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آزمون نهایی

زمان آزمایش: ۱۲۰ دقیقه 

این فایل به منظور آموزش عملی دانش پژوهان المپیاد زیست شناسی ایران گردآوری شده است.

آزمایشگاه سنجشی 
بیست ودومین المپیاد 
زیست شناسی ایران

آزمایشگاه بیوشیمی

     شامل ۳ + ۱ بخش



لیست مواد 

نشانینام مادهردیف
کلیات

ست سمپلرسمپلر1
آبی، زرد، کریستالیرک سر سمپلر2
جای فالکونرک3
-ماژیک4
-مداد5
-خط کش6
بشر با فویل آلومینیومتانک کروماتوگرافی7
-دستمال کاغذی8
فویل آلومینیومی9

بشر 50آب  مقطر10

رک کووت11
فویل آلومینیومی12

تسک اول
13X پروتئینX ویال 5 سی سی  با لیبل  پروتئین
ویال 5 سی سی  با لیبل  bufferبافر14
ویال 5 سی سی  با لیبل  پروتئین Sسوبسترا15
ویال 5 سی سی  با لیبل  پروتئین STمحلول استاپ واکنش16
9 عددکووت17

تسک دوم
18AمحلولB ویال 5/1  سی سی  با لیبل  پروتئین
19B محلولB ویال 5/0  سی سی  با لیبل  پروتئین
20C محلولC ویال 5  سی سی  با لیبل  پروتئین
ویال 5/1 سی سی با لیبل BSAپروتئین استاندارد21
ویال 5  سی سی  با لیبل   H Proپروتئین هیدرولیز شده22
--پلیت 96 تایی23
ویال 5/1  سی سی  با لیبل   سودسود24
25F محلولF   ویال 5/1  سی سی  با لیبل
26G محلولG   ویال 2  سی سی  با لیبل
ویال 5/1  سی سی  با لیبل   ASاسید سولفوریک27

تسک سوم
28TLC کاغذ-
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رار داده  تــمامی وســایل و مــواد مــوجــود در این لیست در اختیار اینجانــب.......................................... قـ
شده است.  و هیچ گونه اعتراضی ندارم. 

29Glutainne محلول حاوی اسیدآمینهGlu ویال 5/0  سی سی  با لیبل  پروتئین
30Aspargine محلول حاوی اسیدآمینهAsp ویال 5/0  سی سی  با لیبل  پروتئین
31Serine محلول حاوی اسیدآمینهSer  ویال 5/0  سی سی  با لیبل  پروتئین

ستون کروماتوگرافی در ارلن32
حـواسـتان بـه سـتون بـاشـد تـا سـتون خشک و خـالی از  بـافـر 

نشده باشد.
ویال 5/1  سی سی  با لیبل  پروتئین  Serمحلول شناساگر33
فالکون با لیبل  CHحلال34
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توضیحات اولیه. 
در گـونـه ی (Trypanosoma grayi ) یک پروتئین جـدید بـا  خـاصیت آنـزیمی کشف شـده اسـت. در این سـه تسک 

شما به بررسی برخی  از خصوصیات این پروتئین خواهد کرد. 
تسک اول بررسی ویژگی های آنزیمی (30 امتیاز) 

تسک دوم شناخت برخی از اسیدهای آمینه (30 امتیاز) 
تسک سوم بررسی وزن کروماتوگرافیک پروتئین ( 23 امتیاز) 

تسک اول. بررسی ویژگی های آنزیمی (30 امتیاز) 
مقدمه: 

یک روش آنـزیمی برای بـررسی خـصوصیات آنـزیم مـدنـظر پیدا شـده اسـت. این پـروتـوکل آنـزیمی را اجرا کنید و بـه 
سوالات پاسخ دهید. 

روش کار: 
8 کووت در اختیار شما قرار داده شده است.کووت ها را حتما لیبل کنید. 1.
بـه  روش رقیق سـازی سـریالی در 4 کووت 4 غـلظت مـتفاوت از سـوبسـترا (20mM)  را بـسازید. بـه طـوری که 2.

حجم نهایی هر کووت 250µM باشد.  برای رقیق سازی از بافر (buffer)  استفاده کنید. 
   مطابق جدول 1 را در  کووت  ها  موارد زیر را بریزید. (حجم ها به µl است) 3.

