(��	f�6
1vasa�(mvh)�

�������������"�4��a;����1�O��������������	�,��������,���,CL������

����,��	����-�������,��s]Xt�����
,��F,�����("����,���,LM2��J��,��

PGC��������!���������������� ��,1�b���,�����#
1������������������

#��+��
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��
���������#��'�	���&�#������ �;��F"�(��g��(���������!��������������������(ESC)�+H�I���	���&�#�������:A��������7��������("�����!�� �,���!���,�

�����������ES������������E��H�-������(EBs)�
�������� ���skyt�+�������������q��R������FE-J1Z���!��#EA�EB����4����3�����kn��������,���,1���������� !����������-,���"

���������������#-����S�����.��%"�����e����� ��(�����������#�����+:B�������������vasaZ����8%
"����#EA�EB����b,��>��T�!�����������,���,����
,1�������� �,��1��,��"���,�

BMP4����������$*��sk\t�+���!��pR]��������#
1�!��������vasaZ��������#EA������������.,���Q�,����8%
,"��"�,<�(�����,"����,��#
,1�b,���,�����z������'����

	&������f�"���I����"������ �!����R�	������z����-I1���!�����*����K�<�(���������$*����+ :C��!��pR�Q#�����	���&�#�����X�����,�j�F,"�#
,1����!���

���������ES�����G�������#EA�����GFP��"����R�!�� ���	�����Oct4�����x�7���� ����!����(gcOct4-GFP)������ ����x7
"�skmt�Q[k��L��!���

������������������#�����8%
"�����e����1������ ����#
1��*�%*���������;���������������&�9(��>�L���*����K�<�(�������������u�������+�������.�����2�#���������
,����

����������8W�3�#-����S�����7�����8%
"������ ����#
1�+�#�����#���2��������������'����2�����������������!������$*���������+:D����J��������1EB�����;��������

��������!��8W�3��T������z���������������������8%
"�����(7"����������������� ����#
1���s]nt�+���!��pR[[������,%*���G#
1�!��������������,E*�����,u�����,�EB����,��

#��������#����� D�������J��
��������� ���
�������������������s][t+��

��

�����	���� ����!�"#�$�
�������oct4��������������	����


%��&
����'�(�)	PGC�����

PGC���������������*���������	��"����������p��,"�����,("�	�,���M,���

	f�������oct4����3��1�(P�"��W��<�� D���������� �,���!���,��

���-��������!������R�������������,����#�S����������,�������,�����,�

��������("�	��"��(��+��(������#*�L�����G!�"�:-��.*�%*&������M,����

	������������������#�S���R������������������G���,������	f�!�� ��:

oct4��"���[�����������.��,%"��J��
,��F,��	��,�<���PGC��������,�����

#,,��� �,,����,,����8%
,,���,,�����J
,,���!&�+����	f�p��,,"

��J����'oct4#��� ����������*����s]^t+��

��	f�p��"�.������������,LM2�F��!�� ��:�������������oct4�����,�f��[y�

��1��������,(P�"��,W��<�8��,���!��������	f�#,�����oct4����,���

� �������������������N,3�F,������a�<�!���
7��!�� ��:�������������

 ����3��T�� ��������h8%���Ami+��	f�p��"�.���!���J����'������

������������������������ 

1.�Endogenous 
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��
�����F"�(����(�����J����'�	fOct4h�gcOct4-GFP�i�8���X� ���#5�:3��*��"�hCR1-4�i�(P�"��3�������^����2����1�8���� ����N3��3���Q

�#��� ��� ���hA�+i��(P�"�}��������� ���#5�:3��3�������������I(���������-�C���hDE�����x�7��Q� ����!�����i�F������-�C�����hPE��R��x�7��Q

#�S�+i:B�����1����a"��������������ES� ���  ��� ��*&�gcOct4-GFP� +C� ������#�����1!�����#�����c�����%���%��  ���>:�"����a"�����ES�

�������������1�	f�p��"��K������ ���1���NU"����m�!���hd7�i ���#
1�����+D��������f�	����*��&X�O���!�� ��:��������1���e���*����#L(��FACS�

��J��
���������GFP���c-kit�s]\t ���F%:"�b��!������h�+E�i���*��&�B�����������f�	�������#��'��e���	��"�������������������������� ���1�	������

GFP���c-kit�����G���("�!��&����Q����������!����L(�����8��E"�����������	���(����T�����1�����Oct4���vasa���	���������������������Q���1��	�����Oct4�

��C�"��� ��1���1�����vasa���	�����������1skmt�+��

��

�����������E,��p��,������.c"��,R��J����'�	f�	���	����gR�������


"���� �����(eGFP)
[����� ��:������,���+�����	f�p��,"�O�,����G�

�����	�����J*��G�J����'�#*�L�oct4������.��%"����"����������"���

�����p%L�����������1�s]Yt����*�,3����������J,���,1�eGFP�����

�����#��� ���b1�O���#�S���R��+�.�������������	f�p��,"���������3

���PGC�������������� ���	���������������������+��

W�a,,��.,,L"�,,���R�K���"oct4��,,1��,,��'�.��,,�=����

�����������,J��� D,���	f�p��,"�F��.��%"�����,��!����������� �,���!���,�

������������.��,%"��,L*�M���������(�!��������F��G#��� ��1�8C-"

