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 دقیقه 120زمان آزمون: 

 

 1397واپسین روز های زمستان 

 با بهترین آرزو ها

 



 

 مواد و ابزار ارائه شده به هر شرکت کننده:

 :1بخش 

: 3و 2بخش    

 و یا مقدار  لیبل روی ماده نام ماده/ وسیله

  سمپلر مربوطه 10سرسمپلر 

  سمپلر مربوطه 100سرسمپلر 

  سمپلر مربوطه 1000سرسمپلر 

  تایی 96پلیت 

  چاهک پلیت مخصوص الایزا

 عدد 2 پوشش سر چاهک

 عدد 1 آلومینیومی لفوی

 با لیل سبز( 5/0)ویال   ST1-St6 های استانداردلمحلو

 با لیل سبز( 5/0)ویال Cont کنترل

 با لیل سبز( 5/0)ویال  Sample نمونه

Assay buffer A با لیل مشکی(5/1)ویال 

 (50)فالکون  W محلول شستشو

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

 با لیل مشکی(5/1)ویال  B محلول رنگزا

 با لیل مشکی(2)ویال  S کننده محلول متوقف

لیزات حاصل از سلول های ترنسفکت شده با 

 UB3Aبا پلاسمید حاوی 
X1 با لیل آبی( 5/0)ویال 

 مقدار یا تعداد ابزار مواد و

 میکرولیتر 6 )روی یخ نگهداری شود( (BamHI)آنزیم برشی 

 میکرولیتر 6 )روی یخ نگهداری شود( (HindIII) آنزیم برشی

 میکرولیتر 6 )روی یخ نگهداری شود(    (XhoI) آنزیم برشی

 میکرولیتر  90 د(و( )روی یخ نگهداری ش DNA (T)در بافر آنزیم های برشی )با لیبل  DNAنمونه 

 میکرولیتر 100 (DW)با لیبل  miliQآب 

 1 تانک ژل الکتروفورز به همراه ژل

 ست p100 1و  p10سمپلر و تیپ های 

 1 کرنومتر

 میکرولیتر 5 (M)با لیبل  DNAمارکر سایز 

 میکرولیتر 80  (loading dye)رنگ بارگذاری 

 ست 1 رک میکروتیوب به همراه لیبل اسم شرکت کننده

 عدد 1 مارکر 



لیزات حاصل از سلول های ترنسفکت شده با 

پلاسمید فاقد ژن لیزات حاصل از سلول های 

 S505ترنسفکت شده با پلاسمید 

X2  با لیل آبی( 5/0)ویال 

از سلول های ترنسفکت شده با لیزات حاصل 

 E502pپلاسمید 
X3  با لیل آبی( 5/0)ویال 

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

 (15)فالکون  Bradford محلول بردفورد

 

 بخش تشکیل شده است: 3آزمون از 

 نمره( 50) زیم های محدود کنندهنآبا استفاده از  DNAهضم آنزیمی  قیاز طر (gene mapping) ژن ینقشه بردار:  1بخش 

 نمرهhsCRP (22 )بررسی مقدار فاکتور : 2بخش 

 نمره( 25بررسی غلظت پروتئین ): 3بخش 

 

 (که نیازی به اعشار ندارد DNAاندازه قطعات رقم اعشار بنویسید.) به جز  3تمامی اعداد را تا 

 ه آن نمره تعلق می گیرد.بیادداشت نمایید.  همه محاسبات را 3و  2در بخش 

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

 

 

تایید وجود و   کنندهمحدود  زیم هاینآبا استفاده از  DNAهضم آنزیمی  قیاز طر (gene mapping) ژن ینقشه بردار: 1بخش 

 انسانی در یک وکتور کلونینگ DNAقطعه  یا چند یک

 مقدمه:

منحصر به  لیبر اساس پروفا کیتکن نیشود. ا یاستفاده م DNA قطعات تیو هو ترتیب لیو تحل هیدر تجزعمول به طور م یکیژنت ینقشه بردار

و  endonucleases (RE) restrictionکننده  محدودهای برشی آنزیم از یخاص بیبا ترکDNA هضم  شده پس از دیتول DNA فرد قطعات

ها و در بیماری ، یافتن ژن های مسئولژن ها میو تنظ عملکرد مطالعهکلونینگ ژن،  یبرا تکنیک نیاست. ا DNA الکتروفورزژل توسط نمایش 