جدول 1 

پــس از ریختن آنــزیم زمــان بگیرید و پــس از 5 دقیقه  مــقدار  250µl از محــلول S را در کووت هــا بــریزید. تــا 4.
واکنش متوقف شود.   2 دقیقه پس از ریختن محلول S واکنش کاملا متوقف می شود. 

سـپس در چـهار کووت دیگر مجـدد مراحـل 4-2  را تکرار کنید. بـا این تـفاوت که  این بـار پـس از 25 دقیقه که 5.
واکنش تـمام می شـود. ترکیب S را بـه کووت هـا اضـافـه کنید.  پـس از 5 دقیقه نـشان آبی را بـلند کنید تـا برای 

خواندن جذب ها وقت بگیرید. 
برای ساختن بلنک طبق جدول مقابل عمل کنید 6.

جدول 2 

4321
125125125125Buffer
250250250250Enzyme

Stop solutionSBufferBlank
250250500Volume (µl)
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سوال 1.1 جذب های خود را صفحه ای که مسئول آزمون در اختیار شما قرار می دهد وارد کنید (16 امتیاز) 
ســوال ۱.۲ بــا تــوجــه بــه اینکه 25 دقیقه زمــان کامــل شــده واکنش بــوده بـرای زمــان 25 دقیقه منحنی اســتانــدارد 
تغییرات جـذب بـر مـبنای تغییرات غـلظت رسـم کنید.  رگرسیون خـط را مـحاسـبه نـمایید و مـعادلـه خـط را یادداشـت 

کنید. (  3 امتیاز) 
معادله خط: 

سـوال ۱.۳ ازروی مـعادلـه خـط سـوال 2-1  و بـا تـوجـه بـه جـذب هـای زمـان 5 دقیقه جـدول 3 در زیر را کامـل کنید. 
( 4 امتیاز) 

جدول 3 
4321

ابـــــــتــدای  در  غـــــــلــظــت   X1

واکنش
زمـــــــان 5  در  غـــــــلـظـت   X2

دقیقه
V سرعت در زمان 5 دقیقه
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سوال ۱.۴ منحنی لینویور برگ را یاداشت کنید. و مقادیر Km و Vmax را گزارش نمایید. (5 امتیاز) 

ســوال ۱.۵  اگــر غــلظت پــروتئین X  اســتخراج شــده  در این فــعالیت 35ng/mL بــاشــد. فــعالیت ویژه آنـــزیم را 
مشخص کنید. محاسبات خود را یادداشت نمایید. ( 2امتیاز) 

Km

Vmax
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تسک دوم بررسی هیدرولیز پروتئین (30 امتیاز) 
مقدمه. 

رافی و طیف سنجی جــرمی در دســترس نــبوده و مــا  در این جــا از آن جــا که تکنیک هــایی هــم چــون کریستالــوگــ
احتیاج بـه یک سری اطـلاعـات سـریع از پروتئین داشـتیم. پروتئین را هیدرولیز کردیم تـا اسیدآمینه هـای مـوجـود در 
پـروتئین را مـشخص کنیم. دو روش هیدرولیز اسیدی و قلیایی برای پـروتئین هـا در دسـترس اسـت الـبته هـر کدام 
از این تســت هــا می تــوانــند منجــر بــه از دســت رفــتن بـرخی از اسیدهــای آمینه پــروتئین شــونــد. بــه طــور مــثال در 
هیدرلیز قلیایی اسید آمینه آرژنین  و در هیدرولیز اسیدی اسیدهــــای آمینه تــــریپتوفــــان و تــــا حــــدودی ســــرین و 
  X تـرئـونین   از دسـت می رونـد ولی بـا این حـال اطـلاعـات قـابـل تـوجهی را می تـوان بـه دسـت آورد. در اینجا پروتئین
رایند هیدرولیز در  بــا درصــد خــلوص بــالا تــر و حجــم کم در ویال 0.5  و هــمان پــروتئین پــروتئین پــس از انــجام فــ
رفــته اســت و در این تسک شــما بــاید دو  تســت در مــورد پـروتئین X  و هیدرولیز شــده، انــجام  رار گـ اختیار شــما قـ

 دهید. 
تست اول. تعیین  درصد هیدرولیز 

در این بـخش شـما غـلظت بـا انـجام تسـت لـوری بـر روی دو پـروتئین در اختیار شـما  قـبل و بـعد از هیدرولیز درصـد 
هیدرولیز پروتئین را تعیین می کنید. 

