
37
فصلنامه آزمایشگاه و تشخیص-  بهار 1401- شماره 55

چکیده �
در ایــن مقاله از اهمیت وجود علــم ژنتیک در زندگی و 
جوامع امروزی و میزان کمک رســانی این دانش به ما بدون 
محدودیت زمانی بحث شــده است. برای ملموس بودن این 
مبحث به تشــریح یک نمونه آزمایش ژنتیکی در ارتباط با 
مراجعه کننده به کلینیک ژنتیک، مربوط به ســال 1399 
پرداخته شده است. فرد مراجعه کننده خواستار آزمایش های 
ژنتیک با استفاده از خون خود و بخشی از استخوان یک فرد 
فوت شده بود، چرا که فرد مادر خود را از کودکی گم کرده 
بود و شواهد متوفی نشــان از مادرش را داشته و در نهایت 
برای از بین رفتن شــک و تردید، مراجعه کننده خواســتار 
آزمایش تعیین هویت شــده بود. نتایج آزمایش ها و مقایسه 
مارکرهای به دســت آمده نشان داد نمونه استخوان با نمونه 
فرد مراجع همخوانی داشــته و متعلق به مادر وی می باشد. 
بــه همین صــورت از اطاعات ماده ژنتیکــی پس از حتی 
گذشت ســالیان متمادی می توان اطاعات کمک کننده ای 

را به دست آورد.
کلید واژه: آزمایش ژنتیک مولکولی، DNA اســتخوان 

اسکلت، تعیین هویت، پزشکی قانونی

مقدمه �
علم ژنتیک، دانشــی بسیار ارزشــمند برای تمام دوره ها 
اســت. به وســیله فناوری های این رشــته ما بــه حقیقت 
ماجرا پی می بریم، از این رو پیشــرفت در این حوزه، نتایج 
درخشــان و اطمینان بخش تری خواهد داشت. علم ژنتیک 
در حوزه هایی با عنوان تعیین هویت، پزشکی قانونی، باستان 
شناسی و تشــخیص بیماری ها کارکرد بسیار مطلوبی دارد. 
بنابراین محدودیت زمانی برای اســتفاده از داده های موجود 
در این حوزه وجود ندارد. امروزه ما حتی شاهد نتایج صحیح 
با درصد باا از مطالعات ژنتیک باســتان شناســی بر روی 
بقایای انسانی به دســت آمده، در بخش های مختلف ایران 
 مانند بانوی 7 هزار ســاله )کاوش خیابــان مولوی تهران( 
)2-1(، بقایــای مربوط به ایام میانی )4-3( و گورســتان 
عصر آهن مســجد کبــود تبریز هســتیم )6-5(. آگاهی از 
تاریخ و تمدن با استفاده از متون و بناهای تاریخی به همراه 
اطاعات کســب شــده از بقایای انسان باســتانی به عنوان 
مدرک و شــواهد روزگار خود، بســیار حائز اهمیت است و 
موجب افزایش اطاعات تاریخی برای تاریخ دانان می شود؛ 
و بــه نوعی گنجینه های یک کشــور به حســاب می آیند. 
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اســتخراج اطاعات با استفاده از DNA و بهره بردن از این 
دانش در حوزه تکامل و تاریخ بشر در چند دهه اخیر توسط 