PGC�������!��������������J
,���!&�����,������,�������������

#��� ��(��b�����skmt+��

������������������������ 

1.�enhanced Green Fleourescent Protein  

��-��$������*��"�����{�*�"���#��������"����R�����������oct4�

���������G���-������3�����C=�G���'�� ���#5�:3��,%������	�-

������#��� �����������F������������W��<�s]mt�+�����������,3���

����#����F������*��"�	�����1������������������	������������������

�������!��������#�S���R��	��"��(��+��������	����������������*��"�

������!�������� ����!�����#���� ���#5�:3��3����]���X�

������������������+������ �,��#,5�:3��3����N3����]�������#,*�L��G

���������.���	��"��(������������������g��,1��C��,"�8,��2���,T��,����

���������s]ktQ�������������,����	f�p��,"�.����1����������*?-��.���

����-�������(gcoct4-eGFP)���������,��������,�����C���J��
���

PGC��������������-3����#
1���� ����*�"�����+��	f�p��"�.���

oct4-eGFP����������������8C-"���P���������J
���!&����������

�.��,,%"PGC���,,��!����K�,,(��R��,,�������,,�����,,������,,�

-��������-������� ��:������������s]yt+��
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����	*����%�����$�+, �-�.��.���/�01���2��

����������������������������� ����O���F�PGC���u��������

���#EA��.*�%*&(AP+)�������&�#�������� ��EB������� �,��O���,'��,��

#���+����O���.������M���������3���F���!��p,R�����H�,e���g���,'�

�������+�����	��1�����!��pREB�������m�������G !���������,%"����

��� ��������,�:��F��K�����������,�j�F,�������,J���"�NU���1��,��� �,�

MEFG�����N3���LIF�������z3���������� ����#
,1�����Fq��"�

�����+�����������("�����Fq��"������������������-������������

�	������������������,��������*��,����,����������,�1������,$*����

�,,��1�*�,,3�����,,����,,A%"��,,�����,,1PGC�����,,������,,��

�������J
���!&�����+�������������1����������������EB�����,��

m� !������"�K��W����G���������2������������(������ ��������,�:����T�

����������Fq��"�����g���'�H���������("�������+����,��������,�AP+�

�������j�F"�#
1�.������ ��!������_G�������E,���%�f�*�������P��!��

PGC�����-,,�����,,C����,,����*��,,���M,,������1�,,��J*�� �

3-Fucosyl lacto amine�h������,���,��&��,��"�x7
"�8��2�

SSEA-1�i������	�����������������b,���1����1�PGC������,��^l\��!���

������$*�!��pR(9.5dpc)����b���������������������("���������������

��������� ����������+������������ D,����J��
,��F,��	��,$���,=�'�PGC�

���������,�����,;��������,���.����-:"������������,2�L������,�����G�!�,�

�������!�������������������,���,q��R��� ����!����EB�����	��,����,��

��G����Fq��"��g���'�4�LM2���8%
"PGC����	�������EB���������

�����?"���1�skyt�+��

��

$���3��"%������#��#�����������
PGC�����

��	��mvh�����	�
�������������-���	�������CL"�	��PGC�����,��

�������!��>�
�������������F%:"���������������������� �,���!����

���P������������ ��:������L�����%�(<����R�ge����,���#,��� �+

�	�,����������,����,�����	f��������,1��,�������,�����,,�����,,�

���J����'mvh-lacz������mvh-eGFP�� ���r���[����,��G���-�����

������������������������ 

1. knock in 

���!����%�&PGC����3�������������&���������!�� �,�&�#,��EB����,��

� ����*�"�����Q�����������,L*�M��������C�"������f�p��"�����J��
��.���

#��'�������!�!��pR����("�EB��������,2� ��:���������������,����'��,��

����x�7"�������%��PGC������,��mvh+h������,�� �,���,$*������K��,W

���J
���!&�i�������������������������������������1�������+�pI�

PGC�����u������������������,����� ��(�� ���������������,�����,�

�������������z��	��������� ���9(�e����������'���� �!����R� ���'