 بـرای رســم منحنی اســتانــدارد  از پـروتئین اســتانــدارد BSA( بــا غــلظت 5mg/mL)  اســتفاده کنید و شــما حــق 1.
دارید 4 غـلظت اسـتانـدارد بـه انـتخاب خـود را در چـاهک هـای A1-F1  بـسازید و همین مـقادیر را در چـاهک 
هـــای  A2 -F2 و A3 -F3 تکرار کنید. در صـــورت هـــر گـــونـــه اشـــتباه از چـــاهک هـــای A12-F12 و A11-F11 و 

A10-F10  استفاده کنید.(حجم نهایی هر چاهک مطابق میزان حجم پروتئین استاندارد به 50μl است. ) 

در مـورد  نـمونـه هـای پروتئینی X و هیدرولیز شـده نیز ابـتدا در چـاهکهای G1-H1و در سـتون مـتناظـر H2-G2 و 2.
μl ،H3-G3 45 آب بریزید و  سپس 5μl  از نمونه های مجهول اضافه کنید..  

مـقدار 45μl از محـلول A بـه هـر چـاهک اضـافـه کنید.  سـپس نـشانـگر سـبز خـود را بـالا بـبرید تـا مسـئول امـتحان 3.
بــه مــدت 10 دقیقه نــمونــه هــا را در دمــای C˚ 50 انکوبــه کنید. پــس از گــذشــت زمــان 10 دقیقه بــا بــالا بـردن 

نشانگر سبز نمونه خود خود را برای ادامه کار بگیرید.  
مـقدار 5μl  از محـلول B بـه هـر چـاهک اضـافـه کنید.  پلیت را مـدت 10 دقیقه در فـویل بـپوشـانید تـا نـور نبیند 4.

و در دمای اتاق انکوبه گردد.  
در ویال 250µl ،C فولین وجود دارد. شما با اضافه کرد3750µl آب به آن ترکیب را رقیق کنید. 5.
مـقدار 150μl از محـلول C امـاده شـده را بـه هـر چـاهک اضـافـه کنید.  سـپس نـشانـگر سـبز  خـود را بـالا بـبرید تـا  6.

مســئول امــتحان بــه مــدت 10 دقیقه نــمونــه شــما را در دمــای C˚ 50 انکوبــه کنید. پــس از گــذشــت زمــان 10 
رای ادامـه کار بگیرید. بـا بـالا بـردن نـشان گـر زرد وقـت  دقیقه بـا بـالا بـردن نـشانـگر سـبز نـمونـه خـود خـود را بـ

برای جذب بگیرید 
بـا اجـازه مسـئول امـتحان جـذب هـای هـر چـاهک را در طـول مـوج  490nm بـخوانید. مـقادیر را یادداشـت نـمایید. بـه 

میز خود بازگردید و داده های را در جدول پاسخ نامه وارد نمایید.  
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سـوال ۲.۱ جـدول زیر را  براسـاس غـلظت هـای مـورد اسـتفاده خـود و حجـم هـایی که اسـتفاده نـموده اید، پـر کنید. 
(4 امتیاز) 

جدول 4 

سوال 2.2 جذب های خود را در  در این محل چسبانید. (16 امتیاز) 

F E D C B A

پـــــــروتــــــــــــــــئیــــــــــــــــن 

BSAاستاندارد
آب

غلظت
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سوال ۲.۳ منحنی استاندارد BSA  را در پاسخ نامه رسم کنید.  (5/2 امتیاز) 

سوال ۲.۴ غلظت پروتئین قبل و بعد از هیدرولیز را حساب کنید.. (2 امتیاز) 

سوال ۲.۵ درصد هیدرولیز پروتئین را تعیین کنید. ( 0.5 امتیاز) 