پژوهشگران بسیار به کار رفته است.
ماده تشــکیل دهنده محتوای ژنتیک انسان DNA دارای 
ساختار مارپیچ دوگانه است. دو نوع بر هم کنش وجود دارد که 
ســبب پایداری مارپیچ DNA می شوند، مورد اول پیوندهای 
هیدروژنی می باشند و عامل بعدی نیروهای جفت بازها است 
)7(. به دســت آوردن DNA فرد، پس از مرگ و حتی بعد از 
تجزیه شــدن بقایا، از استخوان و یا از خاک ناحیه ای که بقایا 
در آن بوده اســت مقدور و امکانپذیر اســت؛ اما میزان سالم 
بودن و کمتر آســیب رسیدن به رشته های DNA بقایا به دو 
عامل بســتگی دارد: 1- میزان PH خــاک )3( که مربوط به 
مواد شــیمیایی موجود در خاک بستر اســت و نباید فراتر از 
حد مقاومت DNA باشد. DNA -2 در معرض حرارت باا یا 
سوختگی با دمای باا قرار نگرفته باشد. به همین دلیل امروزه 
 DNA ما شــاهد مقاات متعدد در رابطه با به دست آوردن
نئاندرتال و نوع بیماری های مشــابه با انسان امروزی هستیم 
)8(؛ بنابراین کسب اطاعات ژنتیکی حتی قدمتی فراتر از دوره 
تاریخی، مربوط به دوره پلئولتیک و هولوسن در بر می گیرد که 
باعث شــفاف سازی از نحوه تکامل و انواع بیماری های عفونی 
باستان به وسیله میکرو ارگانیسم های عفونت زای موجود در 
استخوان می شود )9،10(. در نتیجه اطاعاتی که ما می توانیم 
به منظور حل مســئله از DNA برداشــت کنیم محدودیت 
زمانی ندارد. در این مقاله به یک مورد در ارتباط با اســتخراج 
DNA از اســتخوان پرداخته ایم تا به عنوان مثالی از اهمیت 

آزمایش های ژنتیکی در شفاف سازی و حل مشکات باشد.

روش ها و ابزار مطالعه �
شرح مورد

در ســال 1399 فردی بــا مراجعه بــه کلینیک ژنتیک 
فرهود خواستار آزمایش تعیین هویت با استفاده از قطعه ای 
از استخوان شــد. فرد مراجعه کننده ســال ها از مادر خود 
بی اطاع بود و در نهایت جســد دفن شده ای به عنوان جسد 
مادر ایشان معرفی شــده بود. به علت شواهد ناکافی و عدم 

اطمینان فرزند درخواست تعیین هویت با استفاده از آزمایش 
ژنتیک با قطعه ایی از استخوان جسد مربوطه ارائه شد.

نحوه انجام آزمایش �
برای تعیین هویت در این مطالعــه از آزمایش های مولکولی 
PCR و MLPA اســتفاده شده اســت. این مطالعه با استفاده 

از بخشــی از استخوان لگن جســد فرد مجهول الهویه و خون 
مراجعه کننده صورت گرفته اســت. فارغ از قدمت نمونه مرحله 
پاکسازی در رســیدن به پاسخ بسیار کمک رسان مهمی است. 
بعــد از مراحل پاکســازی عمل خــرد کردن اســتخوان انجام 
می شــود تا نتیجه دارای اشــکال نباشــد و ما بتوانیم به اصل 
DNA مورد نظر از اســتخوان برســیم. اســتخوان با دستگاه 

میکروتوم، تراش استخوانی داده شده و به ابعاد بسیار ریز تبدیل 
 می شــود. در مرحله بعد استخراج DNA با اســتفاده از کیت

 )QIAamp DNA Inves  tigator Kit, QIAGEN, Germany(  
کیــت  توســط   PCR مرحلــه  و  گرفتــه  صــورت 
 )AmpFLS  tR™ Identiiler™ PCR Ampliication Kit, Thermo Fisher, UK( 

انجام شده اســت؛ بعد از مرحله PCR مرحله الکتروفورز انجام 
گرفــت که به موجــب اطمینــان و چک باند به دســت آمده 
بــرای اجــرا، توالی بــر روی ژل آگارز امتحان شــد. در نهایت 
 تســت MLPA )جداسازی با قطعات نشــان دار( با استفاده از