�����������������"�������($�-,���4�����H�I,���������,��!�����,���+�	��,��

��O���������"������������!�,���%�&������ ��:���������6��7������

�#��'�#��(3����������!��>�
�����!���������,�����G��������������

.���b�-������
"������%��8PGC�����������J�-,��#
,1�����,*�����,��

�����sk\t+��

��

����������������4�5����'�(��''��6�.�$�����������	�����


����

��������8%,������,1���T�	�(�Y������#,��� �,�&����������,�(Hubner)���

��	���%(�skmt�����,��.�-,7�����������������,��!�� ��:�,����,����������,�

�������������.,������,("���'��R���~���	f�p��"����������������

���������������	&����,("����>������j�F"�#
1�������������������,���,���,�

��������#���������E������h�8%�m�+i	&����#
1������������

�������F%:"���������	���B��������GFP�����c-kit�����,��X���#,L(��

�����������#����*���h%���8Dm�i���������������������	&����>��M���

��������("������(����M������#
1������h�8%�Em+i����

���������x7
��#
1��;���������������������	������������

������������g���,���	��,��.���G��j�F"�#
1�������("�����������������

����������h��8%�Ay�+i�������*�,%*�����������,��.�/(�h��8%,�

By�����Cyi�'D���G���������������������h�8%�Dy���Gy�i

�������������#���������E���f�*��������������������~�a������

����3hatching�����������,�� ���
,��#
,1�������h���8%,�Iy�+i�.,���

����������������������,��!�.�,�����,������,���������J��
,��d�,;*�!����

�����������h�8%�\i+��



�

(9&���"�8��������1����
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��
�������������*�%*����E�������������8%
"��+A����������M���������!���.���;������m����"�]X������-3����#
1�pg/ml�+B�����C�������#,�����1!���x��,������a"

���*����*�%*������������l������_�+D������*�,�&RT-PCR�����,(1������	�,�GDF9�������,�!������[Yh�d16�i���kkh�d22�i����!�������[Y�#
,1�������,�replate�� �,��

hd16F�+iE��GF�����H������*�%*����E������������ �����	�
�����������(�'�������#
1���� ��� ���
������#���6��7������+G����*��&�RT-PCR�����,(1�������G!�,"����&�	�,�

Cyp17���StAR����!������[Yh�d16�i��kkh�d22�i�!�������[Y#
1�������replate� ���hd16F�+iH���Q ��E-=�#
1�F�I��������#�����1�!������a"

�!������ �������#������E�kY�#
1�skmt+��

��
������'D���.L"��#���������+A��	��!����������������J��
��	����*��&�#
1�6��7������+B����1�#������E��F=�1������F��#�����1!������a"

�#IR� ��h#����#(��i#��� ����������J�� +C� ��#IR�	&���T��������1� ��1�����#������E�������F��#�����1!������a"h#����#(��i����	!�

h|=�#(��i�-��$�������#��� ��� �������2� !������+D���E��p%<����#������E�������	�(��#�����c��������������"�"GFP���&���������ZP2�skmt+��
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��
���������'D�������j�!��gR�.���������,���'�+�.,��������,�3����E,����,�

����������*��3���-����S���E��������������bC-"��!X]������ ����	�
,��#
,1�

�#��� ���+:A�������������*�,%*����E,���������	�����*���������3���.���F��

� ��1�����+B�������������,���*��,�������3���.���F��+C���D�����.,���F,�

����!��pR� �E-=kX����������� �������������R���!����Q#<���D�����,�1��,��"��+

hE-G�i���.���F�[Y���o�������*�����������&DNAh���������&G�i�1������g�

�������������&���� ����Oct4h����������2Fi��QG����>:�"E�����F�+H������E,��.��

��������Kj�a"�����#-����S�Z���,�(1������+I�����J�������,2�����-,����S�

���������-��w�<����QH����1�����"��������M-����j��� �!�	������������+����"