تست دوم. تعیین نوع هیدرولیز 
دراین مرحـله شـما بـاید دو تسـت تشخیصی سـاکاکوچی (تسـت تشخیص آرژنین) و هـاپکینزکول (تسـت تشخیص 

تریپتوفان) را طبق پروتوکل انجام دهید. 
رار دارد از 2 لــولــه بـرای تســت هــاپکینز کول و 2 لــولــه بـرای تســت ســاکاکوچی اســتفاده  ۴ لــولــه دراختیار شــما قـ

نمایید.  
.A تسـت سـاکاکوچی: دو لـولـه بردارید در یک لـولـه یک سی سی آب بـه عـنوان شـاهـد و در لـولـه دیگر 1 سی سی

از نـمونـه پـروتئین هیدرولیز شـده بـریزید. بـه هـر لـولـه mL 500 سـود و 100µl محـلولF اضـافـه کنید. رنـگ قرمـز 
نشانه وجود آرژنین است. 
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.B 500 از نـمونـهµl 500  آب بـه عـنوان شـاهـد و در لـولـه دیگرµl تسـت هـاپکینزکول: دو لـولـه بردارید در یک لـولـه
زالـيك بـه هـر لـولـه اضـافـه كـنيد. لـولـه را كـج كـرده  و بـه  پـروتئین هیدرولیز شـده بـریزید. مـقدار 900µl  گـلي اگـ
آرامي  قطره قطره اسيد سولفوريك  ( ویال با لیبل AS) اضافه كنيد. تشکیل حلقه رنگی جواب مثبت است. 
هشـدار: لـولـه هـا را تـا انـتهای مراحـل امـتحان و بررسی تـوسـط مسـئول امـتحان دور نـریزید. در صـورت ریخته شـدن و 
نـداشـتن لـولـه هـا نـمره این مـرحـله بـرای شـما مـنظور نـخواهـد شـد و هیچ بـهانـه ای قـابـل پـذیرش نمی بـاشـد. (4 

امتیاز) 
سوال 2.7 نوع هیدرولیز  را مشخص کنید. سوال دارای نمره منفی نیز می باشد؟ (1امتیاز) 
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تسک سوم کروماتوگرافی پروتئین X ( 23امتیاز) 
 TLC تست اول. انجام

سـه اسیدآمینه مـعلوم در اختیار شـما قرار دارد طـبق پروتـوکل برای این سـه اسید آمینه و نـمونـه پروتئین هیدرولیز 
شده تست TLC را انجام داده و به سوالات پاسخ دهید. 

بر روی کاغذ TLC با مداد یک خط بکشید 1.
2 میکرولیتر از هـر نـمونـه ( Ser ,Asp ,Glu  و پروتئین هیدرولیز شـده) را بـا فـاصـله مـناسـب بـر روی کاغـذ قرار 2.

دهید. 
پس از خشک شدن نقاط کاغذ را در تانک قرار دهید. 3.
پـس از اینکه تـا قـسمت هـای بـالایی کاغـذ حـلال بـالا آمـد. کاغـذ را خـارج نـمایید. محـل بـالا آمـدن را بـا مـداد 4.

مشخص کنیدو اجازه دهید خشک شود. 
اجازه دهید کاغذ خشک شود.  5.
پــس از 5 دقیقه بــا بــالا بــردن مجــدد نــشان ســبز کاغــذ را پــس بگیرید. ( مســئولیت گــرفــتن زمــان بــا خــود 6.

شماست. 
کاغذ را باید در انتهای آزمون تحویل دهید. (5 امتیاز) 7.

سوال 3.1 مقدار RF سه اسیدآمینه را تا بالا ترین نقطه حرکت اسیدآمینه محاسبه کنید. (3 امتیاز) 

سـوال 3.2 حـضور کدام اسیدهـای آمینه در آنـزیم هیدرولیز شـده طـبق  اطـلاعـات این تسـت  انـجام شـده مـحتمل 
است. ( سوال دارای امتیاز منفی نیز می باشد) ( 2امتیاز )  

سـوال 3-3 بـا تـوجـه بـه داده هـای بـدسـت آمـده در این تسک و تسک هـای قبلی پـروتئین X مـتعلق بـه کدام گـروه 
از آنزیم های زیر می تواند باشد. ( سوال دارای امتیاز منفی نیز می باشد)  (1 امتیاز) 

