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بیوشیمی.

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

     اندازه گیری غلظت کلسترول| الایزا | تعیین غلظت پروتئین

آزمایشگاه آموزشی 
بیست ودومین المپیاد 
زیست شناسی ایران

نیمه سنجشی
روز هفتم 
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اندازه گیری غلظت کلسترول 
در این قسمت غلظت کلسترول را با روش زاک بدست بیاورید. 

روش کار 
موارد زیر را در چاهک ها به صورت ستونی بریزید و سه بار تکرار کنید. (ترکیب S حلال کلسترول است و به 1.

منظور رقیق سازی استفاده می شود). حجم ها به میکرولیتر است. 

به مدت 10 دقیقه در فویل بپوشانید سپس برای خواندن جذب با نشانگر زرد وقت بگیرید.  2.

پرینت جذب را در صفحه انتهایی بچسبانید. (14نمره)  

منحنی استاندارد را رسم کنید. همه جذب ها را از 1ST کم نکنید. (4 نمره) 

غلظت کلسترول مجهول را حساب کنید. (2 نمره) 

1234blanksample

X 000005سمپل

(10mg/ml) 52.51.20.600کلسترول

S 2.53.84.400محلول

A 1010010101010محلول

B 150150150150150150محلول

C 100100100100100100محلول
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الایزا 
فردی بـا عـلائـم تـب، سردرد، قرمـزی بیش از حـد پـوسـت و درد مـفاصـل بـه پزشک مراجـعه می کند. پزشک احـتمال 
ابـتلا بـه الـتهاب را برای او در نـظر می گیرد. نـمونـه پـلاسـما فرد در اختیار شـما قرار گرفـته تـا بـا انـجام الایزا بـه بررسی 

hsCRP (high sensitive C Reactive Protein) بپردازید. 
الایزا (enzyme-linked immunosorbent assay) يـــك تكنيک بـــيوشـــيميايی اســـت كـــه بـــه طـــور عـــمده در 
زا ابـتدا  رای شـناسـايی وجـود يـك آنتی بـادی يـا آنتی ژن در نـمونـه اسـتفاده می شـود. در ايـن نـوع الايـ ايمنی شـناسی بـ

آنتی بادی capture antibody عليه آنتی ژن مورد نظر روی سطح پليت پوشانده می شود. 
سـپس اتـصالات غـير اخـتصاصی تـوسـط شسـت و شـو حـذف، و مـكان هـای خـالی تـوسـط بـلاكـر پـر می شـود. بـا افـزودن 
نــمونــه حــاوی آنتی ژن و شســت و شــوی پــس از آن، تــنها اتــصالات اخــتصاصی آنتی بــادی – آنتی ژن بــاقی می مــانــند. 
حـال بـا اعـمال آنتی بـادی اولـيه اخـتصاصی و نـشان دار (مـتصل بـه آنـزيـم) عـليه آنتی ژن، شسـت وشـوی آنتی بـادی هـای 
اضـافـه و بـه كـار بردن سـوبسـترايی كـه تـوسـط آنـزيـم بـه رنـگ، فـلورسـانـت يـا سـيگنال الـكتروشـيميايی تـبديـل می شـود، 

می توان ميزان و يا وجود هر يک از آنتی بادی های متصل به آنتی ژن و نيز خود آنتی ژن را بررسی نمود.     

روش کار 
دو چاهک در اختیار شما قرار داده شده است که با آنتی بادی پوشانده شده است. 

موارد زیر را در چاهک ها بریزید. 1.

پلیت را بـه مـدت 15 ثـانیه بـه آرامی تکان دهید و ســـپس درب  چـاهک هـا را بـا برچســـب مـخصوص پلیت 2.
پوشــانده وبه مدت 25 دقیقه در دمای اتاق انکوبه کنید.  

مـقدار 50µl از آنـزیم کنژوگـه شـده بـا عـلامـت (CE) مـشخص شـده بـه تـمام چـاهک هـا اضـافـه کنید. روی 3.
چـاهک هـا را مجـدد بـا هـمان برچسـپ بـپوشـانید و بـه مـدت 25 دقیقه در دمـای اتـاق و تـاریکی انکوبـه کنید  

و در فویل قرار دهید.  
مـحتویات چـاهک هـــا را خـالــی کنیــد و  بـه چـاهک هـا 200 میکرولیتر بـافـر شسـتشوی آمـاده (W) شسـتشو 4.

رتــبه تکرار  دهید. ســپس  چــاهک هــا را وارونــه کنید و هــمراه بــا تکان دادن خــالی کنید. این مـرحــله را 5 مـ
کنید. 

100µl از از سـوبسـترای آمـاده مـصرف (بـا عـلامـت CS مـشخص شـده) بـه تـمام چـاهک هـا اضـافـه کنید و بـه 5.
مدت 15 دقیقه در دمای اتاق و تاریکی انکوبه کنید و در فویل قرار دهید. 

مقدار 100µl  از محلول متوقف کننده (با علامت  ST مشخص شده) به تمام  چاهک ها اضافه کنید.  6.