������.�������������.����1���������������������!��1��"��W����G�LET������gR�

����������#������������������������bC-"�!�������+K�����L����#-����S����

�1�!��d�;*��%�f�*������!��#-����S����������LET�8��2���x7
"������+

�������'��(������(���Troma-1������j������*�������������.c"��R

Oct4�����������������������,"�������,����E,�����-,����S����,1�(���,����

#-����S��� ���9�!�"�	��$�����K��W�����LET���������skmt+���

���.���G���("�����������������������.,�/(�����*��,���,�=����,��G������

�����������E����-����S��������#
1������R����h8%�[n�+i

������P�����������.,���.,����,�����������f��"��,R�.��,%"�!���,�����,�

#�����������������������#
1���� ��&�+��

�������������("�!��O���'�.*������������,���,������������������

�����1���"����"�H�I��Toyooka)�i���	���%(���sk\t����,���
�����+

������.c"��R��%����������������� ��'�.��BMP4����q�,3���-,��g$��

������(������������.��%"�!��&�PGC�������:����������������1������,�

�����������������������������������������,%��f����%�,�������1�����

	&�������������"���#������������������BMP4�������7�������� ��(��

��������,�����8%
"�������E��H�-����� ��1�+����,����������,�����,�

��	&��1�����������������,���J,����'�	f����,3��������1� ��:�������Q��

��J,,����'hlacZ��,,��GFP�i��"�,,���R�#,,;"mvhh��{�,,*�(�

������vasa�i����	��������h��8%�[[�i�����������,C�"��,"�"�.�����

�����������("� �����	�
����������,���!���gR� ����!�����+��H�-,��

�������������������,��b�,:����be�,R�GH�,����,�!����������'�8%������

���������'����2��L*�M�h8%�[k�+i���1���"Toyooka)�i���%(����	�

�������������K�����������������������kX�����#<��������,�������,�

��� ���1����"BMP4�b�����������(��#
1h��8%
"EBi����.�������1

��#*�3\lk�������,��!���W���������,�vasaZ�������,��#,EA�+����!��p,R

�������.���F%:"���������������������������z��!�� �������'��������

#E-��[����X����K���[Y�#<������7������������ pI���0�,(��

��������������,��R� �,��'�O�,���z����-I1���!��������'�8%���*���

���� �!�+^����"�Y�����������������,2��,L*�M�����,�� �,��'��z,���,L����:��

��#��'h��8%�[]i��*�*�Q��������������������'�8%��B��:�(�����

��	&������f����'������� ���
��������,��+�����(,������(���K�,L*�M�

�����,,���,,1�����	�
,,����
,,���,,��R������,,������,,������J�

�������������	������ ����!����������1h�8%�A[Xi���*�,�&�.�/(��Q

DNA����H�I����1�����	�
�����������!�����������>�
,����������������

������	�����!����������� ��h��8%�B[Xi�H�I���Q������������� ��&�����

��������LET��f�*������b��h�8%�B[X+i��
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��
������� ���.��J��������	f�Mvh� +:a��!���	�� �J��������f�����Mvh��3�������J��������� ��� ��:�����������1�����������3.0 kb����3�

� ��(������(��"�!��&� �J���IRES-lacZ����IRES-GFP���pGK-Neo�+���R��������� ��� ��:�������"� ����	�
�� ����������������������KS��	�

 ������� +b� ���"KS�� 	���� ���DNA����f� ����� ���  ��� bz�HindIII	��1� !���� ���ES� + �J����� G�
3�� ���LacZ knock-in� ��GFP knock-in�� �

����R�����"�"����^���������15.0� G2.8���2.7 kb����R������ G�]���������15.0� G11.1���11.0 kb�����e�������1� +B�� G BamHI� Q H� G HindIII�Q� �

N�G�NotI��QP��G PstI�Q Xb�GXbaI�sk\t�+��
��

��
����������J
���!&����("�EB�����!����������knock-in ES�+�#�����1!�������a"ha���b�i�#�����c����hc���d�i���������knock-in ES����("�#*�3����

������ha���c�i��EB� !������hb���d������F��Gg���QGFP�Z���	�
�� ���#EA������+ie� �	���1�b�� �P��[�%���%������a"� ���>:�"����#�����1!����

�!��#�����c��EB�����^ !���� +o�������&^Z������ZXZ����1Z]Z�����������Z�Z���!��1j�'(X-Gal)����������LacZ-knock in-ES����("�#Lu�����

������hfi�GEB� !������hg� ���1�	�����&������g���QLacZ���	�
���������i�GEB�����^� !���hh�i��EB����m� !���hi+i����������LacZZ���3��"�#EA�

�!�EB�����^���&�����������x*��� !���ZMVHo�����	����"���������&MVH	����������x7
����!hj���l�+i������K��W���� ���x*��� 4��E-�����

���&�������'�����������&����ZMVHh�j�i���&��ZGCNA1h�k�i���&���Z�MVHh�l�i���&��ZSYCP3 h�m�isXnt�o������������&sk\t+��
��

1. Confocal��
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��
��������������R�������!��>�
�� ����!���������ES)*����z������+:a�^��"�Y�������R���	������z��G���R�!��pR���:��X-Gal��������&�o���+:b����(�

� ���{������R�+c���*�*�x������(�����R�!���LM$�����B��:�(������+d�������8�������R�!���LM$������ES������� �
��x*�������������'�����+

e�������!������R�����C�"��������'����sk\t+���
��

��

��
�������9M$��hA�i�*�*��z��������
3����ha-c�i� ������R��hd-j�i���&�������'���K��W�����1���������<����–gal����<���HSC70t����&�o���

 �������+o��� �����	�
������a"���-�����&����ha�Gd���gi����&�G–gal�h�b�Ge���h�i����&��HSC70th�c�Gf���ih�+ij�i{�������
�����(�hX�Y�i*�F���*�

� ���>:�"����a"��� ��������Rg-i� +g�������g���h�����#L2��� �����	�
���#����q������*�"������� +�x7
"hB�i�8*&knock-in����DNA�

�����f������!�� ���r��7��������Mvh-lacZ knock-in ESh��6���[i����R�!��H�I���GlacZ�#EA��h�6���k�i��
3��B��:�(���*�*�F���h����6]i�Q

ha��ilacZ�Ghb��iNeo���Ghc��iSry�+e��H�I����*�*�!�� ���x*�������� ������R�B��:�(�����sk\t+��
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�
�����������.��%"�������*��� ����!����EB���("���3����+a �������,���F,q��"���,����("��_?"(RA)�sX[t������,���,�����!��>�
,����,�EB�+����,���F,���"�

�����������ESh��j���8��R�i��������("���������`:3��������PGC�������#��(3�������������1h���,���8��R�+i������,��#
,1�������,�SSEA1+�����!��>�
,��EB�������z,3����RA�G

�����7��������PGC���������������������W�a��������J��
��	����1�������������`:3���� ����!�����������1h���R�8��R.�+ib�������������SSEA1+��	��!���������6,��7�����

�K����F(1���immunomagnetic beads�!��EB�����K�,���,�������,����,�����m����z,3����!���RA�����	�,��pI,�������,��#
,1�SSEA1��,�������,��

���������!����������������+�������W����������������GFP+�����!��>�
�����EB���� ���1�	���SSEA1������#��� ��� ����	�
��(n=3)�+:c������!�"�:-,��.*�%*&�	��(AP)�

�������������ESh�|=�8��R�i��������!��>�
�����EB�m�!��pR� !���^����Fq��"����z3����#
1�!����+������!��>�
�����EB�m�!�����������1� !���

��������������8%
"�#EA��!�"�:-��.*�%*&�����������E���1�����PGC�#�����+���������.*�%*&������#EA�����������,�1�r��,��#(,�����!�"�:-������K���,C��{��,����,�

���������1hg������+i:d������
��	���@�R������� �J�������N'Igf2r���H19/Igf2�+��3���j���8��RDMR2� �J����!��Igf2r���	�
����������sXkt�+���,���*�,�&"�	�

DNA������f�����	��1�������:������ES�����������������!��>�
������� ����!����EB���������,�� �,��bz,��PvuII�����MluI�������#,��� �,�� ����	�
,���+������ �,J����G.��,R�8,��R

H19/Igf2�+�	��1�	�(�����������j���8��R����SacI�����HhaI�������bz���+����.��%"�!���!��EB����������	��1�	&�����1�������������� ����!������ ��&�#��������� ����	�
,���,��

#��� ���+6��������1���������������J1 ESh�F"�����	��S���8�����Ri�����G�����ES���	�,�S������x,$��8��3�DNMT1null����,���������,�ES�

�F��f��"��R(parthen)h��8*&����������������	��S�����J*�� �����	�
�Igf2r�iskyt+��

��

��L*�M��������.-e���J������(Geijsen)����	���%(���skyt����,��

 ��:����!�����������������������p��"�	f�Oct4��� �C�����'

!��������K��:"����������,���� �,���!�����������������,�������,�����,�

���������,���Fq��"�������("�������Rh���8%,�a[^�i�������,���,���������

��7��������������	��� ���1���J��
��;M��SSEA1�h8%��b[^�i

��������("����>���������H�I������O�����������������+���

������.��������
�����������������,���1�@�,R�����,%��f��R���������N'

h8%��d[^i���!��d�;*��'D���������*�%*����E�����H�I��������

��,,������,,LETh�8%,,�a[Yi�	����>,,���"�!��p,,R�.,,�/(��Q

�,�SR��,�(����������,#��������LET,����,.���,����,3��,���

������#-����S��������&�����h�8%�f[Y+i��

��

7�����8� ��9$����������	��:������$PGC�������������

�
�����������

�����������������������("PGC�����#
1���� ��� ���
��������������,�

��������j�F"EB��������������������.������������,���������,����,�����,���F

���R���E��#*�3�������3����S���������("����������Q������,��4�($�-�����

PGC�(",����������������	&��1��1,��������������,�����,�����



�

����012����������%03����4���45�13$�4���(9!��

Journal of Iranian Anatomical Sciences, Vol 6, Winter & Sping 2009 

607 

��
�������EB��������("��������#��(3�����q��R������ ����!����������.���Q���1������������H�e�����$*�#�������������"+a ���	��Sry�sX]t����EB��������

�F�%"����61�.��%"���3RT-PCR�#��� ����*��&�hj���8��R�+i:b	f�	��������� ����aa7"� ���1�bP�"������.��%"�.3���� ����!����EB�+Gcnf�

���F(1����1sXXt�	����1�Oct4�������;���-���	����������+���!��1&�.c"��R�G.�!��1&��#
J���.c"��R�G.��R���Q�����g$��#��������g�1�	�������1

RING�����x�7����Q�q��R��� ����!����LH-R���MIS����������J��
���"�"������o���j����sX^���XYt��*�"�����sX\ZXmt�QZp1-3.c"��R������

#�����������R����!�+Hprt#��� ��� ��:��������1�	���<�����+(c)	f�	����*��&��������W�a�����W�a����������������q��R��� ����!����EB����������

�F(1���� ���RT-PCR�+RNA#��� ��� ��:��������1�	���<����	��(7"�����z�������+:d���������������)*����z���������q��R��� ����!����h|=�i�!�����

[]�EB����h#����i�(������(������&�o���F(1�������������&���FE-J1�+��������� �����8a���o��������DNAh�Hoechst 33342�io������������&

����;���"DNA	&�� !��������������'�+1C�Q�q��R���G2C�!���GG0/G1�Q4C�!���GG2/M�+:e�(���-���(��������������FE-J1+���3������ ���F%:"�

d� +FE-J1-PE� Q���2�o������Hoechst 33342��-�����&�o��������� +:f#-����S��#�����������a"�������������(�SR����	����>���"�!�� ��&�����

#�������������������q��R������FE-J1+�!��>�
��EB� +g � ���*��&FISH����������ES.���������1�����j�������3����������J��������#�����������

g��� ���  ���x7
�� +8��R�����[h��H�!����1������J��
�X���Y� i��kh����!�"��������J��
��h�!�FE�� �e�� i�H�!����1��Y� i.��� �����	�
������

�(�SR���� 	���� >���"� !�� 8W�3�#����������� ��� ���� �q��R��� ���FE-J1+���-��� +� 8��R]h�H�!����1� ����J��
��� ���X� ��Y� i� �Xh������ �J��
�

���!�"���h�FE�� �e�!��i�H�!����1��Yi�����G�����ES���	�
���������1����������+��R�8^h��H�!����1������J��
�X���Y�H�!����1�������QX�������

�H�!����1Y��1����"��i��Yh�����!�"�������J��
��h�FE�� �e�!��i�H�!����1��Y����J���������QY��1����"�i�����G�����ES�	�
���������1� ����

��������skyt+��
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����G������8��,��4SE,2�PGC�� ��,������,���+������,$*����,P����,��������,("�

���������7�����������������,���,���,�����,������������������,�

���G ����!�!�����-��I�����������������������������:��������,���,��

���������	��,��&� �M2�����������j�F"�#
1�K��W[�����#
,1� ��,����

���������������������MEF���������#
1��;��2���LIF����!��p,R

�K��W�������F�EB���9(�e��������+��

���������G�,�j�F"�#
1�b�-�PGC��������,�3�������,u�����,���

�*��G��������	f�p��,"���a,;��b��gcoct4-eGFP������ �,��'�b,���

!��"���!��1�.c-kit���	���b����������	!��"� ���'��1�G���1

���!��1ckit��������,�!���.,��]�m����,�����,("��������H���,����,T��	�,�

��������+���>��T������	������
�stella�����fragilis�����������������("�

���7�����PGC�����������,u�����,�EB���������,�!���.,����,��

]G^Gm��������� ��� ���
���"�"#���+�������,������1���	��� �S<���

�����S���E�^�(FGF5)��1�����������1�����1���F������#,����,*���

��F����������!��]����GCNF�sXXt����!�����m����������("�EB������

�8%
"����	���(�PGC#��� ��� ���
�����+��

������	��!�	�(�����J
���!&����������.��%"��'�������.��,%"���

���L��	���!��&�G���(�����%"���� ��!�����������-���	�����

��������#
1��������-��������K���C��!��pR����J��
���������EB�

���j�F"��G���J*���b1�3�����,����,E������ �,�!���,���������,�1�+

�����������vasa+��#
1�����������j�F"������������,�!���.�������

Y���y�������������("�EB�������^��"�m������ ���
�� !����������+��'�

�����������������������������������(�����������#,�S���R�����

��.��^l]��"��^lX�����������$*�!��pR�!�������G���.�����,������	�,��!�,�&

vasa��#
1���������������7��������("����������,1�#�����=�����(�

�������� ���
��O���.��%"���T���������+����������3�.�����������,�

VASA+�����EB�������m� !������������:������-��$�����G���-��b�:��

���� ��� ���
�� ��!���������������+�������,J���������,�����.�������

�#���.%(��������� ����v�������%��&��������-,������,��.��,%"��%

������������������������ 

1. Hanging drops 

�����-����������#��� ���9��-"����J
���!&�����������J����&���%

PGC������1����4SE2��*����������������������������,�������,������

������������������("�0������������+����?"�����,$*��G�,�����(�3�������

������J
���!&�9���PGC�������,u�����,��mvh+������,��!��������,�

�����GO����������������������#,*�3�F��8%
"�!��9���� �$*�����T��

�������������3�#�S���R������+�������,J���G�a7
����T��������,1

��������������������
3�����������������������,��#�S�����"����

	������������� �,��1�	�,���*��,������BMP4�����,��9,(�e������G���,�

��.c"��Rvasa������������������EB������,�� ���
�� !���F�����,���+

����J���.�/(�������1�g���!&�.�������	����������������������������

�����������3���J����'mvh���,�����%"����������!��p,R�!���F,��G�

���("��G��F��������]��W���������,��!���������#,*�L���,�mvh-lacZ�����

����	�
��������+������_��.���8��$����BMP8b���R�������#�S���������

������������g������F����e�������� ���#
1��*��PGC�����,3�������

*���!j���#���H�+���R�� �S<����#�S������������� �,��#
,1��,*�����,�

���������g������F����e�������PGC�����#���H!j��*�����3��������+

.�/(��PGC������g���!&�.������ ���>�
����������vasa+�������

��*�3���������	�
���1������1������BMP4����	�,��4�($�-,���mvh�����

��(��g�����������+�����L*�M�����.������5��S����.��� ��:���

��R��!��#�S�����������8,��$������,�PGC����������,��!��>�
,����,��������,�

����������1������#*j����%��.����������������BMP4�����_�����C�"����

 �(<����$*�������8%
"������������ ����!����EB������+��

4j�(�3����������,����� �,(<�g�������������,�Vasa+������!�� �,��>�
,��

������_���e������G�������������������F,�f��BMP4�����

PGC���#����*��������+�������!�	���������J����-:"�F����H�,J���

vasa������EB�����������3������������� �,��1�	�,�����BMP4��,���.

��#����1��1����������������,P��!���,��������,("��������������������

�f�*�����G��������8����4SE2������������-,���	�,������,���CL�������

 ���������+�����1����c��.����&����R��#*�3�F����������������3�#�S�

EB������G��������,�&���#��� ���8%
"BMP4���������6,2�"��,��}�,$*���,��

���A%"PGC����������������("����������������_�����J
���!&�����������

���#��� ������2�����������+��
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-���$�����	�PGC����������;6��������������

(��1�*	�
�������	������

�����������	��6	SRY���<$�'���
,��0�PGC����������

'�;6#���
��������������������

��������������-,������,("�GO�,��.��,%"���TPGC�������	�,���,���,��

���	f������SRY����H�!����1�����Y��������J�-����Q�������	f�.,��

��� ���`:3�	�������-R�	���#����+��	��SRY���.��^l[[��"��^l[k�

�����$*�!��pR�!�������������������*�"�,��g,R���,�G��!�,�&��� �,��1�

��8%
"�����'��&�����,�������"���#,�����	&�����,1G����#,��A1��PGC�

�����vasa+��"����1�����������|�(XY)������^l[]������$*�!��pR�!���G�

�������!����62�"�8(;��������,��+���!�����^l[X������G��,$*�!��p,R�

������.������������� �����#���'��1���� ����!����������,�����,������,T

����������CL������!�H�I�����������NR���#
'������������,T��,�����

�1�������������R�ge������������������� �,��x7
,���*?-,��.����z�

#���+����	�,��	�������,1�SRY�����.��,%"��������'�,�&��G��,���"��

PGC�����XY���������������,��>��,M���� �,�� ��,�� ���.L"��-�������

���������������!�,��#3���,������f�,*������K��U"����'�������("

����,����7�������#
1��;����,��1Q����,A1��.,�/(��PGC����,��

��;���� �,����(ectopic)�����������K���,C����,���&���,����'��,���,1�

 ��1��������� ������'�������("����!���#3������8(;������������+�,���

�������.��#*�3�������������L��Q#��� �
�� ���
����3�����"�p%<

����2�PGC������XX�������������,P��!���,1��(��,1�O���.������'����

������|"��������'����2�#����H�I���8(;������#��� �
�����!�+��'�

�3��=��������z��������.��%"�#���.%(�� ����!�����'��&�������

�����������������,�'�������,���8%
,"�G�,������,2��_�"�#;"���������"

��������-������("�#��(3������4�a7
�������,��!�#��'����	&�!��p,R

�#�������u�+���	�,�!����K��:"���,�����	�,����SRY��������,�����

��,,�����J
,,���!&��������,,���"PGC��!�� �,,��>�
,,����,,��

�������������������"����1������������|�XY���#��'��-���������!

�����"�"��������� �����������j�F"�#
1���������#
,1EB�����-,:"����

���(�+��

���J�����������1�������mvh-lacZ+������ ��G������,�����������,�

������� �,��1�	����
3��������������SRY�����!��^l[k���,"�^l[]�

����������z��������R�!��pR���������7����$*�!��pR����
3��O��

'�����������R����&�!�"���I���8%
"�#���2�G ��������1�+��	��SRY�

����EB�������^���������!��8W�3� !������������,�������,������XY�

�����	�(���1��*�3���G#��� ��� ���
�������,����P�����1���T����#,��

��������!�� ��:��������������������������XX������!�����,�����SRY�

��#��� �
�� ���+����CL"PGC������,��XY�����!��8,W�3�EB������,��

�����������	���������	���8��E"����#��'�8%
"��M����������q��R������

��������L*�M�����.�������������#,��� �,�� ����	�
,��9T�,2���T�h���

������ �����u�"������������+i����	���G8��$����SRY�����#
1��������

�����������("���j�F"��������������������XY������8%
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3.�Spermatogonial stem cell 
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  هـاي گزارشـگر   طـرح شـماتيك ژن  :  A.هـاي بنيـادي جنينـي    مـشتق از سـلول   1 استراتژي به كار گرفتـه شـده بـراي تأسـيس رده جنـسي بنيـادي نـر       .17شكل 