کاسپازها که آسپارژین پروتئاز هستند. 1.
انیدرازها که متالوپروتئیناز هستند. 2.
یپسین ها  که سرین پروتئاز هستند. 3.
دارای دو ناحیه فعال آنزیمی با دو اسیدآمینه موثر می باشد. 4.
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تست دوم. تعیین وزن مولکولی پروتئین مجهول 
در این تسک شما با انجام کروماتوگرافی Size Exclusion  وزن مولکولی پروتئین را تعیین می کنید. 

روش انجام کار: 
900µl  از ترکیب IN را در ارلن زیر ستون بریزید. 1.
ستون کروماتوگرافی در اختیار شما قرار گرفته است. درب بالایی ستون را بردارید تا بافر خارج شود. 2.
100µl از پروتئین X  را در ویال حاوی نشانگر بریزید.  3.
درب پایینی ستون را بردارید تا محلول خارج شود. 4.
حـال 100µl از ترکیب پروتئین X و نـشانـگر را در سـتون بـریزید. ( نـوک تیپز را بـه رزین سـتون نزدیک نـمایید امـا 5.

در آن فرو نبرید.) 
حـال  ۲00µl  از حـلال را درسـتون بـریزید . تـا از سـتون خـارج شـود. بـه آهسـتگی کار کنید.( این مرحـله را تـا آبی 6.

شدن ترکیب ارلن ادامه دهید) 
تمام مدت حواستان به ستون باشد تا ستون خشک و خالی از  بافر نشود. 7.

سوال 3.5 حجمی که برای خروج پروتئین استفاده شده چقدر بود؟ ( 4امتیاز) 

سـوال 3.5 حجـم مـورد اسـتفاده برای خـروج پـروتئین هـای اسـتانـدارد در اختیار شـما قرار داده شـده اسـت و نـمودار 
حجم مورد استفاده بر اساس تغییرات وزن مولکولی را رسم نمایید. جدول 6 را پر کنید. (6 امتیاز) 

جدول 5 
Used Volume (ml)Molecular weight (Da)Protein Name

2.8669000Thyroglobulin

2.35440000Ferritin

2.1158000Aldolase

1.643000Ovalbumin

1.0912500Cytochrome

0.322126Gastrin
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جدول ۶ 

سوال 3.6 وزن مولکولی پروتئین را تعیین کنید (2 امتیاز) 

2. Y:alogx+b1. y:ax+b

a

b

!R2
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بخش سوالات مولکولی 
در دهـــه اخیر ، دانـــشمندان روشی قـــدرتـــمند بــرای ویرایش ژن در مـــوجـــودات زنـــده تـــوســـعه داده انـــد که بـــاعـــث 

پیشرفت های سریعی در مهندس ژنتیک شده است. 
رابـر بـاکتریوفـاژ هـا کمک می کند.در  پـروتیین cas9 ،یک پـروتئین بـاکتریایی اسـت که بـه بـاکتری هـا در دفـاع در بـ
ســلول هــای بــاکتریایی ، پــروتئین cas9 بــه هــمراه یک RNA راهــنما ( guide RNA )   که از نــاحیه CRISPR  در 
ژنـوم بـاکتری رونـویسی می شـود، در دفـاع عـمل می کند.CAS9 یک نـوکلئاز اسـت که DNA  دو رشـته ای را بـرش 
می دهــد. بــر خــلاف انــزیم هــای بـرش دهــنده (Restriction Enzyme) که فــقط یک جــایگاه خــاص در DNA  را 
برش می دهـند، یک پـروتیین  CAS9می تـوانـد هـر جـایگاهی در DNA که بـه سـمت آن هـدف دهی شـده اسـت را 
برش دهـد. هـدف دهی cas9 تـوسـط guide RNA رخ می دهـد بـه این شکل که CAS9  جـایگاهی در ژنـوم را که 
تــوالی مکمل بــا guide  RNA  دارد شــناســایی و DNA را بـرش میدهــد.guide  RNA هــا از نــاحیه CRISPR  در 
  guide ان دارای  CRISPR ژنـوم رو نـویسی می شـونـد ،هـر چـه بـاکتری بـا فـاژ هـای بیشتری تـماس داشـته ، نـاحیه