نشانگر زرد را بالا ببرید و برای خواندن جذب وقت بگیرید. 
 پرینت جذب را در صفحه انتهایی بچسبانید. (4 نمره) 

SerumWell Name
50µLSerum
50µLAssay Buffer (AB)
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مقادیر جذب های استاندارد به شرح زیر است: 

منحنی استاندارد را رسم کنید. همه جذب ها را از 1ST کم نکنید. (4 نمره)  

جذب (ng/ml)غلظت
2.266 0.0 St1

1.350 0.5 St2

0.819 1.0 St3

0.424 2.5 St4

0.255 5.0 St5

0.160 10.0 St6
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کدام یک از از مـعادلات زیر رابـطه غـلظت سـوبسـترا و جـذب را بهـتر تـوجیه می کند؟ برای هـر کدام از مـوارد مـعادلـه 
را خطی کرده، رگرسیون بگیرید، و جدول را پر کنید: (3 نمره) 

مـعادلـه ای که تـطابـق بهـتری دارد را انـتخاب کنید. مـعادلـه مـنتخب ذکر شـود و غـلظت نـمونـه مـجهول را بـر اسـاس 
آن بدست آورید (2 نمره).  

معادله 2 معادله 1

a

b

𝑟2
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تعیین غلظت پروتئین 

سـندرم آنجـلمن (Angel man Syndrome)  یک بیماری شـدید عصبی ژنتیکی اسـت. این بیماری بـه عـلت عـدم 
حــضور ژن UB3A و یا جــهش هــای نــقطه ای مــؤثــر در ژن فــوق ایجاد می گـردد. بــررسی هــا نــشان می دهــد فــعالیت 
آنــزیم پــروتئین UB3A در پــاتــولــوژی بیماران ســندرم انجــلمن مــؤثــر اســت. بــه نــظر می رســد پــروتئین UB3A بــا  
سـاب یونیت S5a از کمپلکس proteasomal degradation بـرهـم کنش می کند. هـر نـوع جـهش و یا تغییر در 
پـروتئین UB3A  مــوجــب تــأثیرات مــهاری بــر فــعالیت پـروتــئولیتیک پـروتــئازوم می گـردد (پـروتــئازوم یک کمپلکس 
رایند آنــزیمی می شکند و از  پـروتئینی اسـت که پـروتئین هـایی که مـورد نیاز نیستند یا آسیب دیده انـد را طی یک فـ

بین می برد).  
در این آزمــایش ســلول هــای  293Hek (ســلول طبیعی) بــا 1. پــلاسمید هــای حــاوی ژن UB3A، ۲. پــلاسمید هــای 
حـــاوی ژن بـــا جـــهش نـــقطه ای در ژن  UB3A بـــه نـــام  L502E، 3. پـــلاسمید هـــای بـــدون ژن بـــه عـــنوان کنترل، 
تـرنسفکت شــدنــد و پــس از 24 ســاعــت ســلول هــا لیز شــده و پـروتئین تــام بــه عــنوان اولین تســت حــضور پـروتئین 
UB3A تـوسـط تسـت وسـترن بـلات در نـمونـه هـا تـأیید گشـت. سـپس مـقدار 20μl  از پـروتئین تـام اسـتخراج شـده از 

رای بـررسی فـعالیت پـروتـئازوم اسـتفاده شـده اسـت. فـعالیت  لیزات سـلولی بـا غـلظت ng/mL 100 از هـر نـمونـه  بـ
راســاس آن مــقدار  AMC آزاد شــده در طی زمــان، رابــطه  پــروتــئازوم تــوســط کیت مــخصوص بــررسی شــد، که  بــ

مستقیم با فعالیت پروتئازوم دارد.  
شما در این آزمایش غلظت سه پروتئین لیز شده به روش بردفورد را محاسبه کرده و به سوالات پاسخ دهید. 

جدول مرتبط با انجام تست بردفورد: 

123456X1X2X3

1086420000آب

BSA (0.5 
mg/mL)

0246810000

X10000001000

X20000000100

X30000000010

OD10.2980.3930.4490.4760.5380.5520.4110.5880.334

OD20.2990.3620.4220.4880.5140.5580.4160.5420.328

OD30.2900.3530.4380.5180.5740.5980.4030.5180.332
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منحنی استاندارد را رسم کنید. جذب ها را از جذب ۱ کم کنید. (4 نمره)  

غلظت پروتئین های مجهول را محاسبه کنید. تمامی محاسبات را یادداشت نمایید (5 نمره) . معادله خط را نیز 
بنویسید. 

برای انجام تست بررسی فعالیت پروتئازوم روی هریک از نمونه های X1 تا X3 به چه حجمی از آنها نیاز است؟ 
(۳ نمره) 

X1: X2: X3:
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کدام یک از نمودار های های فوق مرتبط به پلاسمید های حاوی ژن با جهش نقطه ای (E502p) و کدام یک 
مربوط به سلول ترنسفکت شده با UB3A است؟ (2نمره)  

 UB3A سلول ترنسفکت شده با

پلاسمید های حاوی ژن با جهش نقطه ای 
 (E502P)
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