
تسک اول بررسی مقدار فاکتور hsCRP (22 نمره) 

تسک دوم بررسی غلظت پروتئین (25 نمره) 

محاسبات تا سه رقم اعشار حساب شود. 
 همه محاسبات را یادداشت نمایید. به آن نمره تعلق می گیرد. 

فقط در 10 دقیقه اول اگر ماده و یا وسیله اي مشکل داشت تعویض می گردد. 
لیست مواد 

لیبل روي ماده  و یا مقدارنام ماده/ وسیله

سرسمپلر 10 سمپلر مربوطه

سرسمپلر 100 سمپلر مربوطه

سرسمپلر 1000 سمپلر مربوطه

پلیت 96 تایی

چاهک پلیت مخصوص الایزا

2 عددپوشش سر چاهک

1 عددفویل آلومینیومی

ST1-St6	 (ویال 5/0 با لیل سبز)محلولهاي استاندارد

Cont(ویال 5/0 با لیل سبز)کنترل

Sample (ویال 5/0 با لیل سبز)نمونه

Assay	buffer(ویال 5/1با لیل مشکی)A

W (فالکون 50)محلول شستشو

Conjugated	Enzyme(ویال 5/1با لیل مشکی) CE

B (ویال 5/1با لیل مشکی)محلول رنگزا

S (ویال 2با لیل مشکی)محلول متوقف کننده

لیزات حـاصـل از سـلول هـاي تـرنسفکت شـده بـا بـا 
UB3A پلاسمید حاوي

X1(ویال 5/0 با لیل آبی)

لیزات حـاصـل از سـلول هـاي تـرنسفکت شـده بـا 
پـلاسمید فـاقـد ژن لیزات حـاصـل از سـلول هـاي 

S505 ترنسفکت شده با پلاسمید

X2 (ویال 5/0 با لیل آبی)

لیزات حـاصـل از سـلول هـاي تـرنسفکت شـده بـا 
E502p پلاسمید

X3 (ویال 5/0 با لیل آبی)

50mg/ml (ویال 5/0 با لیل آبی)پروتئین معلوم با غلظت STD	Protein

Bradford (فالکون 15)محلول بردفورد



تسک اول (22	نمره) 

مقدمه:  ➢

فـردي بـا عـلائـم تـب، سـردرد، قـرمـزي بیش از حـد پـوسـت و درد مـفاصـل بـه پـزشک مـراجـعه می کند. پـزشک احـتمال ابـتلا بـه الـتهاب را بـراي او در نـظر 

می گیرد. 

نـمونـه پـلاسـما فـرد در اختیار شـما قـرار گـرفـته تـا بـا انـجام الایزا بـه بـررسی مـقدار protein)	reactive	C	sensitive	(High	 hsCRP بـپردازید و بـا 

توجه به داده هاي بعدي امکان ابتلا فرد به التهاب را مشخص کنید.    

 روش انجام آزمایش   ➢

موارد  زیر را در چاهک	ها	بریزید. 

پلیت را بـه مـدت 15 ثـانیه بـه آرامی تکان دهید و ســـپس درب  چـاهکها را بـا بـرچســـب مـخصوص پلیت پـوشـــانـده وبـه مـدت 30 2.

دقیقه در دماي اتاق انکوبه کنید. 

 مـقدار 50µl  از آنـزیم کنژوگـه شـده (بـا عـلامـت CE مـشخص شـده)  بـه تـمام  چـاهکها اضـافـه کنید  روي چـاهک هـا را بـا بـرچسـپ 3.

بپوشانید و به مدت 30 دقیقه در دماي اتاق و تاریکی انکوبه کنید  و در فویل قرار دهید. 

مـحتویــات  چـاهکهــا را خـالــی کنیــد و  چـاهکهارا 5 بـــار بـا 200 میکرولیتر بـافـر شسـتشوي آمـاده (W) شسـتشو دهید. سـپس  4.

چاهکها را وارونه کنید و همراه با تکان دادن خالی کنید.  

μl100 از سـوبسـتراي آمـاده مـصرف(بـا عـلامـت B مـشخص شـده)  بـه تـمام  چـاهکها اضـافـه کنید و بـه مـدت 15 دقیقه در دمـاي 5.