 .قدرتمند است اریبسو همچنین به عنوان ابزاری در پزشکی قانونی  هاآن تشخیص

اندازه و  قه ایحل) "V" وکتور ای کلونینگ دیپلاسم کی در یانسان DNAاز  یقطعات ایقطعه وجود که  موظفیدشما  ک،یتکن نیبا استفاده از ا

های استفاده از آنزیم با ”DNA “Tکردن  هبا انکوب DNAبه انجام هضم  ازیشما نبدین منظور . را تایید کنید( نوکلئوتیدجفت  5430 یبیتقر

الکتروفورز ژل،  . پس ازدارید (در جدول ارائه شده است و مقادیرشرح داده  اتیجزئدر ادامه )شده از پروتکل داده  یرویبا پ برشی محدود کننده

 .شود( یانجام م یشگاهیآزما یها نیکار توسط تکنس نی)ا عکس برداری و پرینت گرفته خواهد شد شما جینتا



 : پروتکل و روش

ار داده شده اختیار شما قردر  شماره گذاری شده در یک رک تیوب 8 تعداد) دیکن شروعخود را  DNA، هضم زیربا استفاده از جدول  -1

 قادیر به میکرولیتر است()تمامی م (.است

 

O (DW)2H XhoI HindIII BamHI DNA (T) Tube NO. 
9 - - 1 10 1 
9 - 1 - 10   2 
9 1 - - 10 3 
8 1 - 1 10 4 
8 - 1 1 10 5 
8 1 1 - 10 6 
7 1 1 1 10 7 

10 - - - 10 8 
 

 مخلوط هیهنگام تهط کنید. طور کامل مخلوبه را کردن آنها  تاژپیپ با یو به آرام دیر مناسب واکنش دهنده ها آماده کنقادیمبا  مخلوط ها را -2

 . دیآلوده نکن یگرینمونه را با د ک، یتیوبهر 

 و آنها را به مدت دیر دهقرااسم خودتان برچسب دارای  رکبرداشته و آنها را در  خیها آماده شده اند، آنها را از  تیوبتمام  نکهیبعد از ا -3

مونه در انکوباتور و ن) برای گذاشتن  .دیاختصاص داده شده به آنها بگذاریا انکوباتور در  گرادیدرجه سانت 37 یدر دمادقیقه  45حداقل 

 بازپسگیری آن با استفاده از ساین مسئولین آزمایشگاه را فرا بخوانید.(

 : دیپاسخ ده نامهدر پاسخ ادامه سوالاتبه  ون،یانکوباس در طول مدت -4

 

هضم شده  4ER میآنز کی( توسط جفت نوکلئوتید 2000) یخط یانسان DNAقطعه  کی: دیریرا در نظر بگ ریز یویسنار( امتیاز 7)  -1-1

 وهضم شد  گرید RE5 میآنز کیبا  DNA 2kbpشود. همان قطعه  یم لیتبدجفت نوکلئوتیدی  400و  650 ،950 قسمت 3و به 

 زیمهر دو آن باهمزمان  جفت نوکلئوتیدی DNA 2000 نیکه ا یشد. و هنگام ایجاد جفت نوکلئوتیدی 1200و  800دو قسمت 

RE4  وRE5  ،قطعه 4هضم شده بود DNA جفت نوکلئوتیدی950و  150 ، 250 ، 650 :شد دیتول. 

ارائه  ییراهنما به عنوان ریطرح در ز نینمونه از ا کی. دیهضم ارائه دهدر  RE5و  RE4 تیرا با نشان دادن موقع DNAقطعه  نیا ینقشه خط

 ه است.شد

 

 

 

 

 ها را از انکوباتور خارج کنید. تیوبها، دقیقه از هضم آنزیم 60پس از اتمام مدت زمان  -2

 .ه طور کامل مخلوط کنیدپیپتاژ کردن ببه آرامی اضافه و با  تیوبهر ( به بی رنگ)آ dye-loadingمیکرولیتر از  5 -3

 DNAمارکر سایز از  تریکرولیم 5. انتقال دهیدژل آگارز  "کچاه"به  را loading dyeهضم شده با  DNAاز مخلوط نمونه  تریکرولیم 10 -4

 .دیده چاهک ها انتقال به چپ به راست ژل ازو  ریز طرحخود را با توجه به  ی. نمونه هاچاهک جداگانه انتقال دهید به یکرا 

RE5 RE5 RE4 

  750 bp  350 bp  250 bp  350 bp 



 1چاهک  2چاهک  3چاهک  4چاهک  5چاهک  6چاهک  7چاهک  8چاهک  9چاهک 

 DNAمارکر سایز  1 تیوب 2 تیوب 3 تیوب 4 تیوب 5 تیوب 6 وبتی 7 تیوب 8 تیوب

 

