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Abstract  
The S-layer is the surface cell wall layer in cyanobacteria. 
S-layers have a 5–10 nm thickness and identical, regularly 
arranged pores with diameters of 2–8 nm. The self-
assembly process can occur in the air-water interface. 
Drug targeting is the selective delivery of drugs to 
particular tissues and cells and it can increase the 
efficiency of medical treatment, reduce the required dose 
and decrease the side effects of a drug. The mechanisms of 
attaching drugs to drug targeting materials vary according 
to the physicochemical properties of these materials. In 
this study, the S-layer of Spirulina ISC6 cyanobacteria was 
used to deliver the anti-blood cancer drug L-Asparaginase 
to cancer cell lines. In this study the use of nano particles 
of the Spirulina ISC6 S-layer for the delivery of L-
Asparaginase to cancer cell lines was investigated. 
Spirulina ISC6 was cultured in zarrouk media and the S-
layer was extracted from the outer membrane of 
cyanobacteria using the standard method. Quantification 
and qualification of the extracted S-layer was done and it 
was sterilized by filtration. Different concentrations of S-
layer and L-Asparaginase were tested on cancer cells. The 
cell mortality was compared with that of untreated cells, 
S-layer alone and L-Asparaginase treated cells alone. 
Results showed that cancer cells treated with S-layer and 
L-Asparaginase decreased better than cancer cells treated 
with other compounds. 
 
Keywords: Spirulina ISC6, S-layer, L-Asparaginase, 
Cancer cell line. 

 

  
  چکیده

هـا  لایر اس .باشـد  مـی  اس لایـر ها،  لایه سطحی دیواره سلولی سیانوباکتري  
  باشـند بـا منافـذ یکسـان و مـنظم بـه قطــر        نـانومتر مـی   5-10داراي ضـخامت 

لایر در سطح تمـاس آب بـا هـوا رخ     فرایند خودجور شدن اس. نانومتر 8-2
هـا   ها و یـا سـلول   انتقال هدفمند دارو، رساندن انتخابی دارو به بافت. دهد می
انتقال هدفمند دارو سبب افزایش کارایی درمان دارویـی و کـاهش   . باشد می

م اتصال دارو به مکانیس  .شود میزان دوز دارو و کاهش اثرات جانبی دارو می
ــر اســاس خــواص  طــور هدفمنــد انتقــال مــی مــوادي کــه دارو را بــه دهنــد ب

سیانوباکتري  لایر اسدر این مطالعه . باشد فیزیکوشیمیایی این مواد متنوع می
هاي  ردهبه  آسپاراژیناز-ال براي انتقال داروي ضد سرطان ISC6  اسپیرولینا

  اسـپیرولینا  سـیانوباکتري  . هاي سرطانی مـورد اسـتفاده قـرار گرفـت      سلول
ISC6    از غشـاي خـارجی    لایـر  اس .در محیط کشـت زاروك کشـت شـد

استخراج شده  لایر اس .هاي استاندارد استخراج گردید سیانوباکتري با روش
وسیله  فیلتراسیون استریل  از نظر کمی و کیفی مورد ارزیابی قرار گرفت و به 

هـاي   لایـن  بـر روي سـل   آسپاراژیناز-الو  لایر اسهاي مختلف  شد و غلظت
هاي بـدون   ها  با سلول سپس میزان مرگ سلول. سرطانی مختلف اثر داده شد

ــا   تیمــار، ســلول ــر اسهــاي تیمــار شــده ب ــا   و ســلول لای   هــاي تیمــار شــده ب
 لایر اسهاي سرطانی که با  نتایج نشان داد سلول. مقایسه شد آسپاراژیناز-ال

تـر از سـایر ترکیبـات     مورد تیمار قرار گرفتند بـیش  زآسپاراژینا -البه همراه 
  .    هاي سرطانی را کاهش دهند توانستند تعداد سلول

  
 .آسپاراژیناز -، ال ISC6 نااسپیرولی لایر،  اس: ي کلیديها واژه

  

* Corresponding author. E-mail Address: ali_hajrafi@yahoo.com 
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  مقدمه
 .هــا موجــوداتی پروکــاریوت هســتند    ســیانوباکتري