اتاق و تاریکی انکوبه کنید  و در فویل قرار دهید. 

مـقدارμl100 از محـلول مـتوقـف کننده (بـا عـلامـت S مـشخص شـده)  بـه تـمام  چـاهکها اضـافـه کنید. نـشانـگر زرد را بـالا بـبرید و بـراي 6.

خـوانـدن جـذب وقـت بگیرید. (از داده هـاي شـما عکس گـرفـته میشود و مـلاك نـمره ي عملی شـما قـرار می گیرد. ولی سـوالات تـئوري 

براساس داده هایی که در جدول وارد کرده اید تصحیح خواهد شد.)  

سوالات بخش اول (22 نمره) ➢

SampleContSt6St5St4St3St2St1Well’s	Name

50µl50µl50µl50µl50µl50µlSTDs

50µlControl	Serum(cont)

50µlSample

50µl50µl50µl50µl50µl50µl50µl50µlAssay	buffer	(A)

St6St5St4St3St2St1Well’s	Name

1052.510.50Concentrations(ngr/ml)



 جذب هر چاهک را یادداشت کنید(16 نمره). 1.

 منحنی استاندارد را رسم کنید. (همه جذب ها را از ST1 کم کنید) (2 نمره) 2.

کدامیک از مـعادلات زیر رابـطه غـلظت سـوبسـترا و جـذب را بهـتر تـوجیه میکند؟ بـراي هـر کدام از مـوارد مـعادلـه را 3.

خطی کرده، رگرسیون بگیرید، و جدول را پر کنید: (3 نمره) 




SampleContSt6St5St4St3St2St1

جذب

1:
1

Abs
= a x + b                       2:Abs = aebx



4- معادله اي که تطابق بهتري دارد را انتخاب کنید و غلظت نمونه مجهول را بر اساس آن بدست آورید. (1 نمره)	

تسک دوم تعیین غلظت پروتئین ( 23.5 نمره) 

مقدمه:  ➢

سـندرم آنجـلمن (Angel man Syndrome) یک بیماري شـدید عصبی ژنتیکی اسـت. این بیماري بـه عـلت عـدم 

حـضور ژن UB3A  و یا جـهش هـاي نـقطه اي مـوثـر در ژن فـوق ایجاد می گـردد. بـررسی هـا نـشان می دهـد فـعالیت آنـزیم 

پـروتئین UB3A  در پـاتـولـوژي بیماران سـندرم انجـلمن مـوثـر اسـت. بـه نـظر می رسـد پـروتئین UB3A  بـا  سـاب یونیت 

S5a   از کمپلکسproteasomal degradation    بــر هــم کنش می کند. هــر نــوع جــهش  و یا تغییر در پــروتئین 

UB3A  مـوجـب تـاثیرات مـهاري بـر فـعالیت پـروتـئولیتیک پـروتـئازوم می گـردد.(پـروتـئازوم یک کمپلکس پـروتئینی اسـت که 

پروتئین هاي غیر مورد نیاز و اسیب دیده را طی یک فرایند آنزیمی می شکند و از بین می برد.) 

در این آزمـایش سـلولـهاي Hek293  (سـلول طبیعی) بـا 1. پـلاسمید هـاي حـاوي ژن UB3A  2. پـلاسمید هـاي حـاوي ژن 

بـا جـهش نـقطه اي در ژن UB3A  بـه نـام L502E  3. پـلاسمید هـاي بـدون ژن بـه عـنوان کنترل، تـرنسفکت شـدنـد و پـس 

از 24 سـاعـت سـلولـها لیز شـده و پـروتئین تـام. بـه عـنوان اولین تسـت  حـضور پـروتئین UB3A تـوسـط تسـت وسـترن بـلات در 

نـمونـه هـا تـایید گشـت. سـپس مـقدار μl	20  از پـروتئین تـام اسـتخراج شـده از لیزات سـلولی بـا غـلظت100ng/ml  از هـر 

نـمونـه  بـراي بـررسی فـعالیت پـروتـئازوم اسـتفاده شـده. فـعالیت پـروتـئازوم تـوسـط کیت مـخصوص بـررسی شـد، که  بـراسـاس آن 

مقدار AMC  آزاد شده در طی زمان، رابطه مستقیم با فعالیت پروتئازوم دارد. 