اگر به  .دیا لمس نکنراز الکترود  یبخش چیه دی. لطفا مراقب باشدکمه پاور را بزنید تا چراغ سبز آن روشن شودو  گذاشتهرا تانک ژل درب  -5

 .اطلاع دهیدلطفا  دیدار ازیها ن نیکمک تکنس

 :دیپاسخ ده پاسخنامهدر  ریز ی، به پرسش هادقیقه( 30تا  20) ژلران شدن  مدت زماندر  -6

 ت میکند:( از الگوی زیر تبعیV)در ژل  روی آن DNAحرکت  سرعتژلی را طراحی کرده اند که  پژوهاندانشامتیاز(  7)  -1-2

1

𝑉
= log( 𝑥) ∗

𝑎

log(𝑥) + 𝑏
  

ت آورید. سپس را بدس bو  a ه شده است. داده ها را خطی کنید و با رگرسیون،مربوط به آنها داد rfدر جدول زیر سایز چند قطعه استاندارد و 

 باشد.(می 0.65قطعه مجهول  rfسایز قطعه با سایز نامعلوم را مشخص کنید: ) 

rf سایز قطعه 

0.77499 5500 

0.822865 2000 

0.863764 1000 

0.913787 500 

1 200 

 

 بخواهید از ژل شما عکس بگیرد. پس از اتمام ران شدن ژل از تکنسین -7

 

 .شود می ارزیابی ژل کیفیت با ژل ران شدن در شما ( مهارتامتیاز 25)  -3-1

 

 

 

 

)بر اساس  با همین سه آنزیم (DNA T)ارائه شده در زیر که حاصل هضم آنزیمی پلاسمید  ژل تصویر اساس به علت محدودیت زمان بر -8

 :دهید پاسخ زیر سوالات به نامهدر پاسخ ،(و با همان ترتیب  داده شدهجدول 



 

 

 ( عکس ژل بالا از استفاده با )پاسخ را بنویسید؟ DNA (T) نمونه تخمینی ( اندازهامتیاز 1) -4-1

 

را  آنها بین فاصله و XhoI و HindIII ،BamHI نسبی موقعیت دادن نشان با را DNA "T" احتمالی براییا نقشه های  نقشه( امتیاز 10) -5-1

 راهنمایی عنوان به ای نقشه چنین از نمونه یک. (. نوکلئوتید باشد 5500نوکلئوتید تا  20)فاصله ها میتواند از  کنیدرسم  پاسخنامه در

 .است شده ارائه

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

BamHI 

XhoI 

XhoI 

1.5 Kbp 

0.5 Kbp 

6.5 Kbp 



 بخش دوم:

  :مقدمه 

ر فردی با علائم تب، سردرد، قرمزی بیش از حد پوست و درد مفاصل به پزشک مراجعه می کند. پزشک احتمال ابتلا به التهاب را برای او در نظ

 می گیرد.

 hsCRP  (High sensitive C reactive protein)نمونه پلاسما فرد در اختیار شما قرار گرفته تا با انجام الایزا به بررسی مقدار 

    پردازید و با توجه به داده های بعدی امکان ابتلا فرد به التهاب را مشخص کنید.ب

  آزمایشانجامروش 

 بریزید. ها موارد  زیر را در چاهک 1

 

 

St6 St5 St4 St3 St2 St1 Well’s Name 

10 5 2.5 1 0.5 0 Concentrations(ngr/ml) 

 

 

 30 مدت بهثانیه به آرامی تکان دهید و ســپس درب  چاهکها را با برچســب مخصوص پلیت پوشــانده و 15پلیت را به مدت  2

 دقیقه در دمای اتاق انکوبه کنید.