 IRFiling Kit vβ.β صورت گرفت. در این آزمایش مارکرهای 
ژنتیکی خاص، )16 مارکر( مورد بررســی و مقایسه قرار گرفت؛ 
قابل ذکر است که کیت های مورد استفاده در این آزمایش بسیار 
حساس بوده و توانایی تشــخیص DNA با مقادیر پایین را نیز 
داشــته اند. به کار گیری جدیت و احتیاط، از ضروریات کار برای 
رسیدن به نتیجه صحیح است که باید رعایت شود تا به موجب 
آلودگی، نتیجه عکس به ما ندهد )3(. به طور مثال، DNA فرزند 
فرضی موجب آلودگی و نفوذ در جواب ما نشــده باشد و جواب 
تنها مربوط به استخوان فرد مجهول باشد که بتوان با ضریب باا 

از اطمینان، تطبیق را در مراحل بعد انجام دهیم.

نتایج و یافته ها �
در روش تعیین هویت S  tR1، محاســبه براســاس میزان 

1- Short Tandem Repeats
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تکرار توالی نوکلئوتیدی و مقایسه با زنجیره های نوکلئوتید 
افراد دیگر صورت می گیرد. از آنجایی که هر فرد یک سری 
از کروموزوم هــای خــود را از مادر و یک ســری را از پدر 
می گیرد و میزان تکرار این واحدها در هر شــخصی متفاوت 
از دیگری است، مشابهت تکرار واحدها تنها مربوط به افراد 
هم خانواده و دارای نسبت بسیار نزدیک می باشد. مارکر های 
مورد بررسی این آزمایش، 16 ناحیه ژنی از استخوان جسد 
و شخص درخواســت دهنده را مورد بررسی و تطبیق قرار 
می دهــد. در این مطالعه عدم تطابــق بیش از یک مارکر از 
این 16 مارکر، وجود نسبیت مادر-دختری را منتفی در نظر 
گرفته و وجود رابطه مادر-دختری بین دو فرد را رد شــده 

اعام می کند.
نتایج یافت شــده پــس از انجام آزمایش نشــان داد که 
فاکتورهای ژنتیکی دو فرد اشاره شده کاماً مشابه بوده، لذا 
نســبیت مادر و فرزندی نامبردگان تأیید می شود )به دلیل 
حفــظ حریم خصوصی اشــخاص از آوردن جدول اطاعات 
اختصاصی مربوط به مارکرهای این دو شــخص خودداری 
شده است(. بنابراین فرزند به وسیله نتایج آزمایش مولکولی 
DNA توانســت با اطمینان خاطر مادر خــود را پیدا کند. 

وجود 16 ناحیه برای تشــخیص و مقایســه، مسئله را حل 
کرده و جایی برای شک و شبهه نمی گذارد، زیرا مارکرهای 
ثبت شده جهانی برای تعیین هویت به این حد یکسان تنها 

از پدر و مادر به فرزند منتقل می شود.

بحث �
آزمایشــی که در این مقاله شرح شد مربوط به تشخیص 
هویت از اســتخوانی است که توسط مراجعه کننده با عنوان 
فرزند فرضی آورده شــده بود. مراحل استخراج DNA برای 
نمونه هــای امــروزی و قدمت فراتر از عصــر حاضر، گرچه 
یکســان اســت اما مقدار حرارت و محلول برای اســتفاده 
متفاوت اســت و دلیل آن، تفاوت میزان مقاومت در سلول و 
کروموزوم و توالی ژنومی است؛ بی شک هرچه قدمت بیشتر 
 DNA باشد، احتیاط بیشتری را می طلبد و امکان برداشت

به میزان اندک را موجب می شود.
DNA تمــام اطاعات تعیین هویــت را در خود دارد و 

می توان گفت هر فرد براساس اطاعات ثبت شده روی این 

مولکول دارای ویژگی های متفاوت هستند یکی از مهم ترین 
کاربردهای آزمایش مولکولی برای تشــخیص هویت، کشف 
روابط خانوادگی، تشــخیص هویت اجساد سوخته و ... این 
حوزه حال بســیاری از مشــکات و ادعاهــای موجود در 
پزشکی قانونی است؛ چرا که این نوع آزمایش بسیار دقیق و 
با خطای پایین انجام می شود از آنجا که خصوصیات ژنتیکی 
فرد در همه ســلول هایش وجود دارد، استفاده از این شیوه 
به پژوهشگران امکان می دهد با در اختیار داشتن یک قطعه 
مو، یک قطره خون، یک قطعه اســتخوان یا حتی آثار بزاق 