شـما در این آزمـایش شـما بـه بـررسی غـلظت سـه پـروتئین لیز شـده بـه روش بـردفـورد طـبق روش کار بـپردازید و بـه سـوالات 

پاسخ دهید. 

روش انجام آزمایش ➢

.10,5 mg/ با غلظت (BSA) 10 ,8 ,6 ,4 ,2 از پروتئین استاندارد μl  0, براي رسم منحنی استاندارد مقادیر

ml را در چاهک هاي A1-F1 ریخته (μl	0 نمونه St0 و  μl	10 نمونه St5 نام دارد.) همین مقادیر را در 

معادله 2 معادله 1

a

b

r2



چاهک هاي A2- F2  تکرار کنید. (در صورت هر گونه اشتباه از چاهک هاي A5-F5 و A6-F6 استفاده 

کنید.) حجم نهایی هر چاهک را مطابق میزان حجم پروتئین استاندارد به10μl برسانید. 

بـراي سـه پـروتئین مـورد آزمـایش نیز    5μl از نـمونـه هـايX3, X2, X1  در چـاهک هـاي A3-C3 ریخته و 2.

5μl آب به هر چاهک اضافه کنید ( مقدار 10μl  از هر نمونه را در  ستون 6 ام تکرار کنید.) 

مقدار μl 200 از معرف برادفورد به هر چاهک اضافه کنید. 3.

نـشانـگر زرد خـود را بـالا بـرده و بـا اجـازه مسـئول امـتحان جـذب هـاي هـر چـاهک را بـخوانید. مـقادیر را یادداشـت 4.

نمایید. همچنین مقادیر جذب خود  را در برگه کنار دستگاه به همراه نام و کد دانش آموزي خود وارد نمایید. 

بـه میز خـود بـازگـردید و داده هـاي را در جـدول پـاسـخ نـامـه وارد نـمایید. (از داده هـاي شـما عکس گـرفـته میشود و 5.

مـلاك نـمره ي عملی شـما قـرار می گیرد. ولی سـوالات تـئوري بـراسـاس داده هـایی که در جـدول وارد کرده اید 

تصحیح خواهد شد.) 



سوالات بخش دوم  ➢

غـلظت هـاي پـروتئین هـا را در هـر چـاهک بـر اسـاس حجـم (10μl) مـحاسـبه نـمایید و در جـدول مـوجـود را تکمیل 1.

کنید. (13.5 نمره).  

منحنی استاندارد را رسم نمایید( جذب ها را از جذب A6 کم کنید)(2 نمره).  2.

 غـلظت پـروتئین هـاي مـجهول را مـحاسـبه کنید. تـمامی مـحاسـبات را یادداشـت نـمایید(3.5 نـمره). (مـعادلـه خـط را 1.

نیز بنویسید) 

X3X2X1St5St4St3St2St1St0

میانگین جذب



بـراي بـدسـت انـجام تسـت بـررسی فـعالیت پـروتـئازوم روي هـریک از نـمونـه هـاي X1 تـا X3 بـه چـه حجـمی از آنـها 2.

نیاز است؟ (3نمره) 

کدام یک از نمودار هاي فوق مرتبط به پلاسمید هاي حاوي ژن با جهش نقطه اي (E502p)	و کدام یک مربوط 3.

به سلول ترنسفکت شده با UB3A است(2نمره).؟	

 

در حین تسـت هـاي تجـزیه پـروتـئازومی یکی از کنترل هـاي مـهم در طی کار این اسـت که نـمونـه در حـضور و عـدم 4.

حـضور یک مـهارکننده پـروتـئازوم ویژه تیمار گـردد و فـعالیت بـررسی شـود. در نـمودار در اختیار شـما دو منحنی 

مـوجـود اسـت. یکی نـمونـه هـاي تیمار شـده بـا مـهارکننده پـروتـئازومی اخـتصاصی و دیگري هـمان نـمونـه بـدون تیمار 

است. کدام یک از نمونه هاي 1و2 با مهار کننده پروتئازومی ویژه تیمار شده اند (1 نمره)؟ 

   

X3:X2:X1:

1

 2

1

2
3 	.........................:UB3A سلول ترنسفکت شده با

 …………………(E502p)پلاسمید هاي حاوي ژن با جهش نقطه اي
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