روی چاهک ها را با برچسپ  به تمام  چاهکها اضافه کنید   مشخص شده( CEاز آنزیم کنژوگه شده )با علامت  µl50 مقدار   3

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

شستشو دهید. سپس   (Wمیکرولیتر بافر شستشوی آماده ) 200 بــار با 5الــی کنیــد و  چاهکهارا محتویــات  چاهکهــا را خ 4

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

Sample Cont St6 St5 St4 St3 St2 St1 Well’s Name 

  50µl 50µl 50µl 50µl 50µl 50µl STDs 

 50µl       Control 
Serum(cont) 

50µl        Sample 

50µl 50µl 50µl 50µl 50µl 50µl 50µl 50µl Assay buffer (A) 



5 100l  با علامت(از سوبسترای آماده مصرفB  )دقیقه در دمای اتاق و  15به تمام  چاهکها اضافه کنید و به مدت  مشخص شده

 .و در فویل قرار دهید  اریکی انکوبه کنیدت

را بالا ببرید و برای  زردنشانگر  .به تمام  چاهکها اضافه کنید مشخص شده(  Sاز محلول متوقف کننده )با علامت  100lمقدار 6

ت تئوری گیرد. ولی سوالای عملی شما قرار می)از داده های شما عکس گرفته میشود و ملاک نمره خواندن جذب وقت بگیرید.

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

 

 تعیین غلظت پروتئین  بخش سوم:

  :مقدمه 

  UB3Aیک بیماری شدید عصبی ژنتیکی است. این بیماری به علت عدم حضور ژن  (Angel man Syndrome) سندرم آنجلمن

در پاتولوژی   UB3Aو یا جهش های نقطه ای موثر در ژن فوق ایجاد می گردد. بررسی ها نشان می دهد فعالیت آنزیم پروتئین 

 proteasomalاز کمپلکس   S5aبا  ساب یونیت   UB3Aماران سندرم انجلمن موثر است. به نظر می رسد پروتئین بی

degradation     بر هم کنش می کند. هر نوع جهش  و یا تغییر در پروتئینUB3A   موجب تاثیرات مهاری بر فعالیت پروتئولیتیک

ینی است که پروتئین های غیر مورد نیاز و اسیب دیده را طی یک فرایند آنزیمی پروتئازوم می گردد.)پروتئازوم یک کمپلکس پروتئ

 می شکند و از بین می برد.(

. پلاسمید های حاوی ژن با جهش نقطه UB3A  2. پلاسمید های حاوی ژن 1)سلول طبیعی( با   Hek293در این آزمایش سلولهای 

ساعت سلولها لیز شده  24ژن به عنوان کنترل، ترنسفکت شدند و پس از  . پلاسمید های بدونL502E  3به نام   UB3Aای در ژن 

  μl 20 مقدارتوسط تست وسترن بلات در نمونه ها تایید گشت. سپس  UB3Aو پروتئین تام. به عنوان اولین تست  حضور پروتئین 

رسی فعالیت پروتئازوم استفاده شده. فعالیت از هر نمونه  برای بر  100ng/mlاز پروتئین تام استخراج شده از لیزات سلولی با غلظت

آزاد شده در طی زمان، رابطه مستقیم با فعالیت پروتئازوم   AMCپروتئازوم توسط کیت مخصوص بررسی شد، که  براساس آن مقدار 

 دارد.

 سوالات پاسخ دهید. شما در این آزمایش شما به بررسی غلظت سه پروتئین لیز شده به روش بردفورد طبق روش کار بپردازید و به

 روش انجام آزمایش 

را در  mg/ml 0,5( با غلظت BSAاز پروتئین استاندارد ) lμ 10, 8, 6, 4, 2 ,0 برای رسم منحنی استاندارد مقادیر  1

  A2- F2نام دارد.( همین مقادیر را در چاهک های  St5نمونه  μl 10 و  St0نمونه  μl 0ریخته ) A1-F1چاهک های 



استفاده کنید.( حجم نهایی هر چاهک را مطابق  A6-F6و  A5-F5در صورت هر گونه اشتباه از چاهک های تکرار کنید. )

 برسانید. 10μlمیزان حجم پروتئین استاندارد به

آب به هر  lμ5ریخته و  3C-3Aدر چاهک های   X2, X3X ,1از نمونه های lμ5   برای سه پروتئین مورد آزمایش نیز  2

 )ام تکرار کنید. 6از هر نمونه را در  ستون   10μl قدارچاهک اضافه کنید ) م

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

نشانگر زرد خود را بالا برده و با اجازه مسئول امتحان جذب های هر چاهک را بخوانید. مقادیر را یادداشت نمایید. همچنین  4

 ه به همراه نام و کد دانش آموزی خود وارد نمایید.مقادیر جذب خود  را در برگه کنار دستگا

ی به میز خود بازگردید و داده های را در جدول پاسخ نامه وارد نمایید. )از داده های شما عکس گرفته میشود و ملاک نمره 5

 .(گیرد. ولی سوالات تئوری براساس داده هایی که در جدول وارد کرده اید تصحیح خواهد شدعملی شما قرار می

 

 

 

 

 

 موفق باشید!