ــه     ــلولی ریس ــد س ــیانوباکتر چن ــک س ــپیرولینا ی اي  اس
ــه . باشــد مــی ــه کمــک میکروســکوپ، اســپیرولینا ب  ب

هـاي   هـاي سـبز آبـی متشـکل از سـلول      صورت ریسـه 
هـایی   شود که به صورت ترایکـوم  اي دیده می استوانه

ــدا     ــش پیـــ ــعاب آرایـــ ــدون انشـــ ــارپیچ و بـــ مـــ
ــرده ــی از رایــج  .(Soltani, 1996)انــد ک تــرین  یک

هـاي   ها، آرایش ها و باکتري ساختارهاي سطح آرکی
 کریستالی تک مولکولی از زیر واحـدهاي پروتئینـی  

(Vidgren, 1992)     هـاي سـطحی یـا     اسـت کـه لایـه
ــ اس ــده مــی رلای . (Sleytr et al., 1996)شــود نامی

،  (p1,p2) تقـــارن مــــورب  رلایــــ اسهـــاي   شـــبکه 
اطلاعات . دارند (p3,p6) یا هگزاگونال   (p4)مربعی

هـا   دهنـد کـه تقـارن هگزاگونـال در آرکـی      نشان مـی 
ــب اســت  ــد    . غال ــبکه، یــک واح ــوع ش ــاس ن ــر اس ب
شامل یک، دو، چهار،سه یا شش زیـر   مورفولوژیکی

پروتئین یکسان است به ترتیب و آنهـا  ) گلیکو(واحد 
 نـانومتر  35تا  5/2در فواصل مرکز به مرکز در حدود 

ضـخامت   نـانومتر  25تـا   S 5هـاي   اغلـب لایـه   .هستند
کنند و  دارند و یک سطح خارجی صاف را ایجاد می

ــی  ــطوح درون ــینداراي   س ــی   چ ــوردگی م   باشــد  خ
(Sa`ra and Sleytr, 1996) . هـاي  از آنجا که شـبکه  

هایی بــا ســایز و مورفولــوژي    منفــذ داراي  رلایــ اس
صـورت    هآنهـا ب ـ . نانومتر دارند 8تا  2یکسان در رنج 

 کننـــد یـــک غربـــالگر دقیـــق مولکـــولی عمـــل مـــی
)Graham, 1991(. ــولار ایـــن  آرایـــش مونومولکـ

ــیل ــوژي،   پتانســـ ــاربردي در بیوتکنولـــ ــاي کـــ هـــ
بسیاري از کاربردها بـه  . نولوژي مولکولی داردنانوتک

ایزولـه شـده در سـرهم     رلای ـ اسهـاي   توانایی پروتئین

هـاي مـنظم در    در آرایـش این امـر  شدن بستگی دارد 
ــطوح مناســب    ــا در س ــیون ی ــطوح  (سوسپانس ــل س مث

مثل (یا سطوح مشترك ) مرها سیلیکونی، آهنی و پلی
 Langmuirاي ها منولایره هاي لیپیدي و لیپیوزوم فیلم

ــد    ــطحی، و لیپیــ ــدي ســ ــاهاي لیپیــ ــدي، غشــ   لیپیــ
ــا پوشــاننده نانوکپســول  (Sleytr et al., 2007) )ه

(Schuster and Sleytr, 2000)  بـه محـض از بـین    و
گري که بـراي ایزولاسـیون آنهـا     رفتن عوامل تخریب

 دهـاي متفـاوتی از  کاربر. دهد رخ می شود می استفاده
هـا بـر    ها یا آنتی بادي آنزیمها، مثل  اتصال بیومولکول

نانو ذرات  و حتی نشان داده شده است ر لای اسروي 
تواننـد بـا آرایـش مـنظم بـر       مـی نیز فلزي و نیمه رسانا 

  .(Schuster et al., 2006) متصل شوند رلای اسروي 
  

  ها مواد و روش
  سویه سیانوباکتري و کشت آن

 ،انجـام اعمـال فیزیولوژیـک و بیوشـیمیایی     به هنگـام 
ــاکتري(هــاي خــالص کشــت ــاز ) عــاري از ب ــورد نی م

مـورد نظـر در ایـن     اسـپیرولیناي  هـاي  نمونـه . باشـد  می
از مرکز ویژه کشت و تکثیر   ISC6به شماره پژوهش

