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 : TOS  روش انجام تست

 دقیقه در دمای اتاق نگه دارید.  20قبل از شروع آزمایش، اجزای کیت را به مدت  .1

بر   میلی مولار  09/0تا   2/ 5میکرولیتر از هر یک از استاندارد های  10میکرولیتر از نمونه و   10ه میزان ب .2

اضافه    سی سی(  5/1مناسب )به طور مثال میکروتیوب    را به میکروتیوب های(  mM/mLمیلی لیتر ) 

 به عنوان بلانک اضافه کنید.  استاندراد  میکرولیتر بافر رقیق کننده 10کنید. به یکی از  میکروتیوب ها 

تام اکسیدانی   400به میزان   .3 به خوبی    به تمام میکروتیوب ها  میکرولیتر معرف وضعیت  اضافه کنید و 

بتدا معرف را به میکروتیوب نمونه ها و سپس به میکروتیوب مربوط به استاندراد  دقت نمایید ا  مخلوط کنید.

 ها و بلانک اضافه کنید. 

میکرولیتر از    200دقیقه انکوبه کرده و در ادامه    4به مدت    محیطدر دمای  مخلوط و  را  میکروتیوب ها   .4

نانومتر اندازه گیری کنید. دقت نمایید تبدیل    560محلول نهایی را به پلیت الایزا منتقل و در طول موج  

 رنگ نارنجی به بنفش نشان دهنده انجام واکنش است. 

 . میلی لیتر گزارش کنید بر میلی مولار بر اساس داده ها را محاسبات:  

 : TAC  روش انجام تست

 زانیم به د. و در ادامه، یاتاق نگه دار یدر دما قه یدق 20را به مدت  تیک یاجزا ش،یقبل از شروع آزما. 1

  د،یریهر نمونه دو چاهک در نظر بگ ی. براد یمربوطه اضافه کن یاز استاندارد به چاهک ها تریکرولیم 20

شده در   جادیتداخل رنگ نمونه با رنگ ا لیبه عنوان بلانک نمونه )به دل یگریانجام تست و د یبرا یکی

نمونه    تریکرولیم 20است( و در ادامه به هر دو چاهک   یهر نمونه الزام یواکنش، وجود بلانک برا یط

 .د یاضافه کن

استاندارد و چاهک مربوط به تست هر نمونه    یاز محلول کار آماده شده به چاهک ها   تریکرولیم  100  .2

 . دیکن  کننده اضافه  قیبافر رق  تریکرولیم  100  زانی به م  د یمربوط به بلانک نمونه با  ی. به چاهک هاد یاضافه کن

 چاهک استاندارد  چاهک تست نمونه  چاهک بلانک نمونه  

 میکرولیتر  100 میکرولیتر  CUPRAC - 100معرف 

 - - میکرولیتر  100 بافر رقیق کننده 

 - میکرولیتر  20 میکرولیتر  20 نمونه 

 میکرولیتر  20 - - استاندارد 

و در ادامه در طول   د یاتاق انکوبه کن یدر دما قهیدق  2(، به مدت تیپس از مخلوط کردن )با حرکت دادن پل

موجود در نمونه با استفاده از نمودار به دست آمده    دانی اکس  یآنت   زانی. مدیکن  یرینانومتر اندازه گ  450موج  

 قابل محاسبه خواهد بود. 

 : OSIمحاسبات 

بر  وومبه میکر  TACاز    حاصلابتدا بایستی واحد داده های    OSIبرای محاسبه میزان     لیتر تبدیل شود لار 

 محاسبه شود:  OSIسپس با استفاده از فرمول زیر    ،ضرب شوند   000/000/1 )یعنی در عدد 

OSI =
TOS (µmol/L)

TAC (µmol/L)
 10 

 . است شتر یب  ویداتیدهنده استرس اکسنشان OSIبالاتر  ریمقاد

 ی کرده و سپس آنالیز آماری را انجام دهید. را بررس  OSIبرای تک تک نمونه ها شاخص  

 : محلول هاآماده سازی  

سی    25تستی    48)در کیت   میلی لیتر  50به آن تستی   96در کیت وضعیت تام اکسیدانی به صورت پودر است و باید معرف 

اضافه نمایید. معرف در دمای محیط به مدت یک ساعت پایداری دارد. بنابراین در زمان نیاز   بافر رقیق کننده معرف  سی(

وضعیت تام اکسیدانی بعد از  معرف  معرف را آماده کنید و در کمتر از یک ساعت از کیت استفاده کنید. درصورت نگهداری  

. در صورت نیاز مجدد ابتدا به معرف اسید  انجام تست، به مرور زمان رنگ معرف عوض خواهد شد و بنفش رنگ خواهد شد 

HCL    غلیظ اضافه کرده تا رنگ معرف نارنجی رنگ شود و سپس مجدد استفاده نمایید. دقت کنید که در این حالت حساسیت

 کیت کاهش پیدا می کند. 