دهان یک فرد نسبت به شناسایی او اقدام کنند.
نمونه های قابل اســتفاده برای بررسی DNA در پزشکی 
قانونی خون و لکه های خون، دندان و استخوان، بزاق، ادرار 
و دیگر مایعات بیولوژیک، بافت و اندام، ناخن و مو هســتند 

.)11(
DNA در تمــام ســلول های بدن وجــود دارد. یکی از 

آسان ترین و بی خطرترین راه های دستیابی به سلول ها برای 
آزمایش DNA، استفاده از یک گوش پاک کن است که به 
وســیله آن می توان سلول های سطح داخلی مخاط دهان را 
به دست می آورد. ســپس در آزمایشگاه، DNA از سلول ها 
جدا می شــود و بخش های خاصی از آن مورد بررســی قرار 
می گیرد. این بخش های خــاص می توانند ارتباطات فامیلی 
و خانوادگی بین افراد را نشــان دهند و یا در تعیین هویت 

فرد مؤثر باشند.
دســتیابی به اطاعات چنین بررســی های مولکولی که 
مربوط به تشخیص هویت علی الخصوص از روی بازمانده های 
جسد می شود، مستلزم صرف زمان و انجام مراحل بیشتری 
اســت؛ چرا که راه دسترسی به اطاعات جسد محدود است 
و تنها مورد قابل مطالعه که دارای DNA قابل بررسی باشد 
اغلب باقیمانده استخوان ها می باشد. در استخراج DNA از 
استخوان به شرط عبور از مرحله برش استخوان و شستشو، 
آلودگی زدایی مناسب، استفاده از محلول های ویژه وارد روال 
عادی استخراج شده و به مراحل آزمایشی معمول می رسیم. 
بنا بر فرآیند اشاره شده، کسب اطاعات برای تعیین هویت 
از باقیمانده جسد در مقایســه با تعیین هویت دو فرد زنده 
زمانبر بوده و احتیاج به صبر و شــکیبایی بیشــتری دارد؛ 
مخصوصاً اگر مرحله پیش از آزمایش که مربوط به کســب 
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مجوز و قانع کردن مجریان قانون برای اجازه انجام نبش قبر 
را هم در نظر بگیریم.

نکته دیگری که باید در اســتخراج DNA توجه شــود، 
انتخاب صحیح پرایمرها است )8( تا اختصاصیت و حساسیت 
آزمایش بااتر باشــد و خسارت کمتری را موجب شود. نبود 
آلودگی در داده ها )داده بدون محدودیت زمانی( بســیار پر 
اهمیت اســت و ما را به حقیقت نزدیک تر می کند. بنابراین 
برای رسیدن به هدف در آزمایش، نیاز است از نبود آلودگی 
اطمینــان حاصل کرده و از همان ابتدا به منظور اســتفاده 

بهینه از زمان مراحل آلودگی زدایی طی شود )3(.
مــا در این مقاله به یکــی از مزایای علم ژنتیک اشــاره 
کردیم؛ بی شــک علوم مربوط به حــوزه ژنتیک هم اکنون 
و با پیشــرفت بیشتر در آینده به عنوان چراغ روشن کننده 
مســیر تاریــک مجهــوات و مکتومات در رابطــه با حوزه 
پزشــکی قانونی، تعیین هویت و حتی رشته باستان شناسی 
بــرای افزودن آگاهــی به محققان کمک رســانی می کنند 
 و از جملــه علــوم ضروری برای زندگی بشــر به حســاب

 خواهند آمد.
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