پژوهشـکده علـوم کـاربردي    هـا واقـع در    ریز جلبـک 
مـد کـه   آجهاددانشگاهی واحد شـهید بهشـتی فـراهم    

  .شده بودندآماده صورت کشت خالص  هب
محیط کشت اختصاصـی بـراي اسـپیرولینا محـیط     

این محـیط کشـت   به کمک  .باشد میکشت زاروك 
ــی  ــی م ــوان  اختصاص ــپیرولینا   ت ــداري اس ــمن نگه ض

 محـیط . کردیاد دزابصورت زنده،  توده سلولی را نیز 
 .ن به دمـاي محـیط رسـید   آاتوکلاو شد و دماي  ابتدا 

ــپیرولینا  و   ــه اس ــپس، از کشــت اولی ــود   س ــر ه در زی
هـا از محـیط اسـتوك بـه درون      تلقیح جلبک ،مینارلا
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یـد  آها به طریقی کـه تـراکم مـورد نظـر بدسـت       ارلن
  .شدانجام 

  
  شرایط کشت

تـا   1500شـدت نـور   سلسیوس، درجه  30تا  25دماي
انجـام  هوادهی محیط کشـت  ، به همراه لوکس 2000

ها در شیکر انکوباتور  ها  بعد از تلقیح سلول ارلن. شد
هاي جلبـک در   بعد از اینکه میزان سلول .گرفتندقرار 

فضـا بـراي رشـد     وداخل ارلن به اندازه کـافی رسـید   
بیشـتر و همچنــین اضـافه کــردن محـیط کشــت بــراي    
تامین مواد غذایی مهیا نبود، تـوده سـلولی یـک ارلـن     

  .شدبین دو ارلن تقسیم 
  

  از اسپیرولینا S لایه استخراج پروتئین
صــورت  هکـه ب ـ  S لایـه  بـه منظـور اسـتخراج پــروتئین   

ن در آرایــش یافتــه از زیــر واحــدهاي آشــبکه مــنظم 
   Tris–HClاز ســطح خــارجی ســلول جلبــک اســت  

بـه  شده   استخراجمحلول . استفاده شد میلی مولار 50
بـراي   و هیک میکروتیوب استریل جدید منتقـل  شـد  

 سـاعت در  2پروتئین در مقابل آب به مـدت   ،تغلیظ

C˚ 22  محلـول حاصـل   وزن مولکـولی  . گردیددیالیز
در مقابـل  مــارکر       SDS-PAGEروش وسـیله   هب ـ

ــدســـنجش پروتئینـــی  ــاوي  .گردیـ   میکروتیـــوب حـ
S-layer     در بــراي انجـــام ســایر مراحـــل آزمـــایش

  .شدنگهداري  C˚ 4یخچال در دماي 
  

  تست برادفورد
از تسـت   ت پروتئین در محلولظگیري غل براي اندازه
  هـــایی مشـــخص از  رقـــت. شـــد اســـتفاده  برادفـــورد

BSA  (Buvin Serum Albumin)   ــد و ــه ش تهی

هـا داخـل میکروتیـوب بـا      هاي آمـاده از رقـت   محلول
میکرولیتر  معرف برادفورد مخلوط شده سپس با  100

 595استفاده از دستگاه اسپکتروفتومتر در طـول مـوج   
هاي تهیه شده خوانده شد و  نانومتر جذب نوري رقت

لایــر   پــروتئین اس . ی اســتاندارد ترســیم شــد   منحنـ ـ
استخراج شـده بـا محلـول معـرف برادفـورد مخلـوط       

 550گردیده، سپس جذب نـوري آن در طـول مـوج    
جـذب نـوري خوانـده بـا منحنـی      . نانومتر خوانده شد

استاندارد مقایسه شد و به این ترتیب غلظـت پـروتئین   
  .لایر تعیین شد اس

  
   FE_SEM برداري بوسیله میکروسکوپ عکس

میکروسکوپ الکترونی مورد استفاده از نـوع گسـیل   
 Hitachi S4160 (Japon)مـدل   FE_SEMمیـدانی  

 stageدر سـطح   هـا  نمونـه  ،بـرداري  عکـس  براي .بود
اي از گرد طلا پوشـانده شـد و    شد سپس با لایهماده آ

 S لایـــه هـــاي ینئهـــاي اســـپیرولینا و پــروت  از ســلول 
  .برداري صورت گرفت عکس

  
  ها استریل کردن نمونه

استخراج شـده     Sلایه هاي به منظور اثر دادن پروتئین
هـا اسـتریل و عـاري از     بر روي سـلول، بایـد پـروتئین   

پس براي اسـتریل کـردن از فیلترهـاي     .الودگی باشند
Millipore  میکرون استفاده شد 2/0با قطر منافذ.  