 آماده سازی نمونه: 

گردند. از تکرار    ی نگهدار  گرادیدرجه سانت   -80  یدر دما  ایشوند    ی بررس   یآوربلافاصله پس از جمع  د ی ها باتذکر مهم: نمونه

 . د ی کن یانجماد و ذوب خوددار یهاکلیس 

 هادانیتست کرد. در صورت بالا بودن غلظت اکس  میبه طور مستق  توانیها را منمونه  :)سرم، پلاسما، ادرار(  عیما  یهانمونه .1

 . (1:2شود )معمولاً   قیرق  د ی، نمونه با(شودیم یبنفش، خاکستر یبه جا ییرنگ نها ر یی، تغTOS یبرا)

( هموژن تیسرد )مربوط به هر ک  کنندهقیبافر رق  تریکرولیم  500بافت را در    گرمیل یم  50-20حدود     :بافت  یهانمونه .2

د گرایسانتدرجه    4  یدر دما  قهیدق 10به مدت   RPM 10000دور   در سپس   است(   یسرد الزام  یکار در دما  نی)انجام ا  د یکن

 .د ی استفاده کن شیآزما یبرا  ییرو عیاز ماو  کنید  وژیفیسانتر

 جام دهید. رقت نمونه حتما برای هر دو تست، تیتراسیون انبرای تعیین  -

 :یت سلول کش یهانمونه .3

نکن - استفاده  سلول  کشت  سوپرناتانت  را جمعسلول  .د ی از  با  یآورها  ده PBS کرده،  سپس  د ی شستشو  بافر  و   RIPA در 

- انجماد  کلیس   10  ای  کاتوری)با استفاده از سون  د یکن  زیپارس ژن( ل  ایاز کارمان  هی)قابل ته  ویداتی استرس اکس  یهامخصوص تست

 . . د ی تست استفاده کن یبرا یی رو عیکرده و از ما وژیفی را سانتر  یسلول  زاتیل. (د ی وب همراه با مخلوط کردن شد ذ

 : TOS  استاندراد آماده سازی  

  میلی مولار   5/2خوب مخلوط کنید. در این حالت  اضافه کنید و    بافر رقیق کننده استاندرادسی سی   5به ویال حاوی استاندارد  

میلی مولار     09/0و  ،  27/0،  0/ 83  . برای ساخت محلول های( از محلول استاندارد آماده شده استmM/mLبر میلی لیتر ) 

 ماه در دمای محیط پایداری دارد.  1استاندراد کیت به مدت   کنید. عملجدول زیر  باید طبق ، بر میلی لیتر

Std بر میلی لیتر   میلی مولار 5/2استاندراد  استاندارد  بافر رقیق کننده غلظت  

2 2.5 mM/mL   0 µL   600 µL 

3 0.83 mM/mL   400 µL   200 µL 

4 0.27 mM/mL   534 µL   66 µL 

5 0.09 mM/mL   578 µL   22 µL 

 :TAC  آماده سازی استاندارد 

  10000استاندارد اول کیت با غلظت  را به بطری استاندارد اضافه کنید و خوب مخلوط کنید تا  از بافر رقیق کننده  میلی لیتر   5

طبق جدول زیر    6تا    2  های. برای ایجاد استاندارد( 2/ 2-7/1مورد انتظار:  OD)  به دست آید   (µM/Lبر لیتر )   مولار  کرومی

 :عمل کنید 

Std 1استاندارد شماره  بافر رقیق کننده  غلظت  

2 5000 M/L 250 L 250 L 

3 2500 M/L 375 L 125 L 

4 1250 M/L 437.5 L 62.5 L 

5 625 M/L 468 L 31 L 

6 312.5 M/L 484.5 L 15.5 L 

7 156.25 M/L 492.25 L 7.75 L  

اکس ب  ویداتیاسترس  تعادل  عدم  توانا  اکسیداتیوفعال    یهاگونه  د ی تول  نیحاصل    ی دفاع  ستمیس   ییو 