RNA های مربوط به فاژهای بیشتری است. 
در سـلول هـای یوکاریوتی هـنگامی که  DNA، CAS9  را بـرش میدهـد،انـتها هـای شکسته شـده  DNAمکانیسم 
هـای ترمیمی را بـه راه میانـدازنـد.Homology directed repair (HDR)یکی از مکانیسم هـای ترمیمی اسـت که 
تـرمیم قـطعه اسیب دیده را بـه کمک یک تـوالی هـومـولـوگ بـا قـطعه اسیب دیده انـجام میدهـد.  بـه کمک روش 

(HDR) میتوان قطعات دلخواهی را به ژنوم وارد کرد.  

۴.۱. درستی یا نادرستی گزاره های زیر را تعیین کنید. (هر گزاره ۰.۵ نمره مثبت ۰.۲۵ نمره منفی) 
آ. مـقاومتی که بـه صـورت طبیعی تـوسـط سیستم CRISPR CAS ایجاد می شـود ، در تـمام طـول  عـمر  بـاقی می 

ماند اما به زادگان انتقال داده نمی شود.  
ب. سیستم CRISPR CAS در ارکی باکتری های نیز یافت می شود.  

ج. در سیستم هـــای زنـــده و طبیعی نیز حـــتما بـــاید قـــطعه ای که تـــوســـط CAS بـــرش داده شـــده بـــا یک قـــطعه 
هومولوگ ترمیم گردد.  

د. رو نویسی از ناحیه CRISPR نیز توسط پروتیین CAS9 انجام می شود.  
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در یکی از پروژه هـای تحقیقاتی که بـر روی دیابـت صـورت گرفـته بـود، دانـشمندان مـتوجـه شـدنـد که بـا کاهـش بیان 
یکی از کانـال هـای انـتقال دهـنده ATP بـه نـام VADC1   در سـلول هـای  بـتای پـانکراس که ATP را از سـلول  خـارج 

می کند، می توان تا حد خوبی این بیماری را درمان کرد.  
برای کاهـش بیان این ژن سعی شـد یک پـرومـوتـور ضعیف بـه بـالا دسـت ژن مـنتقل شـود.بـه خـاطـر اینکه وجـود این 

ژن و فراورده آن برای فعالیت سلول حیاتی است ، نمی توان به راحتی ژن را knockout  کرد. 
 برای بررسی اینکه کدام یک از پرومـوتـور هـای مـوجـود بـاعـث کاهـش بیشتری در بیان ژن مـورد نـظر در سـلول هـای 
مــورد ازمــایش مــا می شــود دانــشمندان می تــوانــند بــا اســتفاده از هــمان روش CRISPR و  HDRپــرومــوتــور هــای 

مختلف را به جایگاه مورد نظر وارد کنند. 
به این ترتیب که در ابتدا پروموتور قبلی توسط CAS9 برش داده می شود.  

ســپس قــطعه ای که هــم دارای تــوالی  هــومــولــوگ بــا نــاحیه بـرش داده شــده،و هــم دارای پـرومــوتــور دلــخواه مــا بــه 
عـنوان قـطعه جـدید هسـت بـه سـلول هـا ارائـه می شـود و تـرمیم بـه کمک این قـطعه که نـقش الـگو را دارد، انـجام 

می شود و قطعه جدید مورد نظر ما به ژنوم وارد می شود . 
دانشمندان برای ارائه این قطعه به سلول از یک پلاسمید استفاده می کنند.  

همچنین برای برسی میزان بیان ژن ، یکreporter gene  نیز بـه هـمراه پـرومـوتـور بـه بـالا دسـت ژن اضـافـه می 
شود. وجود  حداقل یک پروموتور در بالا دست reporter gene  برای بیان reporter  کافی است. 

 درادامه مراحل کار برای وارد کردن پروموتور به صورت جزئی تری بیان شده است: 
جدول زیر اطلاعاتی در مورد پروموتور ها و reporter gene  به ما میدهد. 