Stra8-EGFP   و Prm1-DsRed  هاي زاينده هاپلوئيد باشند     هاي پيش ميوزي و سلول      ترتيب نشانگر سلول    توانند به   هاي گزارشگر مي    ؛ اين ژن .B :  رنگ آميزي

HE   كلوني شبه جنيني  .:C آميزي اجسام شبه جنيني با آنتي بادي           رنگMvh      نشان دهنده تمايز به PGC   فلش( هاست .(:D     هـاي     تصاوير فلورسـانت پـروتئين

Stra8-EGFP) سبز (  وPrm1-DsRed) در رده   ) قرمزSSC12   هـاي      مشتق از سلولES     سـاعت القـا بـا رتينوئيـك اسـيد          72 پـس از  .:E     تـصوير تلفيقـي 

هـاي    دهنده رها شدن سـلول      دهد و نشان    رمز را نشان مي   هاي ق    ساعت القا با رتينوئيك اسيد كه تنها سلول        72 پس از    SSC12هاي    فلئورسانت محيط رويي سلول   

Prm1-DsRed- مثبت به محيط است.F  :نمايي يك سلول قرمز از محيط رويي كه نشان دهنده مثبت بودن واكنش سلول بـا آنتـي بـادي ضـد پـروتئين       بزرگ

   Male germline stem cell line  .]53[) فلش(است  ]55[ (PHGPx)اختصاصي دم اسپرم 

  

هاي بنيـادي اسـپرماتوگوني كـه         پس از القاي تمايز سلول    . بود

هايي قرمز رنـگ      غالباً سبز رنگ بودند با رتينوئيك اسيد سلول       

. رسـيدند   ها متحرك بـه نظـر مـي         به دست آمد كه برخي از آن      

هـاي    كـرد كـه سـلول       ظهور رنگ فلئورسانت قرمز پيشنهاد مي     

بـا  . اند  سر گذاشته هاپلوئيد مراحل پاياني اسپرماتوژنز را پشت       

 بـا . هاي به دسـت آمـده غيرطبيعـي بـود           اين حال شكل اسپرم   

 ي كه از طريـق    ـوم جمعيت سلول  ـاً يك س  ـايز تقريب ـاي تم ـالق

هـاي     به دسـت آمـده بـود بـه سـلول           Stra8-eGFPانتخاب با   

در مرحلــه بعــد محققــان ). 18شــكل (هاپلوئيــد تبــديل شــد 

شرايط آزمايـشگاهي   هاي زاينده مشتق شده در        عملكرد سلول 

احتمــالاً بــه دليــل آنكــه . شــان را مــورد ارزيــابي قــرار دادنــد

 هاي حاصل به قدر كافي طبيعـي نبودنـد تـا بتواننـد بـه                اسپرم

   هـا را بـا      خودي خود با اووسيت لقاح انجام دهند، محققان آن        

  به تزريق ومـموس 2اوري كمكي توليد مثليـاده از يك فنـاستف
  

  . به داخل اووسيت تزريق كردند 3(ICSI) درون سيتوپلاسمي

 هـاي ظـاهراً طبيعـي      به جنـين   يافته هاي لقاح  از تخم  بخشي

 جنين پـيش از     65از بيش از    . لانه گزيني تكوين يافتند    پيش از 

-Prm1ژن هاي زنده حاوي تـرنس     جنين، موش  7لانه گزيني،   

dsRED هـاي نـوزاد      با اين حال اكثـر مـوش      . وجود آوردند    به

 5هاي كنترل داشتند و بـين         اي كوچكتر يا بزرگتر از موش       جثه

هاي  بنابراين اسپرم). 19شكل ( ماه پس از تولد مردند      5روز تا   

هـاي طبيعـي     وجـود آمـده در شـرايط آزمايـشگاهي مـوش            به

ــه ــد  ب ــود نياوردن ــوين   . وج ــالاي تك ــرخ ب ــي در ن غيرطبيع

واسـطه ماهيـت اپـي        هاي دستكاري شده احتمـالاً بـه          اينگامت

ايـن تغييـرات اپـي ژنتيكـي        . ها  هاست نه ژنتيك آن     ژنتيكي آن 

 يــا/ همچــون متيلاســيون وDNAتوانــد شــامل تغييــرات  مــي

  هاي ضـروري    تغييرات كروماتين باشد كه به نوبه خود بيان ژن        

  
1. Male germline stem cell line 
2. Assisted reproductive technology 3. Intra Cytoplasmic Sperm Injection 
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