  
  کشت سلول انسانی

سـرطان خـون    هـاي سـلولی   براي کشت سلول از رده
هر رده سلولی در ابتـداي کـار بـه    . استفاده شد 1انسان

سـازي شـد و    ازت مـایع ذخیـره   در مقدار لازم فریز و
ها در کشـت مـورد اسـتفاده قـرار      مقدار لازم از سلول
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 40Xعکس اسپیرولینا با میکروسکوپ نوري با لنز  - 1شکل 
 

محیط  Gibco بر اساس دستورالعمل شرکت  .گرفت
فیلتراسیون استریل  آماده شد و با RPMI1640کشت 
 U ⁄ ml پنـی سـیلین    یط کشـت   سپس به مح. گردید

به آن  FBS% 10 و µg ⁄ ml 100، استرپتومایسین 100
  .اضافه گردید 

  
  آسپاراژیناز-بر انتقال داروي ال Sتاثیر لایه 
ــزیم ال ــردن   -آنـ ــافه کـ ــا اضـ ــتاندارد، بـ ــپار اسـ   آسـ

ml ddH2O 4  ــه ــودر دارویــی   mg 49-2/43ب   از پ
لایـر   اس از پـروتئین  µl150. آسپاراژیناز تهیه شـد -ال

ــا  ــوط کــرده  - ال µl150را ب آســپاراژیناز اســتاندارد مخل
که قبلا کشـت   LCLهاي  دقیقه بر روي سلول 5وبعد از 

از مخلوط ساخته شده اضافه  شد و  µl50داده شده بود، 
µl150   محــیط کشــتRPMI+FBS 10%   بــه هــر

هر آزمایش با سه تکرار انجـام  . چاهک اضافه گردید
وان کنتـرل در نظـر گرفتـه    چاهک نیز  به عن ـ 3شد و 

آسـپاراژیناز و  -مشابه همین کـار بـراي داروي ال  . شد
   24بعـد از  . لایـر نیـز انجـام گردیـد     نمونه پروتئین اس

  
  

  .انجام شد MTTساعت تست 
  

  تست میزان زنده ماندن سلول ها
در اثـر تیمارهـاي    هـا  سـلول  کـاهش براي تعیین میزان 

ــگ مختــف   ســنجی  کمــی اســتفاده شــد   از روش رن
  نــام   بــه 2رنــگ تترازولیــوم  کــه در آن نمــک زرد 

3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium-bromide   ــ ــزیم   هب ــیله آن وس

سوکسینیک دهیدروژناز  میتوکندري متابولیزه شده و 
محصول . شود  ارغوانی رنگ تبدیل می 3به فورمازان

هــا  فورمــازان تنهــا در صــورت ســلامت میتوکنــدري 
میزان محصول فورمازان ساخته شـده  . شود ساخته  می

 554و در طـول مـوج    4وسیله دسـتگاه الایـزا ریـدر    به
  .نانومتر مورد بررسی قرار گرفت

  
  نتایج
 هاي اسپیرولینا سلول

ــ   اســت وهــاي ســبزآبی  صــورت ریســه هاســپیرولینا ب
  .)1شکل ( نها وجود نداردآهتروسیست در 
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SDS_PAGE   
ــد از  ــتخراجبع ــه اس ــا روش S لای ــتاندارد،   ب ــاي اس ه

و  ین انجــام شــدئبــراي پـروت  SDS_PAGEآزمـایش  
در  Ladderباند مشاهده شده در مقایسـه بـا بانـدهاي    

  .تخمین زده شد kDa 170حدود 
  

  تست برادفورد
دسـت آمـده از    هغلظت پروتئین با استفاده از منحنی ب

صــورت زیــر  هبــ) 2شــکل(  BSAپــروتئین اســتاندارد 
جـذب   تهیـه شـده در ایـن مطالعـه    نمونه  .محاسبه شد

ــا  ،نشــان  دادرا نــانومتر  595در   169/0  نــوري   کــه ب
  
  
  
  
  
  
  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

 پروتئین اسـتاندارد داراي غلظـت   هاي توجه به غلظت
g/ml 0012/0 باشد می.  