  ،یعروق-یاز جمله اختلالات قلب  یمزمن متعدد یها یماریبا پاتوژنز ب  تیوضع نیبدن است. ا ی دانی اکسیآنت

  ی کامل  ریتصو  ها،دانیاکس  ای  هادانی اکسیآنت  یمجزا  یریگمرتبط است . اندازه  یریپ  ندیو فرآ  ابتیسرطان، د

مقدار مطلق.   کینسبت است، نه  کی ویداتیچراکه استرس اکس دهد؛یارائه نم ویداتی استرس اکس تیاز وضع

  یابیارز  یو قابل اعتماد برا  قیدق  یاری، معTACبه   TOS( با محاسبه نسبت OSI)  ویداتی شاخص استرس اکس

اکس م  یدانی اکسیآنت-یدانی تعادل  کارمان  OSIسنجش    تیکد.  کن یفراهم  حل  راه  کیپارس ژن،    ایشرکت 

 نیاست. ا شیآزما کیدر  TOSو  TAC یاتیهمزمان دو پارامتر ح یریگاندازه یبرا قیو دق یجامع، اقتصاد

  قیبه تطب  ازیرا بدون ن  OSIشاخص    میاستاندارد و معتبر، امکان محاسبه مستق  یهااز روش  یریگبا بهره  تیک

 د. آوریخطا فراهم م  نیواحدها و با کمتر

 TOSو    TAC  ی ریگاندازه  ی هااصول روش

روش (TAC) کل  ی دانی اکسیآنت  تیظرف  یریگاندازه .1 تواناو   CUPRAC به  اساس    ی اکنندگیاح  ییبر 

ا  یدان یاکسیآنت   باتیترک در  است.  استوار  نمونه  توسط   (⁺Cu²) یتیمس دوظرف  ون یروش،    نیموجود در 

به    یهادانی اکسیآنت با    دیتول ⁺Cu ونی.  شود یم  ایاح (⁺Cu) یتیکظرفیمس    ونینمونه    گاندیل  کیشده 

نانومتر، به طور    450که شدت جذب آن در طول موج    دهد یم   لیتشک  یداریپا  یکمپلکس رنگ  روموژن،ک

 .( در نمونه متناسب استهادانی اکسی)آنت اکنندهیاح باتیبا غلظت کل ترک میمستق

اکس (TOS) کل  یدان یاکس  تیوضع  یریگاندازه .2 اساس   عوامل  توسط  ⁺Fe³  به  ⁺Fe²  ونی  ونیداس یبر 

  لنول یشده با کروموژن زا  د ی تول  ⁺Fe³  ونی.  شود یانجام م   ی د یاس   طیموجود در نمونه، در مح  دکننده یاکس

  ت ینانومتر، با وضع 560که شدت جذب آن در طول موج   دهدیم  لیتشک  ی بنفش-یآب  ی اورنج، کمپلکس رنگ

 دارد .  میمستق ابطهکل نمونه ر یدانیاکس

 : محتویات کیت

 ( Reagent TOS( )KPG-RTOSمعرف وضعیت تام اکسیدانی ) .1

 TOS (TOS Dilution Buffer)  (KPG-PBSS2/7 ) بافر رقیق کننده معرف .2

 TOS  (Standard Dilluition buffer ( )KPG-PBSS6 ) استانداردبافر رقیق کننده  .3

 ( TOS Standard( )KPG-TOSSTاستاندارد وضعیت تام اکسیدانی ) .4

 TAC CUPRAC  (CUPRAC Reagent) (KPG-CUPRR) معرف .5

 TAC CUPRAC (CUPRAC Standard) (KPG-StdVC) استاندارد  .6

 TAC CUPRAC (Dillution Buffer) (KPG-CUPDW) کننده قیرق بافر .7

 پلیت الایزا .8

 نانومتر  560و  450الایزا ریدر حاوی طول موج   ، سمپلر و سر سمپلر :وارد مورد نیازم

 با ما در تماس باشید 

09132926113 

WWW.KARMANIAPARSGEN.IR 

karmaniaparsgene@gmail.com 

  ن یبافت انسان خطرناک هستند، از ا یبرا تیک نیمورد استفاده در ا یمحلول ها:  یمنیا یدستورالعمل ها

 . دیمراجعه کن مارستانیبه ب یدرمان اضاف یبا آب شسته و برا ره،یرو، در موارد تماس با پوست، چشم و غ

  (OSI) ویداتیسنجش شاخص استرس اکس  تیک

CN. KPG-OSI 
 

 