 X نـشان دهـنده فـاصـله جـایگاه برش NcoI (’C*CATGG-3-’5) از ابـتدای reporter gene ’5  اسـت. در ریپورتـر 
ژن YFP دو عدد  جایگاه برش NcoI وجود دارد که فاصله انها از سر 5’ ژن مشخص شده است. 

 ,(5’-G*GATCC-3’) BglII هــر دو در دو ســر خــود جــایگاه بـرش انــزیم هــای   reporter gene پـرومــوتــور هــا  و  
BamHI (’A*GATCT-3-’5)را دارنـد (شکل1 ) و تـوسـط این انـزیم هـا بـرش داده شـده و بـه هـمراه پـلاسمیدی که 

ان نیز با آنزیم BglII  برش داده شده بود در شرایط مناسب با انزیم لیگاز تیمار شدند.  

Size(bp)Promoter

100A

200B

50C

XSize(bp)Reporter Gene

300-600700
 YFP(yellow fluorscent

protein)
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 وکتورهــایی که در مـرحــله قــبل امــاده شــده بــود بــه عــلاوه پـروتیین CAS 9  بــه جــمعیت ســلول هــای مــورد بـررسی 
مـعرفی شـدنـد.  Cas دقیقا نـاحیه بین پـرومـوتـور و ژن را میبرد. وکتور بـه کمک قـطعات هـومـولـوگ خـود که مـطابـق 

دو طرف ناحیه برش خورده هستند به سمت ناحیه برش خورده هدف دهی می شود. 
پـرومـوتـور قبلی بـه خـاطـر ورود قـطعات جـدید دیگر عملکردی نـدارد و در عملکرد پـرومـوتـور جـدید نیز تـاثیری نمی 

گذارد. 
رایمر  رای تـایید ورود قـطعه مـورد نـظر بـه سـلول از روش pcr  اسـتفاده شـد. بـه این شکل که بـا اسـتفادع از دو پـ بـ
شـناخـته شـده  در دو سـر جـایگاهی که قرار اسـت تـوالی وارد شـودpcr  صـورت می گیرد و سـپس مـحصولات روی 

ژل الکتروفورز بررسی می شوند(شکل2).  
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۴.۲. بـا تـوجـه بـه اینکه مـا جـمعیت سـلولی بـزرگی داریم که هـر کدام از انـها ممکن اسـت قـطعه ورودی مـتفاوتی 
داشـته بـاشـند یا  اصـلا قـطعه ورودی نـداشـته بـاشـند بـانـد هـا و الـگو هـای مـتفاوتی دیده خـواهـد شـد.کدام یک از 
شکل هـای زیر نـشان دهـنده الـگوی حـاصـل از مـحصولات pcr اسـت بـا فـرض  اینکه ازپـرومـوتـر  A اسـتفاده شـده 

باشد؟ (۰.۵ نمره)  
(اگر محصول pcr از 100 کوچکتر و از 1400  برگتر باشد، در ژل چیزی دیده نمی شود.) 

رابــر طــول پــرومــوتــور و ریپورتــر ژن دارد، در مــثال مــا  بـرای بـرسی هــا بیشتر  بــانــد اصلی (بــانــدی که انــدازه ای بـ
BglII (5’-  و  NcoI (5’-C*CATGG-3’) 100+700=800) از ژل قبلی جـــــدا  می شـــــود  و تـــــوســـــط انـــــزیم هـــــای

(’A*GATCT-3  برش داده شده و الگوی قطعات حاصل از برش بر روی ژل الکتروفورز تفسیر می شود. . 
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۴.۳. بـا تـوجـه بـه اینکه کدام یک از پـرومـوتـور اسـتفاده شـده بـاشـد، بـعد از هـضم قـطه اصلی (گرفـته شـده از بـانـد 
اصلی) بــا دو انــزیم NcoI (5’-C*CATGG-3’)  و  BglII (5’-A*GATCT-3’)  قــطعات مــتفاوتی دیده می شــود. 