  

   میکروسکوپ الکترونی
اســـپیرولینا  از اســـتخراج شـــده  لایـــر اس از پـــروتئین

تـا   میکروسکوپ الکترونی عکس گرفته شدوسیله  هب
در . گیـري و سـاختار آن مشـخص گـردد     نحوه شکل

دســت آمــده بــر اســاس مقیــاس      ههــاي بـ ـ عکــس
در  ر لای ـ اسهاي  برداري معلوم شد که پروتئین عکس
ــدازه ــدي در    ان ــایی خــود ســرهم بن ــانومتر توان هــاي ن

  ).3شکل (سوسپانسیون را دارا هستند 
   

  

 

میلی لیتر می باشد و محور عمودي / محور افقی نشان دهنده غلظت پروتئین استاندارد بر اساس گرم  - 2شکل 
 .میزان جذب نوري خوانده شده توسط دستگاه اسپکتروفتومتري به ازاي هر غلظت را نشان می دهد
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 Lymphoblast Cellهاي  تاثیر برروي سلول
Line (LCL)    

عــدد در هــر   200000بــه تعــداد  LCLهــاي  ســلول
ــزیم ال      ــار آن ــورد تیم ــدند و م ــت ش ــک کش  -چاه

ــزیم ال  ــتاندارد،  آنـ ــپاراژیناز اسـ ــپاراژیناز  -آسـ آسـ
. لایر به تنهایی قرار گرفتنـد  لایر و اس استاندارد و اس

هــاي حاصــل از تیمارهــاي  میـزان زنــده مانــدن ســلول 
نجش قــرار مــورد ســ MTTوســیله روش  مختلــف بــه

  (p<0.05)دار  از نظر آمـاري اخـتلاف معنـی   . گرفت
  اي در  مشــــاهده شــــد و کــــاهش قابــــل ملاحظــــه 

ــلول  ــداد س ــاي تع ــا اس  LCLه ــده ب ــار ش ــر و تیم   لای
آسپاراژیناز به  -آسپاراژیناز نسبت به استفاده از ال-ال

  .لایر به تنهایی مشاهده شد تنهایی و اس
  

  بحث 
) گلیکو(هاي  توسط نوع S هاي لایه  آنجا که شبکه از

ایــن   ،شــوند  بنــدي مــی  پروتئینــی یکســانی ســرهم  
ــش ــیمیایی   آرای ــتالی خــواص فیزیکــو ش ــاي کریس   ه

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
. دن ـده هاي زیـر نـانومتر نشـان مـی     تکراري را در مقیاس 

بــه آنهــا ایــن امکــان را  Sهــاي تکــراري لایــه  مشخصــه
حرکـت بـراي    دهد که به عنوان یـک مـاتریکس بـی    می

 Schuster)هـاي کـاربردي    اتصال منولایرهاي مولکـول 

et al., 2005) ) هـــا و  بـــادي هـــا، آنتــی  مثـــل آنــزیم
در یک مسیر ژئومتریک مشـخص اسـتفاده   ) ها ایمونوژن

حســگرهاي شــوند ایــن پتانســیل کــاربردي بــراي تولیــد  
ــت  (Schuster and Sleytr, 2006) 5یتجزیـــه زیسـ

هــا و  میکروپارتیکــل ســنتز، 6هــاي ایمونولــوژي تســت
  .رود غشایی بکار می انتقالات بین 

ــا اســتفاده از    ــرتبط اســت ب خــط دیگــر توســعه م
بنـدي خـود بـه خـودي      محصولات حاصـل از سـرهم  

در سوسپانســیون بــه عنــوان سیســتم ترکیبــی   رلایــ اس
، ادجوآنت در مقابل عفونت با باکتري پاتوژن -حامل

ها و نیز در ایمونـوتراپی آنتـی    در ایمونوتراپی سرطان
،  کـــه هـــر کـــدام از ایـــن مـــوارد داراي  آلرژیـــک

  .باشند هاي متنوع میکاربرد

  

     
 

سمت راست . دهد را نشان می   Spirulinaلایر سیانوباکتري  میکروگراف الکترونی پروتئین اس - 3شکل 
سمت چپ آرایش حاصل از تجمع همان . دهد نانومتر نشان می 300تجمع ذرات نانومتري در ابعادي به طول  

 .دهد میکرون نشان می 60اي به طول  ذرات را در محدوده
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ــدهاي   ــیون الیگونوکلئوتیــ ــایش هیبریداســ آزمــ
 ــ ــنت و بیـ ــاندار فلورسـ ــتفاده از  7وتینیلاتنشـ ــا اسـ بـ
-surface-plasmon-fieldاسپکتروســــــــــــــکوپی 

enhanced-fluorescence   نشـان داد کــه حســگرهاي
ــی   ــطحی م ــاربردي س ــط    ک ــت توس ــا موفقی ــد ب توانن

کریستالیزاسیون هتروتترامرها روي چیپس طـلا تولیـد   
یـا   DNAتوان براي توسعه  این ساختارها را می. شوند

اي بسـیاري از کاربردهـاي   هاي پروتئین که بـر  چیپس
  .نانوبیوتکنولوژي مورد نیاز است استفاده کرد

شــده از  اســتخراج لایـر   اس تــاثیردر ایـن مطالعــه  
ــپیرولینا   ــیانوباکتري اس ــ ISC6س ــورب ــاندن  ه منظ رس

 و گرفـت مورد بررسی قـرار   ها سلول بههدفمند دارو 
ــرطان   ــد س ــپار -الاز داروي ض ژیناز اســتاندارد اآس

ــد  ــتفاده ش ــه   -ال  .اس ــت ک ــی اس ــپاراژیناز آنزیم آس
موجب هیدرولیز آسـپاراژین بـه اسـید آسـپاراتیک و     

این . سپار است آ-نام دیگر آن ال. شود  آمونیاك می
آنزیم امروزه جهـت درمـان بیمـاري سـرطان خـون و      

آسـپاراژیناز بـا   -ال. شـود  برخی تومورها اسـتفاده مـی  
هــاي  آســپاراژین مــانع از دسترســی ســلول-تجزیــۀ ال

مهمترین اثـر  . شود  رطانی به منابع این اسیدآمینه میس
جـانبی ایـن دارو حالـت آلــرژي یـا واکـنش افــزایش      

متصـل   رلای ـ اساین دارو به پـروتئین   .حساسیت است
کشـت داده   LCLهـاي   سپس بـر روي سـلول   گردید

حاصـل از  دسـت آمـده    هنتـایج ب ـ . اثـر داده شـد   ،شده
 -البـا   هاي تحت تیمار مربوط به سلول  MTTتست 
هــاي تحــت تیمــار بــا  و ســلول رلایــاس  /ژینازاآســپار

دهـد کـه    ژیناز به تنهایی، نشان مـی اآسپار -الداروي 
ــاثیر   ر لایــ اس پــروتئین باعــث افــزایش قابــل توجــه ت
  .ژیناز شده استاآسپار -الداروي 

نتایج حاصـل از ایـن مطالعـه نشـان داد کـه مجـزا       

سیانوباکتري جـدا  هاي  نمودن بخشی از ساختار نمونه
شده از محیط داراي کاربردهـاي بسـیار اثـر بخـش و     

توانـد بـه سـهولت در اختیـار      باشـد کـه مـی    متنوع می
  .هاي درمانی  قرار گیرد بخش

  
  تشکر و قدردانی 

ایــن تحقیــق در گــروه میکروبیولــوژي دانشــگاه آزاد  
اسلامی واحد کرج انجام گرفته اسـت و از همکـاري   

وم کاربردي جهاد دانشـگاهی  صمیمانه پژوهشکده عل
دانشگاه شهید بهشتی که در انجام مراحل ایـن پـروژه   

  .شود اند، سپاسگزاري فراوان می ما را یاري داده
  

  ها نوشت پی
1- Lymphoblast Cell Line(LCL) 
2- Tetrazolium 
3- Formazan  
4- ELIZA Reader 
5- Bioanalytical sensors 
6- Immunoassays 
7- Biotynilated 
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