تعداد باند هایی که در هر یک از شرایط زیر دیده می شود را بنویسید. (هر کدام ۰.۵ نمره) 
   :B  پروموتور

     :A پروموتور

       :C پروموتور

از بین ســلول هــای مــورد بــررسی انــهایی که دارای قــطعه اصلی بــودنــد را جــدا کردیم، بـرخی از ســلول هــا هیچ 
فـلوئـورسنتی نـداشـتند و بـرخی از سـلول هـا نیز مسـتقل از اینکه فـلوئـورسـنت داشـتند یا نـه بـعد از مـدتی بـا مرگ 

مواجه می شدند.  

۴.۴. درستی یا نادرستی گزینه های زیر را تعیین کنید. (هر گزاره ۰.۵ نمره مثبت ۰.۲۵ نمره منفی) 
آ. وارد نشدن پروموتور به بعضی از سلول ها ، سبب کاهش فلوئورسنت شده است.  

ب.  به خاطر جهش در ریپورتر ژن بعضی از سلول ها فلوئورسنتی از خود بروز نمی دهند.  
ج. پروتیین ریپورتر در عملکرد سلول ها تداخل ایجاد کرده و باعث مرگ برخی از سلول ها میشود.   

د. در  برخی سلول ها  پروموتور در هنگام ورود به ژنوم جهت گیری اشتباهی داشته است .  
ه. در برخی از سلول ها هیچ ریپورتر ژنی وارد نشده که هم اکنون فلوئورسنتی دیده شود.   

۴.۵. برای اینکه بـتوانیم سـلول هـایی که پـرومـوتـور و یا ریپورتـر ژن  انـها در جهـت درسـت یا برخـلاف جهـت درسـت 
 , BglII بـه ژنـوم وارد شـده انـد را شـناسـایی کنیم بـاید الـگو قـطعات حـاصـل از بـرش قـطعه اصلی انـها بـا دو  انـزیم
BamHI را در ژل برسی کنیم. انـدازه بـانـد هـای حـاصـل از برش قـطعه اصلی بـا دو انـزیم BamHI , BglII را برای 

سلول خواسته شده در هر یک از شرایط زیر  تعیین کنید. (هر کدام ۰.۵ نمره) 
سلول هایی که هم فلوئورسنت ایجاد نمی کنند ولی زنده می مانند: 

    A :آ)پروموتور

     C :ب)پروموتور

       B :ج)پروموتور

سلول هایی که هم فلوئورسنت ایجاد می کنند و زنده می مانند.  
    A :د)پروموتور

سلول هایی که فلوئورسنت ایجاد نمی کنند و زنده نمی مانند.  
     C :ه)پروموتور
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سلول هایی که فلوئورسنت ایجاد می کنند ولی زنده نمی مانند. 
       B :و)پروموتور

۴.۶. درستی یا نا درستی گزاره های زیر  زیر را تعیین کنید. (هر گزاره ۰.۵ نمره مثبت ۰.۲۵ نمره منفی) 
آ. بــا هــضم قــطعه اصلی بــا دو انــزیم BamHI ,(’3-GATCT*A-’5) BglII (GATCC*G-’5-3’) بــه راحتی می تــوان 

سلول هایی که دارای قطعات با جهت گیری مناسب هستند را شناسایی کرد.  
ب. سـلول هـایی که پـرومـوتـور A دارنـد و هـضم قـطعه اصلی انـها بـا دو انـزیم BamHI ,BglII مـشابـه حـالـت ت در 

سوال قبل است ، همگی زنده خواهند ماند.  

۴.۷. مــشخص کیند هــر کدام از ژل هــا که نــشان دهــنده بـرش قــطعه اصلی بــا دو انــزیم BamHI ,BglII اســت 
مـربـوط بـه کدام نـوع سـلول هـاسـت؟ (دارای کدام نـوع پـرومـوتـوراسـت؟ / زنـده می مـانـد یا زنـده نمی مـانـد یا نمی 
تــوان تعیین کرد؟ /  فــلوئــورســنت دارد یا نــدارد یا نمی تــوان تعیین کرد؟) (هــر نــمونــه در صــورتی که هــر ۳ معیار 

درست باشد ۰.۵ نمره) 

نمونه 1 نمونه 2 نمونه 3 نمونه 4
پروموتور

زنده / مرده / نمی توان تعیین کرد
فلوعورسنت دارد / ندارد /  نمی توان 

تعیین کرد
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